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Polimorfizm Ser326Cys genu hOGG1 u chorych na raka piersi
w wieku pomenopavuzalnym z regionu todzkiego

Ser326Cys polymorphism of hOGG1 gene in postmenopausal breast cancer women from the Lodz region of Poland
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Streszczenie

Zmniejszenie zdolnosci naprawy DNA zwieksza ryzyko powstania réznych typéw nowotwordéw, w tym raka
piersi. Polimorfizm w genach naprawy DNA moze wptywac na niestabilnos¢ genetyczng i proces transformacji
nowotworowej. W pracy analizowano rozktad genotypéw i czestosci alleli polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI
u chorych na raka piersi w wieku pomenopauzalnym. Krew uzyskano od 100 kobiet chorych na raka piersi i od
grupy kontrolnej (n = 106). Polimorfizm zostat okreslony w wyniku reakcji PCR-RFLP. Nie stwierdzono zwiazku
pomiedzy polimorfizmem Ser326Cys genu hOGGI a rakiem piersi. Rozktad genotypéw polimorfizmu Ser326Cys
w grupie badanej i kontrolnej nie réznit sie znaczaco (p > 0,05) od rozktadu zgodnego z prawem Hardy’ego-We-
inberga. Nie byto znaczacych réznic (p > 0,05) w rozktadzie genotypéw i czestosci alleli pomiedzy grupami réz-
nego stopnia zaawansowania nowotworu. Wyniki sugeruja, ze polimorfizm Ser326Cys genu hOGGI moze nie
by¢ zwigzany z rozwojem raka piersi u kobiet z regionu t6dzkiego.

Stowa kluczowe: rak piersi, polimorfizm genowy
Summary

Reduced DNA repair capacity can render a high risk of developing many types of cancer including breast
cancer. Polymorphisms in DNA repair genes may contribute the genetic instability and carcinogenesis. In
the present work the distribution of genotypes and frequency of alleles of the Ser326Cys polymorphism of
the hOGGI gene in postmenopausal breast cancer women were analysed. Blood samples were obtained from
100 women with breast cancer and control (n = 106). The polymorphisms were determined by PCR-RFLP methods.
No association between Ser326Cys polymorphism of hOGGI and breast cancer risk was observed. The distribution
of the genotypes of the Ser326Cys polymorphism in both controls and patients did not differ significantly (p > 0.05)
from those predicted by the Hardy-Weinberg distribution. There were no significant differences (p > 0.05) in
genotype distributions and allele frequencies between subgroups assigned to histological stage. The results
suggest that the Ser326Cys polymorphism of the hOGGI gene may not be linked with appearance and
development of breast cancer in women from the Lodz region of Poland.
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Wstep

Rak piersi jest nowotworem ztosliwym najczesciej
wystepujacym u kobiet. Zagrozenie zachorowania ros-
nie wraz z wiekiem, szczegélnie po menopauzie. Bar-
dziej narazone sg kobiety, u ktérych wystepowat rak

piersi u krewnych pierwszego stopnia (matka, siostra),
szczegblnie gdy zachorowanie wystapito w okresie
przed przekwitaniem.

Wiadomo, ze wady w mechanizmie naprawy DNA
moga by¢ przyczyna procesu transformacji nowotworo-
wej takze w piersi. Powodzenie naprawy DNA zalezy od
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wielu czynnikéw, w tym typu i wieku komérki oraz sro-

dowiska pozakomérkowego. W komorce, w ktérej duza

ilos¢ DNA ulegta uszkodzeniu albo ktérej mechanizmy

naprawy DNA nie sg wystarczajgco efektywne, moga

zajsé:

 nieodwracalny stan wygasniecia aktywnosci komorki
— starzenie sie komorki,

* samobdjcza $mierc komorki, czyli apoptoza,

« niekontrolowane podziaty prowadzace do powstania
nowotworu.

Zdolnos¢ komoérki do naprawy wtasnego DNA jest
istotna dla integralnosci fizycznej catego genomu oraz in-
tegralnosci informacji genetycznej, ktérg niesie, a wiec i do
prawidtowego funkcjonowania catego organizmu [1-3].

Znanych jest pie¢ gtéwnych mechanizméw naprawy
DNA - naprawa bezposrednia, naprawa przez wycinanie
zasady (base excision repair — BER), naprawa przez wyci-
nanie nukleotydu (nucleotide excision repair — NER), na-
prawa niesparowanych zasad (mismatch repair — MMR)
i naprawa rekombinacyjna.

Naprawa bezposrednia koryguje wady pojedynczych
zasad uszkodzonych przez oksydacje, alkilacje, hydrolize
czy deaminacje. Oksydacyjne uszkodzenia DNA, ktére
zwiekszaja ryzyko raka piersi, moga byé generowane
przez reaktywne formy tlenu powstajace w wyniku me-
tabolizmu estrogendéw [4, 5]. Sugeruje sie, ze 8-hydroksy-
guanina, gtéwny produkt oksydacyjnych uszkodzeh DNA,
odgrywa wazna role w kancerogenezie i procesach muta-
genezy [6]. 8-Hydroksyguanina jest usuwana w wyniku
mechanizmu BER przez enzym glikozylaze DNA 8-okso-
guaniny (hOGG1), katalizujgc uwalnianie 8-hydroksy-2’-
deoksyguanozyny i przeciecie DNA w miejscu AP [6, 7].
W eksonie 7 genu hOGG1 zidentyfikowano polimorfizm
Ser326Cys [8, 9]. Wiadomo, ze allel Cys redukuje aktyw-
nos¢ naprawczg DNA [8] i moze by¢ zwigzany z ryzykiem
raka ptuc, prostaty, przetyku i Zotadka [9]. Badania epide-
miologiczne polimorfizmu genu hOGGI odnosnie do raka
piersi sg nieliczne i dotyczg niewielkich populacji [10, 11].

W prezentowanej pracy badano polimorfizm
Ser326Cys genu hOGGI u chorych na raka piersi w wie-
ku pomenopauzalnym.

Materiat i metody

Pacjenci

Krew do badan uzyskano od 100 kobiet chorych na
raka piersi w wieku pomenopauzalnym z przerzutami
(n=58) i bez przerzutéw (n = 42) do okolicznych we-
ztéw chtonnych. Pacjentki byty w wieku 54-82 lat ($red-
nia wieku 58 lat). Sredni rozmiar guza wynosit 20 mm
(17-32 mm). Wszystkie nowotwory sklasyfikowano wg
skali Scarffa-Blooma-Richardsona (14 nowotwordw
| stopnia, 64 — Il stopnia i 22 — Il stopnia). Jako kontrole
zastosowano krew uzyskang od kobiet (n = 106), u kto-
rych nie stwierdzono choroby nowotworowe;j.

Izolacja DNA

Genomowy DNA byt izolowany z 200 ul petnej krwi
z zastosowaniem zestawu QlAamp DNA Blood Mini Kits
(Qiagen GmbH, Hilden, Germany) zgodnie z zaleceniami
producenta.

PCR-RFLP

Polimorfizm Ser326Cys genu hOGGI zostat okreslo-
ny z zastosowaniem reakcji PCR-RFLP, przy uzyciu odpo-
wiednio dobranych starteréw (5’-GGAAGGTGCTTGGG-
GAAT-3" i 5’-ACTGTCACTAGTCTCACCAG-3’). Mieszanina
reakcyjna (25 pl) obejmowata 100 ng DNA, 12,5 pmol
kazdego startera, 0,2 mmol/l dNTP, 2 mmol/l MgCl,
i 1 U polimerazy Tag DNA. Produkt PCR poddawano elek-
troforezie w 7-procentowym zelu poliakrylamidowym
(PAGE) i barwiono bromkiem etydyny. Fragment dtugo-
5¢i 100 pz odpowiadat genotypowi Cys/Cys. W przypad-
ku genotypu Ser/Cys obserwowano dwa pasma dtugo-
$ci 1001200 pz, a Ser/Ser jedno pasmo dtugosci 200 pz.
Reakcja PCR zostata przeprowadzona w termocyklerze
Thermal Cycler, GeneAmp PCR System 2400 (Perkin-
Elmer, Norwalk, CT, U.S.A). Wstepna denaturacja w 95°C
trwata 5 min, wtasciwe 35 cykli obejmowato denatura-
cje w 95°C przez 30 s, hybrydyzacje ze starterami 56°C
przez 30 s, wydtuzanie w 72°C przez 30 s. Produkt PCR
trawiono 1 U enzymu Satl w 37°C.

Analiza statystyczna

Rejestrowana liczba kazdego z genotypéw byta po-
rownywana z liczbg oczekiwang na podstawie prawa
Hardy’ego-Weinberga z uzyciem testu y2. Istotno$¢ roz-
nic pomiedzy czestosciami alleli i genotypéw dla po-
szczegblnych grup oceniana byta testem y2; p < 0,05 by-
to okreslane jako wynik statystycznie znaczacy.

Wyniki

W tabeli | przedstawiono rozktad genotypow Ser i Cys
w grupie badanej i kontrolnej. Oba rozktady nie réznity
sie znaczaco od przewidywanego przez prawo (p > 0,05)
Hardy’ego-Weinberga. Poza tym nie byto r6znic w rozkta-
dzie czestosci alleli pomiedzy pacjentami (Ser — 0,49
i Cys —0,51) i kontrolg (Ser — 0,43 i Cys — 0,57).

Rozktad genotypéw Ser/Ser, Ser/Cys i Cys/Cys oraz
czestosci alleli Ser i Cys dla chorych z przerzutami i bez
przerzutéw do okolicznych weztéw chtonnych przedsta-
wiono w tabeli Il. Nie stwierdzono statystycznie istot-
nych r6znic w rozktadzie genotypéw pomiedzy badany-
mi grupami (p > 0,05).

Badano takze zaleznos¢ rozktadu genotypéw poli-
morfizmu Ser326Cys genu hOGGI od stopnia zaawanso-
wania nowotworu (tab. Ill). Nie stwierdzono statystycz-
nie istotnych réznic w badanych grupach (p > 0,05).
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Tab. I. Rozktad genotypdw Ser/Ser, Ser/Cys i Cys/Cys polimorfi-
zmu genu hOGG1 u chorych na raka piersi i w grupie kontrolnej

Rak piersi (n = 100) Grupa kontrolna (n = 106)

liczba czestosé liczba czestosé
Ser/Ser 32 0,32 20 0,19
Ser/Cys 34 0,34 52 0,49
Cys/Cys 34 0,34 34 0,32
12 1,7642 0,013
Ser 98 0,49° 92 0,43
Cys 102 0,51° 120 0,57

p > 0,05 w poréwnaniu z rozktadem Hardy’ego-Weinberga;
bp > 0,05 w poréwnaniu z grupq kontrolng

Tab. II. Rozktad genotypdw Ser/Ser, Ser/Cys i Cys/Cys polimor-
fizmu genu hOGGI u pacjentek z przerzutami i bez przerzutéw
do okolicznych weztéw chtonnych

Bez przerzutéw (n = 58)  Z przerzutami (n = 42)

liczba czestosé liczba czestosé
Ser/Ser 17 0,29 10 0,23
Ser/Cys 21 0,36 21 0,50
Cys/Cys 20 0,34 1 0,26
x2 0,3712 0,040
Ser 55 0,47° 410 0,49
Cys 61 0,53° 43P 0,51

“p > 0,05 w poréwnaniu z rozktadem Hardy’ego-Weinberga;
bp > 0,05 w porownaniu z kontrolg

Tab. Ill. Zaleznos¢ rozktadu genotypéw i czestosci alleli poli-
morfizmu genu hOGGI w zaleznosci od stopnia zaawansowa-
nia raka piersi?

Stopien? | (n=14) Il (n = 64) Il (n=22)

liczba czestos¢ liczba czgstos¢ liczba czestosc

Ser/Ser 4 0,29 23 0,36 5 023
Ser/Cys 7 0,50 16 0,25 1 050
Cys/Cys 3 0,21 25 0,39 6 027
x? 0,003 0,999 0,076

Ser 15 0,54¢ 62 0,48 21 048
Cys 13 0,46 66 0,52 23 0,52

n = 100; ® skala Scarfa-Blooma-Richardsona;  p > 0,05 w poréwnaniu
z rozktadem Hardy’ego-Weinberga
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Dyskusja

System naprawy przez wycinanie zasad (BER) jest
bardzo waznym mechanizmem dla naprawy oksydacyj-
nych uszkodzen DNA. Istnieje wiele genéw nalezacych
do BER. Jednym z nich jest gen hOGGI1 (8-oxoguanine
glycosylase), ktéry koduje glikozylaze 8-oksoguaniny,
biatko uczestniczace w szlaku naprawy DNA BER. Znaj-
duje sie w chromosomie 3 (3p26.2), zajmuje 16,68 kpz.
Gen OGGI ma kilka miejsc polimorficznych.

Polimorfizm C/G w pozycji 1245 w eksonie 7 genu
hOGGTI jest zwigzany z podstawieniem cysteiny do seryny
w kodonie 326 [8]. Polimorfizm ten jest powszechny w po-
pulacji ludzkiej, stwierdzono jego wystepowanie u 0séb
o rbznej przynaleznosci etnicznej. Czestos¢ allela
1245 G jest wyzsza w populacji chinskiej (64,1%) niz w ja-
ponskiej (40,5-43,3%), europejskiej (40%) czy kaukaskiej
(24-26,5%), co wskazuje na réznice etniczne [8, 12, 13].

Powyzszy polimorfizm genetyczny, zwany takze
Ser326Cys, jest czesto obserwowany w populacji japon-
skiej zarébwno u 0séb zdrowych, jak i chorych na raka
ptuc [8]. Ten sam polimorfizm jest obserwowany z po-
dobna czestoscig u pacjentéw kontynentu europejskie-
go chorych na nowotwory gtowy i szyi lub nerki [12].

W prezentowanej pracy przeprowadzonej na 100
chorych na raka piersi nie stwierdzono korelacji pomie-
dzy polimorfizmem Ser326Cys a wystepowaniem raka.
Oprocz tego nie stwierdzono réznic w czestosciach alle-
li pomiedzy grupa z przerzutami i bez przerzutéw do
okolicznych weztéw chtonnych, co sugeruje brak zwiaz-
ku pomiedzy polimorfizmem a rozwojem raka piersi.
Wyniki badan autoréw niniejszej pracy potwierdzaja
analizy przeprowadzone na populacjach w Korei i Japonii
[10] oraz wyniki uzyskane przez badaczy dunskich [11].

Mimo ze niektére badania nie wykazaty réznic w ak-
tywnosci obu wariantéw, podstawienie Ser326Cys moze
wptywac na fosforylacje biatka i w konsekwencji, na jego
dziatanie in vivo [14]. Poniewaz oba allele s3 obecne
w populacji ze znaczna czestoscia, 326Cys prawdopodob-
nie cechuje sie staba penetracja, jego aktywnosé w wa-
runkach braku stresu oksydacyjnego zdaje sie wystar-
czat dla usuwania specyficznych uszkodzefn DNA i wobec
tego nie jest eliminowany przez dobér naturalny.

Podsumowujac, badany polimorfizm Ser326Cys
genu hOGGI moze nie odgrywac istotnej roli w rozwoju
raka piersi u polskich kobiet z regionu todzkiego. Szerzej
zakrojone badania nad funkcjonowaniem genu oraz epi-
demiologiczne s3 konieczne do zrozumienia relacji po-
miedzy enzymami naprawy DNA a czynnikami srodowi-
skowymi, ktére przyczyniaja sie do procesu
transformacji nowotworowej.
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