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Iwigzek pomiedzy polimorfizmami pojedynczych nukleotydow genu naprawy
btednie sparowanych zasad azotowych hMSH2 a rakiem piersi u polskich kobiet
w wieku pomenopauzalnym
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Streszczenie

Wstep: Mutacje w genie hMSH2 sprzyjaja procesowi rozwoju nowotworéw, w tym raka piersi. Gen hMSH2
koduje biatko, ktdre uczestniczy w naprawie kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) btednie sparowanych zasad
(mismatch repair — MMR), ktore powstaja podczas replikacji DNA.

Materiaty i metody: Analiza polimorfizméw Gly322Asp i Asn127Ser genu hMSH2 zostata przeprowadzona
w grupie 205 chorych na raka piersi i 180 0os6b w grupie kontrolnej z zastosowaniem techniki reakcji taficu-
chowej polimerazy wykorzystujgcej enzymy restrykcyjne (polimerase chain reaction based restriction fragment
length polymorphism — PCR-RFLP).

Wyniki: Rozktad genotypéw polimorfizmu Gly322Asp hMSH2 u pacjentek rdznit sie znaczaco (p < 0,05)
od rozktadu przewidywanego przez prawo Hardy’ego-Weinberga. Stwierdzono statystycznie znaczace rdznice
w czestosci alleli pomiedzy chorymi na raka piersi a grupg kontrolna (p < 0,05). Genotyp Asp/Asp genu hMSH2
okoto dwukrotnie zwiekszat ryzyko raka piersi — iloraz szans (odds ratio — OR) 2,60; 95-procentowy przedziat
ufnosci (95 percent confidence interval — 95% Cl) 1,03-6,53 (p = 0,043).

Whnioski: Wyniki sugeruja, ze polimorfizm Gly322Asp genu hMSH2 moze by¢ zwigzany z rozwojem raka
piersi u polskich kobiet.

Stowa kluczowe: hMSH2, naprawa btednie sparowanych zasad, rak piersi, polimorfizm genetyczny.

Summary

Background: Mutations in the hMSH2 gene predispose to a number of tumorigenic conditions, including
breast cancer. hWMSH2 encodes a protein in the mismatch repair (MMR) pathway which is involved in the remo-
val of mispairs originating during replication or from damaged DNA.

Material and methods: The genotype analysis of Gly322Asp and Asn127Ser hMSH2 gene polymorphisms
for 205 breast cancer patients and 180 controls of cancer-free subjects in the Polish population was performed
using the PCR-based restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP).
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Results: The distribution of genotypes of the Gly322Asp polymorphism of hMSH2 in patients differed signi-
ficantly (p < 0.05) from those predicted by the Hardy-Weinberg equilibrium. There were significant differences
in the frequencies of alleles between breast cancer subjects and controls (p < 0.05). The Asp/Asp genotype of
hMSH2 increased the risk of breast cancer occurrence (OR 2.60, 95% Cl 1.03-6.53, p = 0.043).

Conclusion: The results support the hypothesis that the Gly322Asp polymorphism of the hMSH2 gene may
be associated with the incidence of sporadic breast cancer in Polish women.

Key words: hMSH2, mismatch repair, breast cancer, gene polymorphism.

Wstep

Rak piersi jest najczestszym nowotworem ztosliwym
u kobiet. Nowotw6r ten jest wynikiem wspoétdziatania
réznorodnych czynnikéw — zaréwno genetycznych, jak
i Srodowiskowych [1-3].

Zmiany mutacyjne w obrebie genomu (translokacje,
delecje i duplikacje) sg czeste w komdrkach rakowych
— szczegblnie dotyczy to raka piersi [4]. Ich nagroma-
dzenie jest wynikiem btedow w jednym z pieciu me-
chanizméw naprawy kwasu deoksyrybonukleinowego
(DNA). Nalezg do nich: szlak naprawy przez bezposred-
nig rewersje uszkodzenia, wycinanie zasad azotowych,
wycinanie nukleotydéw, naprawa btednie sparowanych
zasad azotowych (mismatch repair — MMR), naprawa
przez rekombinacje.

System naprawy btednie sparowanych zasad azo-
towych usuwa gtéwnie btedy powstate w trakcie re-
plikacji DNA i niewtadciwe pary zasad tworzace sie
w wyniku rekombinacji DNA oraz spontanicznej lub
indukowanej deaminacji, utleniania badz metylacji za-
sad azotowych [5].

System ten naprawia wiec niektére btedne sparowa-
nia zasad azotowych zmodyfikowanych przez czynniki
chemiczne, np. O>-metyloguaniny, adduktéw epoksydo-
wej pochodnej benzo[a]pirenu i 8-oksoguaniny. System
naprawy btednie sparowanych zasad azotowych odgry-
wa wazng role w utrzymywaniu stabilnosci genomu,
stad jego defekty prowadza do powaznych schorzen, np.
dziedzicznego niepolipowatego raka jelita grubego i in-
nych nowotworéw, w tym raka piersi [6, 7].

Gtéwna Sciezka dziatania MMR rozpoczyna sie od roz-
poznania miejsca btednego sparowania przez heterodimer
obejmujacy biatka MSH2 i MSH6 (kompleks MutSa) [8].

Druga sciezka systemu MMR jest inicjacja napra-
wy przez kompleks MutSpP, obejmujacy biatka MSH2
i MSH3, odpowiedzialny za rozpoznawanie mutacji typu
insercja/delecja [8].

System naprawy btednie sparowanych zasad azo-
towych jest wysoce konserwatywnym mechanizmem
naprawy DNA, ktéry hamuje rekombinacje homologicz-
na [9]. Btedy w systemie MMR prowadza do wysokiego
stopnia niestabilnosci mikrosatelitarnej. Wraz z utrata
heterozygotycznosci jest on wykrywany w 83% rakéw
piersi [10, 11], co wskazuje na istotna role MMR w roz-
woju tego nowotworu.

Gtéwne biatko MSH2 uczestniczace w rozpoznawa-
niu btednie sparowanych zasad kodowane jest przez
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gen hMSH2 [12]. Jest to gen polimorficzny [13] i wobec
istotnego znaczenia MSH2 w rozwoju nowotworow
wazne wydaje sie poznanie roli polimorfizméw w roz-
woju raka piersi.

Ze wzgledu na postep w badaniach genetycznych,
jaki dokonat sie na przestrzeni ostatnich kilku lat,
w prezentowanej pracy badano dwa polimorfizmy poje-
dynczych nukleotydéw (single nucleotide polymorphism
— SNP) w obrebie genu hMSH2 — Gly322Asp i Asn127Ser
u polskich kobiet chorych na raka piersi przy zastoso-
waniu techniki reakcji tancuchowej polimerazy wy-
korzystujacej enzymy restrykcyjne (polimerase chain
reaction based restriction fragment length polymor-
phism — PCR-RFLP).

Materialy i metody
Pacjentki

Krew zostata uzyskana od 205 kobiet w wieku po-
menopauzalnym chorych na raka piersi bez przerzutéw
(n = 155) i z przerzutami do okolicznych weztéw chton-
nych (n = 50) leczonych w Klinice Chirurgii Onkologicz-
nej i Choréb Piersi Instytutu Centrum Zdrowia Matki
Polki w todzi. Pacjentki byty w wieku 48-82 lat (Sred-
nia wieku 58 lat). Sredni rozmiar guza wynosit 20 mm
(17-32 mm). Wszystkie nowotwory byty klasyfikowane
wg skali Scarf-Bloom-Richardson. Nowotwordw | stopnia
stwierdzono 48 (23%), Il stopnia — 122 (60%), a Il stop-
nia — 35 (17%). Jako grupe kontrolng zastosowano krew
0s6b, u ktérych nie stwierdzono choroby nowotworowej
(n = 180). Kwas deoksyrybonukleinowy do badan izolo-
wany byt z zastosowaniem zestawu QIAmp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen) zgodnie z zaleceniami producenta.

Analiza polimorfizméw genu hMSH2

Analiza polimorfizmu hMSH2 Asn127Ser zostata
przeprowadzona metodg PCR-RFLP [14]. Polimorfizm
Gly322Asp zostat okreSlony z zastosowaniem starte-
row 5-GTTTTCACTAATGAGCTTGC-3" i 5-AGTGGTATA-
ATCATGTGGGT-3’. Reakcja tancuchowej polimerazy
zostata przeprowadzona w termocyklerze GeneAmp®
PCR system 9700 (Applied Biosystems). Mieszanina re-
akcyjna obejmowata 100 ng DNA, 12,5 pmol starterdw,
0,2 mmol/l dNTPs, 2 mmol/l MgCl, i 1 U polimerazy Taq
DNA. Warunki PCR byty nastepujace 95°C przez 60 s,
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63°C przez 30 s i 72°C przez 40 s, przez 30 cykli. Produkt
o dtugosci 252 pz byt trawiony 5 U enzymu restrykcyjne-
go Hinfl w temperaturze 37°C. Allel dziki Gly charakte-
ryzowato pasmo dtugosci 252 pz, allel zmutowany Asp
reprezentowaty dwa pasma: 70 i 182 pz.

Analiza statystyczna

Analiza statystyczna rozktadu genotypdéw oraz alleli
w grupie badanej i kontrolnej przeprowadzona zostata
po wczesniejszym potwierdzeniu, ze otrzymane uktady
pozostaja w stanie réwnowagi wg reguty Hardy’ego-
-Weinberga. Analizowano rozktady genotypéw i alleli
oraz oceniono ich zgodnosé z rozktadem Hardy’ego-
-Weinberga przy uzyciu testu x2. R6znice pomigdzy roz-
ktadami w poszczegélnych grupach oceniano, takze sto-
sujac test x% Wynik uznawano za istotny statystycznie
przy poziomie istotnosci p < 0,05.

Ocene genotypéw i alleli pod wzgledem ich zwiaz-
ku z dang cecha, np. ryzykiem wystgpienia raka, prze-
prowadzano przez zastosowanie analizy ilorazu szans
(odds ratio — OR) oraz 95-procentowego przedziatu uf-
nosci (95 percent confindence interval — 95% Cl), ktére
obliczano wg modelu regresji logistycznej. Korzystano
z pakietu Statistica v. 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).

Wyniki

W tabeli | przedstawiono rozktad genotypéw i cze-
stosci alleli Gay i Asp polimorfizmu Gly322Asp genu
hMSH2 w grupie chorych na raka piersi i w grupie kon-
trolnej. Stwierdzono statystycznie znaczace réznice po-
miedzy badanymi grupami (p < 0,05). Czestos¢ alleli Gly
i Asp w grupie chorych wynosita 0,65/0,35, natomiast
w grupie kontrolnej 0,73/0,27. U pacjentek czestosci ge-
notypow Gly/Gly, Gly/Asp i Asp/Asp r6znity sie znacza-
o (p < 0,05) od rozktadu przewidywanego przez prawo
Hardy’ego-Weinberga. Homozygota Asp/Asp zwiek-
szata okoto dwukrotnie ryzyko wystgpienia raka piersi
[OR 2,60 (95% Cl 1,03-6,53); p = 0,043].

Nie stwierdzono statystycznie istotnych r6znic w roz-
ktadzie genotypdw i czestosci alleli Asn i Ser polimorfi-
zmu Asnl127Ser genu hMSH2 pomiedzy grupa badana
a kontrolng (tab. I1). Kobiety chore na raka piersi wykazy-
waty nastepujaca czestos¢ genotypdw: Asn/Asn — 64%,
Asn/Ser—29% i Ser/Ser — 7%, podczas gdy grupa kontrol-
na Asn/Asn —72%, Asn/Ser — 22% i Ser/Ser — 6%.

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic
w rozktadzie genotypdéw i czestosci alleli obu badanych
polimorfizméw genu hMSH2 w grupach o réznym stop-
niu zaawansowania raka piersi wg skali Scarf-Bloom-
-Richardson (tab. Il i V).

Tab. I. Czestosc alleli i genotypdw polimorfizmu Gly322Asp genu hMSH2 u pacjentek z rakiem piersi (n = 205) i w grupie kon-

trolnej (n = 180)

Grupa pacjentek chorych na raka piersi

Grupa kontrolna

OR (95% Cl) p
liczebnos¢ % liczebnosé %

Gly/Gly 105 51 102 57 0,81 (0,46-1,51) 0,532
Gly/Asp 55 27 60 33 0,71 (0,35-1,36) 0,293
Asp/Asp 45 22 18 10 2,60 (1,03-6,53) 0,043
12 25,15* 1,31%*

Gly 265 65 264 73 0,67 (0,44-1,06) 0,102
Asp 145 35 96 27 1,49 (0,92-2,40) 0,105

*p < 0,05 w porownaniu z rozktadem Hardy’ego-Weinberga; **p > 0,05 w poréwnaniu z rozktadem Hardy’ego-Weinberga; 95% Cl — 95-procentowy przedziat

ufnosci (95 percent confidence interval); OR — iloraz szans (odds ratio).

Tab. 1. Rozktad czestosci alleli i genotypow polimorfizmu Asn127Ser genu hMSH2 w grupie chorych na raka piersi (n = 205)

i w grupie kontrolnej (n = 180)

Grupa pacjentek chorych na raka piersi

Grupa kontrolna

OR (95% Cl)c p
liczebnos¢ % liczebnos¢ %

Asn/Asn 132 64 129 72 0,74 (0,37-1,34) 0,373
Asn/Ser 60 29 39 22 1,50 (0,64-3,10) 0,251
Ser/Ser 13 7 12 6 0,76 (0,21-2,73) 0,742
2z 0,74* 5,03*

Ser 324 79 297 83 0,75 (0,49-1,38) 0,571
Asn 86 21 63 17 1,19 (0,78-2,06) 0,573

*p > 0,05 w poréwnaniu z rozktadem Hardy’ego-Weinberga; 95% Cl — 95-procentowy przedziat ufnosci (95 percent confidence interval); OR — iloraz szans

(odds ratio).
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Tab. lll. Rozktad genotypéw i czestosci alleli polimorfizmu Gay 322Asp genu hMSH2 w zaleznosci od stopnia zaawansowania

raka piersi (n = 405) wedtug skali Scarf-Bloom-Richardson

Stopien | (n = 48)

Stopien Il (n = 122)

Stopien IlI (n = 35)

liczba (%) liczba (%) liczba (%)
Gly/Gly 21 44 66 54 18 51
Gly/Asp 12 25 32 26 9 26
Asp/Asp 15 31 24 20 8 23
Gly 54 56 164 67 45 64
Asp 42 44 80 33 25 36
b 6,851* 3,693* 4,150*

stopien I/stopien Il stopien I/stopien Il

%’ 1,230 0,413
p 0,542 0,812

*p > 0,05 w porownaniu z rozktadem Hardy’ego-Weinberga.

Tab. IV. Rozktad genotypéw i czestosci alleli polimorfizmu Asn127Ser genu hMSH2 w zaleznosci od stopnia zaawansowania raka

piersi (n = 405) wedtug skali Scarf-Bloom-Richardson

Stopien | (n = 48)

Stopieni Il (n = 122)

Stopien I (n = 35)

liczba (%) liczba (%) liczba (%)
Asn/Asn 30 63 84 69 18 52
Asn/Ser 15 31 33 27 12 34
Ser/Ser 3 6 5 4 5 14
Asn 75 78 201 82 48 69
Ser 21 22 43 18 22 31
%2 0,031* 0,200* 0,732*

stopien |/stopien Il stopien |/stopien IlI

¥ 0,291 2,080
p 0,876 0,352

*p > 0,05 w poréwnaniu z rozktadem Hardy’ego-Weinberga.

Dyskusja

Wiele czynnikéw Srodowiskowych, jak promienio-
wanie radiacyjne, dieta, endogenne i egzogenne es-
trogeny, moga by¢ zwigzane z ryzykiem rozwoju raka
piersi. Ostatnie badania sugeruja, ze polimorficzne wa-
rianty genéw naprawy DNA moga wptywaé na zdolno-
Sci do rozwoju nowotworéw [15].

System naprawy btednie sparowanych zasad azoto-
wych stoi na strazy integralnosci genomu [16]. Kluczo-
wymi biatkami tego systemu sg: MLH1, MSH2, MSH6
i PMS2. Kompleks: MutSa rozpoznaje btedne sparowa-
nie zasada-zasada i petle powstata w wyniku mutacji
typu insercja/delecja, kompleks MutSp rozpoznaje tylko
drugi typ uszkodzenia [17, 18].

Utrata prawidtowej funkcji MMR powoduje nie-
stabilnos¢ mikrosatelitarng (microsatellite instabili-
ty — MSI) — typ niestabilnosci genomowej polegajacej
na zmianach w dtugosci sekwencji mikrosatelitarnych
[19]. Sekwencje mikrosatelitarne s3 to proste, tande-
mowe powtorzenia sktadajace sie z dwu-, trzy- lub
czteronukleotydowych sekwencji zwanych motywami.
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Najczesciej sg to jednak dwunukleotydowe motywy
powtorzen.

Wysoki poziom uszkodzen DNA i wady w MMR
moga predysponowaé do rozwoju raka [20]. W raku
piersi bardzo czesto dochodzi do defektow w MMR
[21]. Niestabilnos¢ mikrosatelitarna i utrata heterozy-
gotycznosci (loss of heterozygosity — LOH) sg wykrywa-
ne w ponad 80% rakow piersi, co sugeruje potencjalng
role MMR w rozwoju tego nowotworu [11].

Polimorfizm SNP w genach naprawy DNA moze
wptywac na ryzyko rozwoju raka w wyniku ich zwigz-
ku z utrzymaniem integralnosci genomu [22]. Wiele
genetycznych zmian w formie SNP stwierdza sie w ge-
nach MMR, ale ich funkcja nie jest jeszcze poznana.
Zmiany w tych genach moga wywierac rézny wptyw na
fenotyp nowotworéw w zaleznosci od umiejscowienia
zmiany.

Istotne genetyczne zmiany wystepuja w genach
MMR w raku jelita grubego [23-25], niewiele nato-
miast wiadomo o ich roli w raku piersi. Analiza SNP
w raku piersi wykazata dwa istniejace zwiagzki: poli-
morfizmy MSH3 Alal045Thr/MSH6 Gly39Glu zmniej-
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szaty ryzyko raka, polimorfizmy MSH4 Ala97Thr/MLH3
LeuB844Pro zwiekszaty ryzyko raka piersi [26].

Wykryto kilka wariantéw polimorficznych w genie
hMSH2 [13], ale dane na temat ich znaczenia w raku
piersi s3 nieliczne.

W Polsce Poptawski i wsp. [14] wykazali brak ko-
relacji pomiedzy polimorfizmem A-G w pozycji 127
genu hMSH2 powodujacym podstawienie Asn—Ser
w kodonie 127 (polimorfizm Asn127Ser), polimorfi-
zmem G—>A w pozycji 1032 powodujacym podstawie-
nie Gly—>Asp w kodonie 322 (polimorfizm Gly322Asp),
a progresja raka piersi [14]. Natomiast wykryto silny
zwigzek pomiedzy wystapieniem raka piersi a homozy-
gota Gly/Gly.

W prezentowanej pracy badano dwa polimorfizmy
genu hMSH2 (Gly322Asp i Asn127Ser) i ich zwiazek z ra-
kiem piersi u polskich kobiet. Polimorfizmy wybrane do
badan moga mie¢ funkcjonalne znaczenie i odpowia-
dac za defekty w zdolnosci MMR do naprawy DNA.

W pracy zaden z genotypdw polimorfizmu Asn127Ser
nie wptywat na ryzyko raka piersi. Nie byto statystycz-
nie istotnych rdznic w rozktadzie genotypdw i czestosci
alleli pomiedzy pacjentkami i grupa kontrolna. R6znice
takie wykryto jednak w przypadku drugiego badanego
polimorfizmu Gly322Asp genu hMSH2. Rozktad genoty-
pow Asp/Asp, Asp/Gly i Gly/Gly w grupie chorych réznit
sie od rozktadu zgodnego z prawem Hardy’ego-Wein-
berga z przewaga homozygoty Asp/Asp. Homozygota
Asp/Asp zwiekszata okoto dwukrotnie ryzyko wystapie-
nia raka piersi.

Whioski

Istnieje mozliwosé, ze allel Asp pozostaje w zwiagz-
ku z innymi, niewykrytymi jeszcze mutacjami zlokalizo-
wanymi poza regionem kodujgcym genu hMSH2, ktére
moga by¢ istotne dla stezenia biatka MSH2 tworzacego
kompleksy umozliwiajace usuwanie btedéw w ramach
MMR.

Badania sugeruja, ze polimorfizm Gly322Asp genu
hMSHZ2 moze by¢ zwigzany z rakiem piersi u polskich
kobiet, jednakze badania obejmujace wieksza grupe
badang sa konieczne do potwierdzenia tego wniosku.
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