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Souhrn

Vychodiska: Kritické zhodnoceni vyznamu vybranych molekuldrné genetickych ukazatel(i u karci-
nomu endometria na zékladé analyzy dosud publikovanych praci a u K-ras mutace téz prezentace
vlastnich vysledkd. Cilem pUvodni ¢asti prace bylo porovnat vyskyt této mutace v tkani karcinomu
oproti zdravému endometriu u pacientek [é¢enych na nasem pracovisti a posléze i zhodnoceni jejiho
podilu na vzniku tohoto onemocnéni v ramci multivariacni analyzy. Materidl a metody: Byla prove-
dena molekuldrné biologicka analyza vzork(i endometridlni tkané pacientek lé¢enych na Porodnické
a gynekologické klinice Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. Vysetieni mutaci genu K-ras bylo pro-
vedeno z DNA ziskané z formalinem fixovanych a v parafinu zalitych vzorkd. K detekci byla pouzita
metoda K-ras StripAssay™, ViennalLab Diagnostics GmbH. Vysledky: Bylo vysetieno 30 vzorku en-
dometroidniho karcinomu ve stadiu | (dle FIGO), mutace genu K-ras byla prokazana v 7 pfipadech
(23%). V kontrolni skupiné 20 vzork(i normalniho endometria byla sledovana mutace nalezena ve
3 pripadech (15%). Mutace se Castéji vyskytovala u stadia IA a ve skupiné dobfe diferencovanych
nadord. Zdvér: Vyznam molekularné genetickych faktort u karcinomu endometria se prelomové lisi
v zavislosti na typu nadoru. U ¢astéjsich endometroidnich nadord prvniho typu nejsou dosud publi-
kované vysledky zdaleka tak jasné jako u karcinom( druhého typu, kde je vyskyt alterace p53 uvadén
az v 90%. Nase vysledky u predstavitelek mistni populace podporuji teorii 0 mozném podilu K-ras
mutace v procesu endometridlni karcinogeneze u nadorl prvniho typu ve smyslu ¢asné udalosti.
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Summary

Background: Evaluation of the importance of molecular genetic factors in endometrial carcinoma
based on our review of available literature, and in the case of K-ras mutation based on our own data.
The aim of the original part of our study was to compare the presence of K-ras mutation in early
stages of endometroid carcinoma with normal endometrium and evaluate the role of the mutation
in endometrial carcinogenesis. Material and methods: Molecular biological analysis was performed
to detect K-ras mutation in samples of endometrial tissue obtained from women treated in the past
at the Department of Obstetrics and Gynecology, University Hospital Hradec Kralove. The detection
was made from DNA isolated from paraffin-embedded sections using K-ras StripAssay™, ViennaLab
Diagnostics GmbH. Results: K-ras mutation was found in 7 out of 30 specimens of endometroid carci-
noma in stage | (23%) and in 3 of 20 specimens of normal endometrium in the control group (15%).
K-ras mutations were more frequent in IA stage and grade 1 of endometroid carcinoma. Conclusion:
The importance of molecular genetic factors in endometrial carcinoma differs depending on the
type of carcinoma. In more common type 1 endometroid cancer, published data are not as clear as
in type 2 carcinoma, in which prevalence of alteration of p53 reaches 90%. Results of our study per-
formed on local population of women support the theory about the possible role of K-ras mutation
as an early event in the process of endometrial carcinogenesis in type 1 tumors.
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JAKY JE PROGNOSTICKY VYZNAM MOLEKULARNE GENETICKYCH FAKTORU U KARCINOMU ENDOMETRIA?

Uvod

Karcinom endometria je po karcinomu
prsu nejcastéjsi gynekologickou malig-
nitou a jeho incidence neustdle nar(ista.

Ze zemi Evropské unie je jeho vyskyt
v Ceské republice nejvyssi.

Od roku 1983 plati dualistickd Bokh-
manova teorie modelu karcinogeneze
endometria, kterd vychazi z klinic-
kého pozorovani a histopatologickych
charakteristik [1]. Asi o deset let poz-
déji byla tato dosud platnd teorie
podpofena studiemi na molekularni
urovni. Charakteristika obou zaklad-
nich subtypl souvisi i s odliSnou ge-
netickou nestabilitou a molekularnimi
zménami [2].

U endometroidniho karcinomu (typ 1)
jsou nejcastéji popisovany mutace PTEN
tumor-supresorového genu [3], mikro-
satelitalni instabilita [4], mutace K-ras
protoonkogenu [5] a -cateninu [6]. Pro
karcinomy typu Il je charakteristicka po-
rucha funkce tumor-supresoru p53 a né-
které prace uvadéji, Ze gen p53 je alte-
rovan az v 90% seréznich karcinomd
endometria [7]. Na rozdil od typu | jsou
u typu Il vzacné popisované mutace
K-ras, p-cateninu, déle mikrosatelitalni
instabilita a inaktivace p76 [2,8-11].

V plvodni ¢asti nasi prace jsme se za-
mé¥ili na tlohu mutace K-ras genu v pa-
togenezi endometroidniho typu karci-
nomu endometria.

K-ras patfi do rodiny onkogen( ras,
které jsou nejcastéji spojovany se vzni-
kem lidskych malignich nadord. Ras pro-
teiny jsou soucdsti buné¢né membrany
a vykazuji GTPazovou aktivitu. Podileji se
na spousténi ristu a diferenciaci bunky.
Mutovany K-ras protein ztraci schop-
nost spontanni inaktivace, coz zpusobi
trvalou stimulaci buné¢ného rlistu [12].
Z dostupnych praci se mutace K-ras
genu vyskytuje u 10-30% pfipadl en-
dometroidniho karcinomu [5,13], a to
nejcastéji u nadorl stredné a nizce di-
ferencovanych [14]. To, Ze je mutace téz
pfitomna asi v 16 % pfipadd hyperplas-
tického endometria, podporuje hypo-
tézu o casné udalosti v procesu karcino-
geneze v této lokalizaci [15]. Jiné zdroje
vsak naopak uvadéji mozny vznik karci-
nomu endometria za pfispéni mutova-
ného K-ras protoonkogenu bez stadia
hyperplazie [16].

Material a metody

Byla provedena molekularné biologicka
analyza 50 vzorkd endometrialni tkané
pacientek vysetfenych a lé¢enych na Po-
rodnické a gynekologické klinice LF UK
a FN v Hradci Kralové. Vzorky byly zis-
kany z archivu Fingerlandova Ustavu pa-
tologie LF UK a FN v Hradci Kralové, stari
vySetfovaného materidlu nepfeséhlo
5 let. Vysetieno bylo 30 vzork( s endo-
metroidnim karcinomem ve stadiu | dle
FIGO klasifikace. Déle byla vySetfena
kontrolni skupina 20 vzorkd normal-
niho endometria pacientek operova-
nych pro jinou, nezhoubnou diagnézu
délohy. Tyto vzorky byly histopatolo-
gem hodnoceny jako proliferacni, se-
kre¢ni ¢i klidové endometrium. Do
kontrolni skupiny nebyl zafazen zadny
vzorek hyperplastického endometria.
Vysetfeni mutaci genu K-ras bylo pro-
vedeno z DNA ziskané z formalinem fi-
xovanych, v parafinu zalitych vzork
tkani. DNA z parafinového blocku byla
izolovana pomoci kitu firmy Qiagen.
Vlastni vysetfeni K-ras mutace bylo
realizovano metodou K-ras StripAssay™
(ViennalLab Diagnostics GmbH). Tento
test zahrnuje vysetieni 10 mutaci v K-ras
genu (kodon 12 a 13). PCR amplifikace
s vyuzitim biotinylovanych primer( byla
provedena dle protokolu vyrobce, pro
analyzu bylo pouzito 25 ng izolované
DNA. Amplifikace byla uskute¢néna
v termocykléru Veriti (Applied Biosys-
tems, CA). Amplifika¢ni reakce vyuzi-
vala teplotni profil: 94 °C 2 min, 35 cykl{
(94 °C 1 min, 70°C50s,56°C50s, 60 °C
1 min) a 60 °C 3 min. Amplifikaci nasle-
dovala kontrolni elektroforéza na 2%
agarosovém gelu (délky PCR produktt

151 bp a 204 bp). Amplifikované pro-
dukty byly dle protokolu vyrobce hyb-
ridizovdny na testovaci strip (prouzek)
obsahuijici alelové-specifické imobilizo-
vané oligonukleotidové proby. Nava-
zané biotynilované sekvence byly dete-
kovany s vyuzitim streptavidin-alkalické
fosfatazy a barevného substratu.

Ke statistickému zpracovani ziskanych
dat byl pouzit * test.

Vysledky

Vlastni soubor sestaval ze 30 karcinom0
a 20 zdravych kontrol. Vékovy median
pacientek s karcinomem byl 65 rokd
(rozmezi 52-77 rokd) a 56 rokl (roz-
mezi 50-79 rok() u pacientek kontrolni
skupiny.

Vysetieno bylo 30 vzorkd endome-
troidniho karcinomu ve stadiu | (dle
FIGO), mutace genu K-ras byla proka-
zéna v 7 ptipadech (23%). V kontrolni
skupiné 20 vzork( normalniho endo-
metria byla sledovanad mutace nalezena
ve 3 pfipadech (15%). Se spolehlivosti
0,95 je rozmezi vyskytu mutace pro Zeny
s endometroidnim karcinomem 10%
az 42 %, pro zdravé zZeny je to 3% az
38%. Rozdil mezi ¢etnosti vyskytu mu-
tace v obou skupindch je v3ak statisticky
nevyznamny.

S ohledem na jednotliva stadia a grade
nadoru se mutace Castéji vyskytovala ve
stadiu IA a ve skupiné dobfre diferenco-
vanych nadord (tab. 1 a 2).

V kontrolni skupiné byla sledovana
mutace popsana ve 3 vzorcich. Ve dvou
pfipadech se jednalo o normdlni pro-
lifera¢ni endometrium a v jednom
o klidové endometrium u postmeno-
pauzélni Zzeny.

Tab. 1. K-ras mutace ve stadiu | dle FIGO endometroidniho karcinomu.

Stadium 1A
n=4

K-ras mutace 3(75 %)

1B IC
n=18 n=8
3(17 %) 1(13 %)

Tab. 2. K-ras mutace s ohledem na grade endometroidniho karcinomu.

Grade 1
n=9

K-ras mutace 3(33%)

2 3
n=18 n=3
3(17 %) 1(33%)
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Tab. 3. Genetické alterace u endometrialniho karcinomu.

Geneticka alterace

Typ | karcinomu

Typ Il karcinomu

K-ras 15-30 % 0-5%
PTEN 35-50% 10 %
p53 10-20 % 90 %
Her2/neu 10-20 % 9-30 %
B-catenin 31-47 % 0-3%
mikrosat. instabilita 20-40 % 0-5%

Diskuze

Kromé zcela zakladnich charakteristik,
ze kterych obvykle vychdzime (stupen
postiZzeni, typ nadoru a grading), exis-
tuje fada dalSich ukazateld, které mohou
mit svoji prognostickou vyznamnost.
Nejinak je tomu u karcinomu endome-
tria. Gynekologické zhoubné nadory
predstavuji skupinu chorob, u kterych
je progndza zavisla také na subtilnich
genomickych, epigenetickych a pro-
teomickych zménach.

Tab. 3 ukazuje nejcastéji se vyskytu-
jici genetické alterace karcinomu endo-
metria (typ |, II).

Ve vztahu k molekularni genetice je
vyraznéji profilovan druhy typ karci-
nomu, ktery je méné casty a prognos-
ticky horsi (nevznika na podkladé hy-
perplazie a neni zavisly na estrogenni
stimulaci). Tento typ karcinomu je mole-
kuldrné geneticky charakterizovan mu-
tacemi genu p53 a ¢etnymi ztrdtami he-
terozygozity. Nékteré prace uvadéji, ze
gen p53 je alterovan az u 90% ser6z-
nich karcinomu [7]. Podle jinych autort
je mutace genu p53 dvakrat ¢astéji popi-
sovana u tumor( bez pfitomnosti hyper-
plazie (estrogen non-dependentnich)
nez u tumora s hyperplazii (estrogen de-
pendentnich) [16,17]. Zvy3end exprese
p53 koreluje se $patnou diferenciaci
nadorl endometria, hloubkou myo-
metridlni invaze, pokrocilym stadiem
a metastatickym Sifenim [18,19].

Naopak zdaleka ne tak jasna je situace
u prvniho typu karcinomu, ktery vznika
na podkladé atypické hyperplazie a je
podminén estrogenni stimulaci. Stale
neni jasné prokazano, kterd ze zmén ma-
ligni transformaci iniciuje. Zda se, Ze vét-
sina genetickych alteraci charakteristic-
kych pro toto nadorové onemocnéni
vznika jiz na pocatku tumorigeneze.

Nejcastéji se vyskytujici genetickou po-
ruchou u endometridlniho karcinomu
je mutace PTEN tumor-supresorového
genu, kterd je popisovdna u 25-83%
vsech tumorl [20]. Zatimco u jinych
typl nadorl je tato alterace genu PTEN
asociovana s pokrocilym onemocné-
nim vcetné metastatického postizeni,
u karcinomu endometria je tomu nao-
pak a ztrata funkce PTEN genu je pova-
Zovana za ¢asnou udalost a navic je spo-
jovana s velmi dobrou prognézou [21].
K nej¢astéji popisovanym molekuldrnim
abnormitdm u endometroidniho typu
karcinomu patfi spolu s mutaci genu
PTEN také mikrosatelitalni instabilita (Ml)
zpUsobend poruchou funkce DNA mis-
match repair (MMR) gen(. Nékolik praci
uvadi shodu ve vyskytu Ml a PTEN mu-
taci; mutace je popisovana u 60-86 %
MI-pozitivnich endometroidnich kar-
cinomU a pouze u 24-35% tumord,
kde MI prokazana nebyla. Pro spora-
dické formy endometroidniho karci-
nomu je typicka inaktivace MMR genu
MLH1 nasledovana poruchou exprese
genl MSH2 a MSH6 [22]. Pfitomnost Ml
je asociovana s dobrou prognézou en-
dometroidniho karcinomu [8,23]. -ca-
tenin je dalsi z gend, jehoz porusena
funkce je spojovéna s procesem endo-
metrialni karcinogeneze. Jeho mutace je
signifikantné castéji popisovana u endo-
metroidnich [ézi (31-47 %) ve srovnani
s non-endometroidnim typem nador(
(0-3%) [24]. Jiné prace uvadéji castéjsi
vyskyt u endometridlni hyperplazie,
coz by svédcilo pro podil této mutace
v Casné karcinogenezi [25]. Her2/neu
patfi do skupiny protoonkogent, jehoz
overexprese je popisovana u 10-20%
endometroidnich karcinomd se stred-
nim a nizkym stupném diferenciace
a nékterymi autory je ddvana do souvis-

losti s progresi onemocnéni a horsi pro-
gnoézou. Mutace je dale popisovana
u 9-30% serdznich karcinom( a spolu
s alterovanym genem p53 je asociovéna
s velmi $patnou prognézou u non-endo-
metroidniho typu nador( [26,27].

Z dostupnych pramenu je patrné, ze
mutace K-ras protoonkogenu je deteko-
vana u 10-30% pripadl endometroid-
niho karcinomu [5,13]. Také vysledky
nasi prace potvrzuji u¢ast mutace K-ras
genu v procesu vzniku karcinomu endo-
metria ve smyslu ¢asné udalosti [28,29].
Prezentace dosavadnich vysledkl
o K-ras mutaci u karcinomu endometria
a prognosticky vyznam tohoto ukaza-
tele vsak nejsou jednotné. Napfriklad
S. F. Lax ve své praci pfipousti, ze pro
vznik endometroidniho karcinomu Ize
pouzit podobny model patogeneze jako
u kolorektalniho karcinomu. Pasobeni
K-ras mutace pfichazi v uvahu jednak
na urovni pfechodu z atypické hyper-
plazie do dobfe diferencovaného endo-
metroidniho karcinomu, ale pfedevsim
potencuje progresi do méné diferen-
covanych forem nadoru [9]. Z prace Mi-
zuuchiho et al (n = 49) vyplyva, ze K-ras
mutace je nezavisly rizikovy faktor od-
povédny za agresivni chovani endome-
tridlniho karcinomu [30]. Podobného
nazoru jsou i lto et al (n =221), ktefi mu-
taci K-ras signifikantné spojuji s pfitom-
nosti metastaz v lymfatickych uzlinach
a predpokladaji jeji dllezitou roli v me-
chanizmu odpovédném za nepfiznivé
biologické chovani endometroidniho
karcinomu u postmenopauzalnich pa-
cientek [31].

Semczuk et al (n = 57) na souboru pa-
cientek s karcinomem endometria ne-
prokdazali souvislost pfitomnosti K-ras
mutace s vékem, stadiem, hloubkou in-
vaze ani gradingem nadoru. Data pod-
poruji hypotézu o ndhodné aktivaci
K-ras genu v lidském neoplastickém en-
dometriu a déle autofi naznacuji, ze by
prikaz mutovaného protoonkogenu
mohl byt negativnim prognostickym
faktorem [32]. Naproti tomu prace ko-
lektivu Esteller et al (n = 55) dokazuje,
Ze K-ras mutace je relativné béznou
udalosti v procesu endometridlni kar-
cinogeneze, ale bez jasného prognos-
tického vyznamu [33]. Ani Jones et al
(n = 32) neprokazali vliv pfitomnosti
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K-ras mutace na prognézu onemoc-
néni. Autofi srovnavali vyskyt mutace
p53 a K-ras a jejich vztah k celkovému
preziti pacientek s karcinomem endo-
metria, kdy mutace p53 silné korelo-
vala s kratkym prezitim, K-ras vsak ni-
koli [34]. Studie autor( Pijnenborga
et al (n = 44) se zabyvala otdzkou K-ras
mutace u recidivujiciho endometrial-
niho karcinomu, kdy nebyl pozorovan
vliv této mutace na vznik recidivy one-
mocnéni [35]. Nékolik praci se zabyvalo
také problematikou mutovaného K-ras
genu u Zen lé¢enych Tamoxifenem. Pra-
sad et al (n = 29) porovnavali pacientky
s karcinomem endometria vzniklym pfi
[é¢bé Tamoxifenem s pacientkami se
sporadickym endometridlnim karcino-
mem, kdy nebyl prokazan statisticky
rozdil mezi cetnosti vyskytu mutace
u obou vysetfovanych skupin [36]. Tsu-
jioka et al (n = 28) prokazali mutovany
K-ras gen u 46 % pacientek léCenych Ta-
moxifenem. Po zastaveni lé¢by u pa-
cientek mutace jiz prokazana nebyla.
Z prace vyplyva, ze ukonceni [é¢by Ta-
moxifenem by mohlo redukovat riziko
vzniku karcinomu endometria cestou
mutovaného genu K-ras [37].

V porovnani se sporadickymi formami
endometridlniho karcinomu je gene-
tické pozadi u hereditarnich forem na-
doru mnohem méné prozkoumané.
Jedna se predevsim o endometrialni kar-
cinomy vznikajici v souvislosti s Lyncho-
vym syndromem neboli HNPCC (here-
ditary nonpolyposis colorectal cancer).
Endometridlni karcinom je nej¢astéjsi
malignita, kterd se u pacientek s Lyn-
chovych syndromem vyskytuje [38].
Lynchdv syndrom je spojovan s mutaci
gen( patficich do rodiny mismatch re-
pair (MMR), napt. MLH1, MSH2, MSH6,
PMS1 nebo PMS2 [39]. Zda se, ze me-
chanizmus vzniku endometridlniho kar-
cinomu v rdmci HNPCC je dusledkem
poruchy odlisnych gend, nez je tomu
u kolorektalniho karcinomu. Inaktivace
komplexu gent MSH2/MSH6 hraje prav-
dépodobné zasadni roli v procesu karci-
nogeneze [40]. Dalsi genetickou alteraci,
ktera se uplatfiuje v nadorovém procesu,
je mutace PTEN genu, kterd se vyskytuje
asi v 90 % pfripadd endometrialniho kar-
cinomu u pacientek s Lynchovym syn-
dromem [41].

Zaver

Prognosticky vyznam molekularné ge-
netickych faktord u karcinomu endome-
tria se pfelomove lisi v zavislosti na typu
nadoru. Jasné je definovan u tumor-su-
presorového genu p53 a nador( dru-
hého typu, kde koreluje s horsi pro-
gnézou. U castéjsich endometroidnich
nadorl prvniho typu viak nejsou dosud
publikované vysledky zdaleka tak jasné.

Jako nejcastéjsi udalost na této urovni
je u nich popisovana mutace genu PTEN
a mikrosatelitaIni instabilita.

Nase vysledky u predstavitelek mistni
populace podporuji teorii 0 mozném
podilu K-ras mutace v procesu endome-
trialni karcinogeneze u nador0 prvniho
typu ve smyslu ¢asné udalosti.
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