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Рак ендометрія є найбільш
розповсюдженою злоякісною
пухлиною жіночого генітально-
го тракту. В індустріальних
країнах частота зустрічаль-
ності раку ендометрія коли-
вається від 10 до 25 захворі-
лих на 100 000 здорових жінок
[1]. Рак ендометрія розділяють
на два типи: естрогензалеж-
ний і естрогеннезалежний. Мо-
лекулярно-генетичні дослі-
дження свідчать, що при роз-
витку естрогензалежного раку
ендометрія найчастіше спос-
терігається мікросателітна не-
стабільність і мутації генів K-
ras, PTEN, b-катенін, тимча-
сом як у патогенезі естроген-
незалежного раку ендометрія
переважно беруть участь гени
р53, р16, Е-кадгерин [2]. Спад-
ковими факторами схильності
до розвитку естрогензалежно-
го раку ендометрія є: синдром
полікістозних яєчників, діабет,
ожиріння, гіпертонія і т. ін. [1].
Крім спорадичних форм, відо-
мі спадкові форми раку ендо-
метрія: синдром Lynch (або
спадковий неполіпозний рак
прямої кишки) і синдром Muir-
Torre [3]. У патогенез цих синд-
ромів залучені гени міс-мач
репарації ДНК (MSH2, MLH1,
PMS1, MSH6, MLH3).

Фрагільні (ламкі) сайти яв-
ляють собою ділянки ДНК із
тандемно-повторюваними ди-
або тринуклеотидними повто-
рами, які формують незви-
чайні структури ДНК; такі екс-
пансії нуклеотидних повторів
спостерігаються в регіонах екс-
пресованих генів і спричиню-
ють динамічні мутації, метилу-
вання [4; 5]. Фрагільні сайти

включаються в сестринські
хроматидні обміни, делеції і
транслокації; у цих ділянках
відбуваються ампліфікації
генів й інтеграції плазмід [6].
Саме у ламких ділянках най-
частіше відбувається розрив
хроматиди з наступною пере-
будовою хромосоми. Загальні
фрагільні сайти корелюють із
хромосомними перебудовами
в пухлинах. Специфічну лам-
кість хромосом у спектрі рід-
кісних сайтів часто виявляють
у хворих зі спадковими фор-
мами раку.

Із вищевикладеного випли-
ває, що в розвитку раку ендо-
метрія велику роль відіграють
генетичні фактори, тому уяв-
ляється важливим вивчення
геномної нестабільності в хво-
рих на рак ендометрія на рівні
соматичних клітин (лімфо-
цитів периферичної крові).
Одним із шляхів визначення
спадкової схильності до онко-
захворювань може бути пошук
цитогенетичних маркерів у ви-
гляді сайтів підвищеної лам-
кості хромосом у лімфоцитах
периферичної крові. Завдання
цього дослідження полягало у
вивченні і визначенні локалі-
зації фрагільних сайтів хромо-
сом у лімфоцитах периферич-
ної крові хворих на рак ендо-
метрія.

Матеріали та методи
дослідження

Матеріалом для досліджень
служили лімфоцити перифе-
ричної крові 30 хворих на рак
ендометрія. Хворих було об-
стежено до проведення тера-
пії в гінекологічному відділенні

Одеського обласного онколо-
гічного диспансеру.

Для культивування лімфо-
цитів периферичної крові вико-
ристовували напівмікрометод
[7] з модифікаціями, прийняти-
ми у нашій лабораторії. Взят-
тя крові проводилося стериль-
но на гепарині. В умовах сте-
рильного боксу здійснювалася
посадка клітин для подальшо-
го культивування. На кожного
хворого використовували 3–4
флакони. У кожен флакон до-
давали 5 мл середовища 199,
75–125 мкл фітогемаглютиніну
(ФГА), 0,5 мл цільної гепарині-
зованої крові. Рідкісні фра-
гільні сайти є фолатчутливи-
ми і можуть бути виявлені на
середовищі, збідненому фо-
латами. Середовище 199 не
містить фолатів і фолієвої
кислоти, що є важливим для
виявлення фрагільних сайтів
хромосом [8]. Лімфоцити куль-
тивували 72 год в термостаті
при 37 °С. На 69-й годині куль-
тивування додавали колхіцин
у концентрації 0,15 мкг/мл на
1,5 год (при 37 °С), після закін-
чення терміну інкубації культу-
ру лімфоцитів переносили в
центрифужні пробірки і цент-
рифугували 5 хв при 1500 об/хв
на центрифузі з горизонталь-
ним ротором. Обережно відби-
рали надосадову рідину, клі-
тинний осад добре струшува-
ли, домагаючись зникнення гру-
дочок. Потім до суспензії клі-
тин додавали гіпотонічний роз-
чин (0,555%-й розчин КСl).
Розчин хлористого калію по-
винний бути свіжовиготовле-
ним і попередньо нагрітим у
термостаті до 37 °С. Інкубація
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клітин у гіпотонічному розчині
проводилася в термостаті при
37 °С 15–20 хв. Після закін-
чення інкубації проби центри-
фугували 5 хв при 1500 об/хв,
відбирали надосадову рідину,
добре струшували осад і вли-
вали 6–7 мл фіксатора. Фіксу-
вали оцтовим алкоголем (3:1),
фіксатор готувався ex tempore
і повинний був бути попередньо
охолодженим до -20 °С. Фікса-
цію проводили 3–4 рази до от-
римання прозорої надосадової
рідини. Тривалість фіксації
була такою: 1-ша фіксація —
20 хв; 2-га фіксація — 90 хв;
3-тя–4-та фіксації — 20 хв.
Інкубація проводилася в моро-
зильній камері при -20 °С.
Після кожного етапу фіксації
проби центрифугували і потім
обережно відбирали піпеткою
надосадову рідину, клітинний
осад струшували. Після остан-
ньої фіксації суспензію клітин
наносили на предметні стек-
ла. Для цього вміщували чисті
предметні стекла в ди-
стильовану воду і охолоджу-
вали в морозильній камері до
утворення на поверхні води
тонкого шару льоду. Суспен-
зію клітин наносили пастерів-
ською піпеткою на охолоджені
мокрі предметні стекла з висо-
ти 15–20 см. Препарати вису-
шувалися на повітрі.

Забарвлення препаратів
проводилося за методикою G-
забарвлення. Використовува-
ли буфер Соренсена (рН 6,8),
для цього готували два розчи-
ни: розчин А — 1/15 М розчин
двозаміщеного фосфату на-
трію; розчин В — 1/15 М роз-
чин однозаміщеного фосфату
калію. Перед уживанням роз-
чини А і В змішували у спів-
відношенні 1:1. Для забарв-
лення препаратів змішували
5 мл розчину А, 5 мл розчину
В і 15 крапель барвника Рома-
новського, тривалість забарв-
лення — 5 хв, після забарв-
лення препарати промивали в
трьох змінах дистильованої
води і висушували на повітрі.

Хромосомний аналіз прово-
дили на системі каріотипуван-

ня MetaSystems (Німеччина) з
використанням програми “Ika-
ros”. Було проаналізовано не
менше 20 метафазних пласти-
нок для кожної пацієнтки.

Результати дослідження
та їх обговорення

У хворих на рак ендометрія
спостерігалася фрагільність у
22 сайтах хромосом (рис. 1).
Найбільшою частота зустрі-
чальності фрагільних сайтів
хромосом була в ділянках:
5q2.3-3.1 (5,33 %); 2q2.4-3.1
(9,33 %); 1q2.5-4.1 (4,2 %);
4q2.8-3.1 (4,0 %). Ламкість
хромосом у ділянках 2p1.5-2.2
(2 %); Xq2.3-2.5 (1,8 %); 1p3.3-
3.4 (1,33 %); 3q2.6 (2,2 %);
4q1.5 (2,4 %); 10q2.5 (1,25 %)
була частою знахідкою. Також
була виявлена ламкість у
ділянках 1q1.1; 1p1.2; 5p1.4;
5q1.6; 6q2.6; 9q1.1; 10q1.1;
12q1.1; 13q3.2; 13q2.2; 18q1.1;
20q1.1 (рис. 1). Фрагільні сай-
ти хромосом являють собою
специфічні локуси, що є особ-
ливо чутливими, формуючи
пропуски, розриви і перебудо-
ви хромосом. Цитогенетично
фрагільний сайт виявляється
як пропуск або неоднорідність
у структурі хромосоми (рис. 2).
Фрагільні сайти розділяють на

дві групи: рідкісні і загальні,
залежно від їхньої індукції і ча-
стоти зустрічальності в попу-
ляції. Загальні фрагільні сайти
виявляються у всіх індивіду-
умів під впливом хімічних му-
тагенів. Ці сайти схиляють
хромосоми до розривів і пере-
будов при розвитку раку [9].
Рідкісні фрагільні сайти вияв-
ляються менш ніж у 5 % інди-
відуумів і мають сімейну сегре-
гацію. Більшість рідкісних
фрагільних сайтів індукуються
дефіцитом фолатів [6]. Дове-
дено, що дефіцит фолатів
сприяє розвитку як спорадич-
ної, так і спадкової форм раку
прямої кишки. Фолати є ко-
факторами для синтезу пу-
ринів і піримідинів, дефіцит
фолатів призводить до індук-
ції гіпометилування геномної
ДНК [10; 11]. Таким чином, де-
фіцит фолатів індукує розри-
ви ДНК, погіршує репарацію
ДНК і призводить до різних
мутацій. Фрагільність експре-
сується завдяки збільшенню
кількості ди- і тринуклеотид-
них повторів і їхньому метилу-
ванню, у метафазних хромо-
сомах формуються складні
структури із нуклеотидних по-
вторів, які зупиняють синтез
ДНК. Рідкісні фолатчутливі
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Рис. 1. Локалізація і частота зустрічальності фрагільних сайтів хро-
мосом при дослідженні лімфоцитів периферичної крові жінок, хворих
на рак ендометрія
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фрагільні сайти асоційовані з
транскрипційно-мовчазними
генами, деякі загальні фра-
гільні сайти можуть також за-
чіпати експресований ген че-
рез виникнення регіону хромо-
сомної нестабільності [12]. У
таблиці наведено усі фрагільні
сайти, що зустрілися в наших
хворих; більшість фрагільних
сайтів збігається із вже відо-
мими сайтами фрагільності,
практично усі виявлені фра-
гільні сайти є загальними,
тільки один сайт (18q1.1) рід-
кісний. Три фрагільних сайти
(1p1.2, 12q1.1 і 18q1.1) не збі-
гаються з жодним із відомих
фрагільних сайтів. Незважаю-
чи на те, що фрагільні сайти в
пацієнток з раком ендометрія
виявлялися на середовищі,
збідненому фолатами, в ос-
новному проявилися загальні
фрагільні сайти. Це може бути
пов’язане з тим, що на пізніх
стадіях розвитку раку пухли-
ною продукуються речовини,
що індукують загальні фра-
гільні сайти. Як відомо, за-
гальні фрагільні сайти індуку-
ються інгібіторами нуклеотид-
ного обміну [12; 13].

Багато які з ламких сайтів,
виявлених нами, збігаються
або локалізовані поблизу он-
когенів і протоонкогенів, що

беруть участь у виникненні,
прогресії раку ендометрія або
є такими, що схиляють до
його появи. Мутації в генах ре-
парації PMS1, MSH6/GTBP,
MSH2, COCA, LCFS2, NF1
виявляються при спадкових
формах раку ендометрія (синд-
роми Tuir-Morre, Lynch, нейро-
фіброматоз 1). Саме в регіо-
нах розташування цих генів і
були виявлені фрагільні сайти
хромосом у хворих на рак ен-
дометрія (таблиця). У розвит-
ку естрогензалежної форми
раку ендометрія беруть участь
гени PTEN, CYP1B1, CYP17,
ER1, ER2 COX-1, СОХ2 та ін.
Розташування фрагільних сай-
тів у хворих на рак ендометрія
також збігалося з хромосом-
ним розташуванням цих генів.
У патогенезі естрогензалежно-
го раку ендометрія велику
роль відіграють фактори ризи-
ку: ожиріння, синдром полікіс-
тозних яєчників, діабет, гіпер-
тонія [14]. Як виявилося, хро-
мосомна локалізація деяких із
відомих генів, відповідальних
за ці захворювання, збігається
з локалізацією фрагільних
сайтів у обстежених нами хво-
рих на рак ендометрія. Так,
відомі гени, відповідальні
за спадкові форми ожиріння
(HCHOLA3, CLF, FHCA), синд-

рому полікістозних яєчників
(HSD3B2, FSHR, GCCR, FST),
діабету (SLC2A1(GLUT1),
SORBS1, GYS2, IRS2, HNF4A),
гіпертонії (AGTR1, HYT4, CYP8).
Хромосомна локалізація цих
генів також збігалася з виявле-
ними фрагільними сайтами.
Таким чином, можна припусти-
ти, що спадкова обтяженість
щодо екстрагенітальних за-
хворювань може відігравати
важливу роль у розвитку ест-
рогензалежного раку ендомет-
рія. Отже, врахування спадко-
вих факторів схильності може
мати велике значення в профі-
лактиці і лікуванні на ранніх
етапах розвитку раку ендо-
метрія. Аналізуючи отримані
результати, можна припусти-
ти, що частина обстежених
хворих може мати гермінальні
мутації в генах репарації (MSH6/
GTBP, MSH2, RAD1, PMS1).
На пізніх етапах розвитку пух-
лини можуть виявлятися со-
матичні мутації в генах, що
контролюють клітинний цикл
(hCDC4), у гені рецептора 2
фактора росту фібробластів,
у генах інтерлейкінів, які бе-
руть участь у патогенезі пух-
лини (IL10, IL8).

Природу загальних фра-
гільних сайтів до кінця не ви-
вчено, деякі дослідники схиль-
ні вважати загальні фрагільні
сайти частиною нормальної
ДНК, інші ж звертають увагу на
велику кількість динуклеотид-
них повторів (здебільшого АТ-
динуклеотидів) у районах за-
гальних фрагільних сайтів, що
призводять до порушення ре-
плікації [12; 15]. Деякі фолат-
чутливі фрагільні сайти були
клоновані і містили велику
кількість тандемних CGG мік-
росателітних повторів. Ці по-
втори здатні набувати незви-
чайної, не В-ДНК-структури,
такої, як шпилька, спіраль, що
зісковзнула (S-ДНК), або фор-
му квадриплексної ДНК. Такі
вторинні структури ДНК мо-
жуть порушувати елонгацію
реплікації [6]. При спадковому
неполіпозному раку товстої
кишки (HNPCC) спостерігаєть-

Рис. 2. Каріотип лімфоцитів периферичної крові хворої на рак ендо-
метрія 47,ХХ, +mar; 11p-; FRA1q3.2; ламку ділянку хромосоми позна-
чено стрілкою
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ся підвищена нестабільність
тринуклеотидних повторів у
тканині пухлини, що пов’язу-
ють із залученням у патогенез

цього спадкового захворюван-
ня генів, відповідальних за
міс-мач репарацію ДНК [5].
Рак ендометрія входить до

складу спадкового синдрому
Lynch або спадкового неполі-
позного раку товстої кишки
(HNPCC) [3]. Наводяться по-

Примітка. У таблиці використано інформацію електронних баз даних OMIM (Online Mendelian
Inheritance on Men).

Фрагільний
сайт

1q2.5-4.1

1p3.3-3.4

1p1.2
1q1.1
2q2.4-3.1

2p1.5-2.2

3q2.6-27
4q1.5
4q2.8-3.1

5q2.3-3.2
5q1.6

5p1.4
6q2.6
9q1.1
10q1.1

10q2.5-2.6

12q1.1

13q2.1-2.2

13q3.2

18q1.1
20p1.1

Xq2.3-2.4

Таблиця
Фрагільні сайти, що зустрічаються в хворих на рак ендометрія,

а також відомі фрагільні сайти і гени з цих регіонів

Відомі гени-кандидати, які беруть участь
у розвитку раку ендометрія

СОХ2 (ген циклооксигенази-2)
IL10 (ген інтерлейкіну-10)
SLC2A1(GLUT1) (переносник глюкози 1)
TNFRSF1B ( ген рецептора фактора некрозу пухлин)
HCHOLA3 (ген гіперхолестеролемії)
HSD3B2 (ген 3β-гідроксистероїд дегідрогенази)

PMS1 (ген міс-мач репарації)
COX-1 (ген циклооксигенази-1)
GPD2 (ген гліцеролфосфатдегідрогенази)
MSH6/GTBP (ген міс-мач репарації)
CYP1B1 (ген цитохромоксидази 450)
COCA (ген, відповідальний за синдром Лінча)
NF1 (нейрофіброматоз, тип 1)
MSH2 (синдром Tuir-Morre)
FSHR (ген рецептора фолікулостимулювального
гормону)
AGTR1 (ген рецептора ангіотензину)
IL8 (ген інтерлейкіну-8)
hCDC4 (ген циклінозалежної кінази-2)

GCCR (ген глюкокортикоїдного рецептора)
RAD1 (білок контролю клітинного циклу, ДНК-
репаруюча екзонуклеаза)
FST (ген фолістатину, синдром полікістозних яєчників)
ER1 (ген естрогенового рецептора-1)

FHCA (ген гіперхоланемії)

PTEN (гомолог фосфатази і тензину)
CYP17 (ген цитохрому Р450)
SORBS1 (ген гомолога сорбіну людини)
FGFR2 (ген рецептора 2 фактора росту фібробластів)
GYS2 (ген глікогенсинтетази)
HYT4 (ген гіпертонії)
CLF (ген холестеролзнижувального фактора)

ІRS2 (ген субстрату інсулінового рецептора)

LCFS2 ( синдром Lynch 2)
HNF4A (ген нуклеарного фактора гепатоцитів,
інсуліннезалежний діабет)
CYP8 (ген простагландин-12-синтетази, гіпертонія)

Передбачуваний тип
фрагільного сайта

FRA1G(1q25.1), амфідиколіновий, загальний
FRA1K(1q31), амфідиколіновий, загальний
FRA1B(1p32), амфідиколіновий, загальний

FRA1J(1q12), 5-азацитидиновий, загальний
FRA2G(2q31), амфідиколіновий, загальний

FRA2D(2p16.2), амфідиколіновий, загальний

FRA3C(3q27), амфідиколіновий, загальний
FRA4A(4p16.1), амфідиколіновий, загальний
FRA4D(4q31.1), амфідиколіновий, загальний
FRA4E(4q27), некласифікований, загальний
FRA5C, амфідиколіновий, загальний
FRA5D, амфідиколіновий, загальний

FRA5E, амфідиколіновий, загальний
FRA6E(6q26), амфідиколіновий, загальний
FRA9F(9q12), 5-азацитидиновий, загальний
FRA10G(10q11.2), амфідиколіновий,
загальний
FRA10E(10q25.2), амфідиколіновий,
загальний
FRA10F(10q26.1), амфідиколіновий,
загальний

FRA13B(13q21), BrdU-тип, загальний
FRA13C(13q21.1), амфідиколіновий,
загальний
FRA13D(13q32), амфідиколіновий, загальний

FRA20A(20p11), фолатчутливий, рідкісний

FRAХС(Хq22.1), амфідиколіновий, загальний
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відомлення про наявність фра-
гільних ділянок хромосом у
лімфоцитах крові хворих на
колоректальний рак [8].

Виявлено 22 сайти ламкості
хромосом у хворих на рак ен-
дометрія, більшість з них збі-
гається з уже відомими сайта-
ми [19]. Три сайти є невідоми-
ми: 1p1.2; 12q1.1; 18q1.1. Пере-
важна більшість відомих вияв-
лених сайтів є загальними,
тільки один сайт (20р1.1) на-
лежить до спектра рідкісних
фолатчутливих. Сайти фра-
гільності в хворих на рак ендо-
метрія збігаються за хромосом-
ною локалізацією з відомими
генами, що беруть участь у
патогенезі різних форм раку
ендометрія, а також з генами,
що сприяють розвитку цього
захворювання. Можливо, що
виявлені фрагільні сайти хро-
мосом можуть бути цитогене-
тичними маркерами мутацій
генів при раку ендометрія. Як
відомо, фрагільні ділянки хро-
мосом містять тандемно-по-
вторювані ди- і тринуклеотидні
повтори, при раку прямої киш-
ки вони виявляються як ди-
намічні мутації [4]. Рак ендо-
метрія в обстежених нами па-
цієнток був на пізніх етапах
розвитку, і ця обставина мог-
ла вплинути на спектр вияв-
лення ламких сайтів — за-
гальний (через наявність у
крові пацієнток речовин-інгі-
біторів нуклеотидного обміну,
продукованих пухлиною), а та-
кож сприяти соматичним мута-
ціям, що з’являються на пізніх
етапах розвитку пухлини (гени
інтерлейкінів, hCDC4, PTEN та
ін.). Щоб перевірити цю гіпоте-
зу, необхідні подальші до-
слідження пацієнток з різними
формами гіперплазії ендомет-
рія з урахуванням спадкової
онкообтяженості та супровід-

них захворювань (діабет, гі-
пертонія, синдром полікістоз-
них яєчників, ожиріння і т. ін.).

Таким чином, специфічні
ламкі сайти хромосом можна
вважати додатковим марке-
ром ризику розвитку онкоза-
хворювань. Вивчення гіперму-
табельних районів нуклеотид-
них повторів (фрагільних сай-
тів) надалі приведе до розумі-
ння індукованих ними пору-
шень.

Висновки

1. У хворих на рак ендомет-
рія виявлено 22 сайти лам-
кості хромосом; більшість з
них збігається з уже відомими
фрагільними сайтами; три сай-
ти є невідомими: 1p1.2; 12q1.1;
18q1.1.

2. Фрагільні сайти у хворих
на рак ендометрія збігаються
за хромосомною локалізацією
з відомими генами, що беруть
участь у патогенезі різних
форм раку ендометрія, а також
генів, що сприяють розвитку
цього захворювання.
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