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Streszczenie

Cel pracy: Celem podjetych badan byto zidentyfikowanie w grupie pacjentek z rozrostem endometrium najwcze-
Sniejszych i specyficznych zmian genetycznych, ktdre mozna identyfikowac z podwyzszonym ryzykiem transforma-
¢ji nowotworowej, a takze charakterystyka zmian genetycznych zwigzanych z rozwinietg formg nowotworu.
Materiat i metody: Badaniami objeto 44 pacjentki: w 5 przypadkach histopatologicznie nie potwierdzono cech
rozrostu, w 26 przypadkach potwierdzono histopatologicznie rozrost endometrium, u 13 pacjentek zdiagnozowano
raka btony Sluzowej trzonu macicy.

Wyniki: Badania przeprowadzono przy uzyciu mikromacierzy typu custom-made 4x180K firmy BlueGnome.
W przypadkach bez rozrostu zdiagnozowalismy zmiany o charakterze CNV's (Copy Number Variation), ktdre z réz-
ng czestoscig wystepuja w genomie populacji osob zdrowych. Istotne niezrownowazenie genomu zostato wykryte
u 26 (100 %) pacjentek z rozpoznanymi rozrostami oraz u 11 (84, 6%) pacjentek z rozpoznanym rakiem endome-
trium. Wykrylismy rowniez dotad nieopisywane zmiany zlokalizowane w charakterystycznych regionach genomu.

Whioski: Technika aCGH jest efektywnym narzedziem do analizy aberracji chromosomowych. Badanie niestabil-
nosci chromosomoweyj, czyli okreslenie rodzaju i zakresu zmian w chromosomach, jest badaniem pozwalajacym
ustalic regiony krytyczne, a co za tym idzie zidentyfikowac geny lub grupy genow wazne dla powstawania i rozwoju
raka endometrium. W oparciu o przeprowadzone badania zaproponowalismy hipotetyczny model sekwencji zmian
genetycznych towarzyszgcych wielostopniowemu procesowi transformacji nowotworowej endometrium. Schemat
przedstawia Rycina 2.
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Abstract

Objective: The main goal of our study was to identify the earliest and specific genetic changes which could be
associated with an increased risk of neoplastic transformation in a group of patients with endometrial hyperplasia.
Another goal was to characterize genetic changes associated with advanced forms of cancer.

Material and methods: The study involved forty-four (44) female patients, including five (5) patients with no
histopathologically confirmed hyperplastic features, twenty-six (26) patients with histopathologically confirmed en-
dometrial hyperplasia, and thirteen (13) patients with diagnosed carcinoma of the endometrium. The study was
conducted using a custom-made 4x180K microarray of BlueGnome.

Results: Copy number variations (CNV) were found in the cases without endometrial hyperplasia. Such changes
occur with varying frequency in the genome of healthy female population. Significant genome imbalance was identi-
fied in the twenty-six (26) (100%,) patients with diagnosed hyperplasia and in eleven (11) subjects (84.6%) with
diagnosed endometrial cancer. Other, not yet reported, changes localized in characteristic regions of the genome

were also found.
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Rak endometrium jest jednym z najczgstszych nowotworow
zto$liwych zenskich narzadéw plciowych w krajach rozwinig-
tych, o wysokim standardzie zycia. Liczba przypadkow szaco-
wana jest na 15-20 na 100 tys. kobiet rocznie. Rak endometrium
zajmuje czwarte miejsce wsrdd zachorowan na raka u kobiet
w Polsce [1-3].

Techniki cytogenetyczne, klasyczne i molekularne oraz
technika poréwnawczej analizy DNA pozwolity na wytypowanie
zmian genomowych towarzyszacych transformacji nowotworo-
wej w raku endometrium. Aberracje chromosomow 1, 2, 8 1 10
wydaja si¢ by¢ najczestszymi. Wsrdd aberracji liczbowych dupli-
kacje chromosomu 10 i 1q spotykane byly najczgsciej, podczas
gdy duplikacje chromosoméw 2, 7 i 12 spotykane sa rzadziej,
tabela nr II. Zmiany wykrywane w regionie lp byly czestsze
w atypowych rozrostach ztozonych niz w rozrostach ztozonych
bez cech atypii czy tez w rozrostach prostych. Czgsto dominu-
jacymi aberracjami chromosomowymi diagnozowanymi w raku
endometrium sg duplikacje duplq oraz dup8q. Brak obecnosci
tych zmian w rozrostach moze by¢ ttumaczony faktem, Ze sa one
nabywane w chwili transformacji atypowego rozrostu ztozonego
do raka endometrium [4-9].

Trzeba nadmienié, ze niektdrzy autorzy zajmowali si¢ tyl-
ko rozrostami endometrium nie uwzgledniajac typow rozrostow,
inni zajmowali si¢ nowotworami endometrium bez rozrézniania
typow histologicznych.

Teoria klonalnosci nowotwordéw zaktada, ze powstanie guza
jest poprzedzone klonalnym rozrostem komorek, ktore nabyty
zmiang umozliwiajacag wytamanie si¢ spod mechanizméw regu-
lujacych procesy wzrostu i apoptozy. Kazdy nastgpny klon ko-
morkowy, w toku procesu kancerogenezy moze nabywaé dodat-
kowe zmiany cytogenetyczne, ktore powoduja, ze rozrost guza
stanie si¢ bardziej gwattowny [10].

Prawdopodobnie zmiany chromosomowe maja wplyw na
morfologi¢ komorek nowotworowych. Wigekszos¢ guzow litych
charakteryzuje si¢ ztozonymi aberracjami chromosomowymi.
Niestabilno$¢ genomowa moze wystgpowac spontanicznie ze
zmienng czgstotliwoscia. Kazda z komérek nabywa rdéznego typu
aberracje chromosomowe, jednak poczatek rozrostowi klonalne-
mu moze da¢ wyselekcjonowana grupa komorek, ktora uzyskata
szczegolny zestaw zmian cytogenetycznych predysponujacy je
do transformacji nowotworowej [11].
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endometrial carcinoma / aCGH

Materiat i metody

Badaniami obj¢to 44 pacjentki, u ktorych odnotowano, nie-
poddajace si¢ leczeniu farmakologicznemu krwawienia okresu
okotomenopauzalnego. W 5 przypadkach histopatologicznie nie
potwierdzono obecnosci cech rozrostu ani raka. W 26 przypad-
kach potwierdzono histopatologicznie rozrost endometrium. U 6
pacjentek z rozrostem prostym oraz u 11 pacjentek z rozrostem
ztozonym mikroskopowo nie stwierdzono cech atypii. Atypi¢ ko-
morkowa stwierdzono u 2 pacjentek z rozrostem prostym oraz
u 7 z rozrostem ztozonym. U 13 pacjentek zdiagnozowano raka
blony §luzowej trzonu macicy, w 7 przypadkach o stopniu ztosli-
wosci histologicznej G1, natomiast w 6 przypadkach o stopniu
G2. Pacjentki w chwili wykonywania zabiegu byly w przedzia-
le wiekowym od 39 do 87 lat. Z badania wylaczono pacjentki,
u ktorych rozpoznano w przesztosci lub stwierdzono aktualnie
wspotistnienie innego nowotworu zlosliwego.

W 26 przypadkach pozyskano material w trakcie operacyj-
nego usunigcia trzonu macicy, w 18 przypadkach droga biopsji
aspiracyjnej jamy macicy.

Projekt badawczy uzyskat pozytywna opini¢ komisji bioety-
ki Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, decyzja nr RNN/80/10/
KE. Kazdorazowo lekarz informowat pacjentki o celach eks-
perymentu, po czym dobrowolnie uzyskiwat pisemna zgodg na
uczestnictwo w projekcie badawczym.

Na sali operacyjnej fragmenty guza lub material pochodzacy
z biopsji byt zamrazany w temperaturze oparow ciektego azotu
(-196 °C). Kolejne fragmenty guza utrwalano w ptynie Bouina,
a nastepnie poddawano ocenie histopatologicznej. Oceng prepa-
ratow przeprowadzali patolodzy z dwdch niezaleznych o$rodkéw
diagnostycznych.

Do ustalenia zmian o charakterze CNVs postuzyla grupa
kontrolna liczaca 45 0sdb. Do grupy odniesienia zostali zakwalifi-
kowani pacjenci Poradni Genetyki Klinicznej, u ktérych w chwili
badania nie zdiagnozowano choréb nowotworowych [11].

DNA izolowano metoda kolumienkowg Sherlock AX firmy
A&A Biotechnology. Jakos¢ uzyskanego DNA oceniano przy po-
mocy spektrofotometru NanoDrop ND-1000.

Ocena niezrownowazenia genomu zostala przeprowadzona
z wykorzystaniem mikromacierzy CitoChyp Cancer 4x180K fir-
my BlueGnome. Znakowanie i hybrydyzacja mikromacierzy zo-
staty przeprowadzone zgodnie z protokolem opracowanym przez
firme Agilent.
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Tabela 1. Najczestsze aberracje chromosomowe wykryte technika aCGH w prezentowanym eksperymencie.

Rozrost endometrium

bez cech atypii

atypowy

Rak endometrium

dup 14932.33

del 15q11.2

dup/del 20q13.33

amowosowoayd Auoibay

dup 5913.2 dup/del 8p11.23 dup/del 19p13.3
dup 6q14.1 dup 12p13.31 dup 16p13.3
dup 1p34.1 del 6p21.32 dup13q14.2
dup/del 6g25.2 dup 11913.2 dup11p15.5
dup/del 8p23.1 del 10926.3
dup16923.1 dup7p22.3

dup/del1p36.32
dup 8924.3
dup 17925.3
dup 5p15.33

Dup/del 8p12

Dup/del 17q12

dup 19q13.42

Po hybrydyzacji mikromacierze skanowano przy uzyciu
skanera InnoScan 900AL firmy Innopsys. Analizy skandéw prze-
prowadzono przy uzyciu programu Mapix. Graficzng obrobke
obrazu przeprowadzono z wykorzystaniem programu BlueFuse
Multi 2.6.

Wyniki

W przypadkach, w ktorych nie potwierdzono rozrostu nie
wykryto niezrbwnowazenia genomu z wyjatkiem zmian o cha-
rakterze CNV’s (Copy Number Variation), ktore z r6zng czgsto-
Scig wystepuja w genomie populacji 0sob zdrowych. Technika
aCGH (aray Comperative Genomic Hybridization) pozwolita
na wykrycie niezréwnowazenia genomu u 26 (100%) pacjentek
z rozpoznanymi rozrostami. Aberracje chromosomowe zostaly
wykryte u 11 (84,6%) pacjentek z rozpoznanym rakiem endome-
trium. Najczgstsze aberracje chromosomowe wykryte technika
aCGH w naszym eksperymencie zostaly przedstawione w tabeli
L

Analiza danych pochodzacych od pacjentek z rozpozna-
nym rozrostem prostym i ztozonym, zaréwno z cechami atypii
jak i bez cech atypii komdrkowej, pozwolita wytoni¢ najczesciej
powtarzajace si¢ zmiany o charakterze delecji: del15q11.2 oraz
duplikacji: dup 14q32.33, dup12p13.31, dup 6q14.1, dup5q13.2.
Regionem, w ktérym najczgsciej dochodzito do zmian zaréwno
o charakterze delecji i duplikacji, byt region: dup/del 8p11.23.

Najczestszymi niezréwnowazeniami genomu obserwowany-
mi w raku endometrium byty: dup/del 20q13.33, dup/del 19p13.3,
dup 16p13.3, dup13ql4.2, dupllpl5.5, del 10926.3, dup7p22.3,
dup/del1p36.32. Zmiany te byly obserwowane z r6zna czgstoscia.

Zostala stwierdzona istotna statystycznie (p=0,03) zalez-
no$¢ migdzy poszczegélnymi grupami pacjentdow a poziomem
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Rozpoznanie histopatologiczne

Rycina 1. Zalezno$¢ miedzy poziomem niezréwnowazenia genomu, a nasileniem
zmian architektoniki tkanki endometrium i poziomem atypii komérkowej w pieciu
grupach pacjentek: RP: rozrost prosty; RPA: rozrost prosty atypowy; RZ: rozrost
ztozony; RZA: rozrost ztozony atypowy; RE: rak endometrium.

niezrownowazenia genomu. Im bardziej nasilone byly zmiany
architektoniki tkanki endometrium i wyzszy poziom atypii ko-
morkowej, tym wykrywany byt wyzszy stopien niezrownowaze-
nie genomu. Miara niezrownowazenia genomu jest log sumy par
zasad, ktore ulegly duplikacji i delecji, rycina 1.

Do analizy statystycznej danych zastosowano test istotnosci
t-Studenta dla wspotczynnika korelacji r Pearsona.

Ginekologia

Polska Nr44/2014



Ginekol Pol. 2014, 85, 828-832

PRACE ORYGINALNE

ginekologia
Michat Bednarek et al. Ocena niezréwnowazenia genomu w przypadkach rozrostu oraz raka endometrium...
Tabela Il. Zestawienie wynikow analizy niezréwnowazen genomu w rozrostach i raku endometrium uzyskanych przez réznych autorow.
Autor
Chromosom Sonodaii Kiechle i Baloglu i Micci i Muslumanoglu i Levani Nasze wyniki
wsp. 1997 wsp. 2000 wsp. 2001 wsp. 2004 wsp. 2005 wsp. 2006 wy
1 +q p; +q +q; +p +q; +p P, +q +q +/- p36.32
2 +p +q +p
3 *q *q
4 *q -q *q -q
5 +p +p -q +q13.2
6 +p; +g; -q +q14.1
7 +p; +q +p22.3
. +/p11.23
8 +q +q +/-8 +q; +p +q *q +-p23.1
9 -p; -q
10 P *q *q, *tp *q; *+p -9 *q, +p -q26.3
1" +p15.5
12 +q +p13.31
13 +q +q14.2
+q32.33
14 +-q11.1
15 -q11.2
16 -p +p +p13.3
17 -p; -q; *9 -q
18 +q -q
19 -p; +p; +q +- p13.3
20 -q +q; +p -q +/- q13.33
X -P; -9
Y
Dyskusja Znamiennym jest fakt zwigkszenia ilosci wykrywanych

W prezentowanej pracy zastosowano technik¢ cytogenetyki
molekularnej o najwigkszej dostepnej rozdzielczosci, zwang po-
réwnawcza hybrydyzacja do mikromacierzy aCGH, w celu wy-
krycia niezréwnowazenia genomu komoérki na réznych etapach
kancerogenezy. Porownanie czutosci zastosowanej metody CGH
z wynikami uzyskanymi przez innych autordw przemawia za
wielokrotnie wyzsza czutoscig metody aCGH. (Tabela II).

Stato si¢ réwniez mozliwym przypisanie niezrownowazenia
genomu do subregionéw chromosomowych, co byto dotychczas
niemozliwe, ze wzgledu na ograniczong do jednego prazka czu-
tos¢ techniki CGH. Pozostaje to jednak bez istotnego wplywu na
czgstos¢ wykrywanych jakosciowo-ilosciowych zmian genomu
w przypadkach rozrostow i raka endometrium. Jest zastanawia-
jace, ze w 15,4% raka endometrium nie obserwowano niezrow-
nowazenia genomu. By¢ moze §wiadczy to o tym, ze ilosciowo-
jakosciowe zmiany genomu nie sg okoliczno$cig bezwzglednie
towarzyszaca kancerogenezie, cho¢ zastanawiajace jest, ze nie
znajduje to odzwierciedlenia w strukturze szczegdtowego obrazu
histopatologicznego i dynamice procesu kancerogenezy.

Analiza danych uzyskanych technikq aCGH w naszym bada-
niu pozwolita wytonic¢ kilka zmian genomu, ktore nie byty opisy-
wane wczesniej. Byly to aberracje: dup14q32.33 (10/44 22.7%),
oraz del15q11.2 (9/44 20.5%).
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zmian niezrOwnowazenia genomu na etapie rozrostow atypo-
wych. Zwielokrotnienie liczby rejestrowanych aberracji w ge-
nomie $wiadczy o nasilonych procesach kancerogenezy na tym
etapie transformacji. Jest to argument przemawiajacy za teza, ze
rozrost atypowy jest bezposrednim stadium poprzedzajacym roz-
woj raka endometrium.

Regionem chromosomowym, ktory najczesciej ulegal re-
aranzacjom byl subregion 14q32.33. Jest interesujacym, ze
w subregionie tym zmapowany jest gen S/VA. Gen ten pehni
istotng rol¢ w regulacji procesu apoptozy. Biatko siva wigze si¢
z czasteczka CD27, ktora jest cztonkiem rodziny TNFR (receptor
czynnika martwicy nowotworow). Powstaly po przytaczeniu siva
kompleks wykazuje zdolno$¢ indukowania appotozy w hodow-
lach linii komérkowych [13].

Region 15q11.2 zawiera locus dla genu CYFIPI. Gen tek ko-
duje biatko FMR1. CYFIP] reguluje zmiany architektury aktyno-
wego cytoszkieletu [14]. Silva i wsp. odkryli, ze CYFIP1 czgsto
ulega delecjom w ludzkich nowotworach nablonkowych. Obni-
zona ekspresja CYFIPI jest czgsto obserwowana podczas eks-
pansji nowotworéw nabtonkowych oraz jest zwigzana ze ztym
rokowaniem. Dane doswiadczalne Silvy wskazuja, ze CYFIPI
moze wplywaé na kancerogenez¢ poprzez dzialanie, jakie wy-
wiera na dynamike zmian cytoszkieletu oraz interakcje komor-
ka-komorka [15].

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne 831
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Rycina 2. Model akumulacji zmian genetycznych wystepujacych w transformacji nowotworowej endometrium.

Whioski

Technika aCGH jest efektywnym narz¢dziem do analizy
aberracji chromosomowych. Badanie niestabilnosci chromoso-
mowej, czyli okreslenie rodzaju i zakresu zmian w chromoso-
mach, jest badaniem pozwalajacym ustali¢ regiony krytyczne,
a co za tym idzie zidentyfikowa¢ geny lub grupy gendw wazne
dla powstawania i rozwoju raka endometrium. W oparciu o prze-
prowadzone badania zaproponowalismy hipotetyczny model se-
kwencji zmian genetycznych towarzyszacych wielostopniowemu
procesowi transformacji nowotworowej endometrium. Schemat
przedstawia Rycina 2.
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