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Metaloproteazy macierzowe obejmujq rodzing enzymow proteolitycznych, ktore degradujq
sktadniki macierzy zewnqtrzkomorkowej, umozliwiajqc inwazje komorkom rakowym. Zwigksze-
nie ekspresji genu metaloproteazy 3 (MMP-3 lub stromielizyna 1) stwierdza si¢ w roznych no-
wotworach, a wysoki poziom kodowanego przez ten gen biatka jest ztym czynnikiem progno-
stycznym dla pacjentow. Polimorfizm insercyjno 6A/delecyjny 5A (polimorfizm 5A/6A) w regio-
nie promotorowym genu MMP-3 moze odgrywac istotng role w regulacji jego ekspresji.

Materialy i metody: W pracy badano rozktad genotypow i czestosci alleli polimorfizmu
5A/6A u chorych na raka jajnika. Probki tkanek z guzow jajnika utrwalonych w parafinie uzy-
skano od 50 kobiet w okresie menopauzalnym. Polimorfizm 5A/6A zostal okreslony poprzez re-
akcje taricuchowq polimerazy (PCR).

Wyniki: Rozktad genotypow w grupie badanej i kontrolnej nie roznit si¢ od rozktadu prze-
widywanego przez prawo Hardy’ego-Weinberga (p >0,05). Nie stwierdzono statystycznie istot-
nych roznic w rozkladzie genotypow i czestosci alleli pomiedzy grupami o roZnym stopniu za-
awansowania ROWotworu.

Whiosek: Wyniki sugerujq, ze polimorfizm 5A/6A moze nie byc¢ zwigzany z wystepowaniem
i rogzwojem raka jajnika, jednakze konieczna jest analiza wigkszej populacji dla potwierdzenia
tego przypuszczenia.
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Proces progresji nowotworéw charakteryzuje si¢
zlozonym, wieloetapowym przebiegiem [22]. Jednym
z pierwszych mechanizméw aktywowanym podczas
inwazji i metastazy nowotworu jest proteoliza, zacho-
dzaca przy udziale r6znych typéw enzyméw proteoli-
tycznych: proteaz cysteinowych (katepsyn B, H i L),
proteaz aspartylowych (katepsyna D), proteaz seryno-
wych (biatka uktadu aktywacji plazminogenu i plazmi-
na) oraz metaloproteaz (MMP) [13, 17, 18]. W wyniku
skoordynowanego dziatania metaloproteaz macierzo-
wych oraz ich inhibitoréw dochodzi do degradacji ele-
mentéw macierzy zewnatrzkomérkowej (ECM) oraz
btony podstawnej, co umozliwia migracje komérkom
rakowym [3, 15]. MMP obejmuja rodzing 17 enzyméw
proteolitycznych: kolagenaz, zelatynaz oraz stromieli-
zyn, ktére w prawidlowych warunkach fizjologicznych
uczestniczg w procesach remodelingu tkanek. Niektore
sposréd metaloproteaz posiadajg zdolnos¢ degradacji
kolagenu typu I, II oraz III [12].

W chorobach nowotworowych obserwuje si¢ zmia-
ne poziomu ekspresji nastgpujacych metaloproteaz:
MMP-1, MMP-2, MMP-3 oraz MMP-9, ktérej konse-
kwencjg jest zmiana poziomu kodowanego biatka.
Podwyzszony poziom tych bialek jest skorelowany
z krétszym okresem bez nawrotu choroby i krétszym
czasem przezycia u chorych na r6zne nowotwory [1, 2,
6,7,9, 12, 16].

Zmiany syntezy MMP-3 sg zazwyczaj poprzedzane
zmianami w transkrypcji genu i poziomie mRNA, dlate-
go tez wktad w synteze MMP-3 moze mie¢ zmiennos¢
sekwencji genu [10, 14]. Gen MMP-3 jest polimorficz-
ny i wobec znaczacej roli metaloproteaz w progresji no-
wotworéw wazne wydaje si¢ poznanie roli polimorfi-
zmOw w rozwoju raka [25]. Polimorfizm 5A/6A zloka-
lizowany w regionie promotorowym genu MMP-3 mo-
ze mieé istotny wplyw na regulacj¢ jego ekspresji.
Wiekszos¢ badan wskazuje, ze polimorfizm 5SA/6A mo-
ze by¢ zwigzany z rozwojem niektérych chordéb serco-
wo-naczyniowych [21, 25], lecz niewiele wiadomo o je-
go roli w chorobach nowotworowych. W obecnej pracy
badano rozktad genotypéw i czgstosci alleli polimorfi-
zmu 5A/6A u chorych na raka jajnika.

Materiat i metody

Pacjenci. Materiat do badan stanowity prébki tkan-
ki pobrane od 50 pacjentek w okresie menopauzalnym,
u ktérych badaniem histopatologicznym stwierdzono
raka jajnika. Prébki tkanek z guzéw jajnika byty utrwa-
lone w formalinie i zatopione w parafinie. Stopienl za-
awansowania nowotworu oceniany byl wg klasyfikacji
FIGO (ang. International Federation of Gynaecology
and Obstetrics). Grupe kontrolng stanowily prébki
krwi pobrane od 50 dobranych wiekowo kobiet, u kt6-
rych nie stwierdzono wystepowania raka jajnika.

22

Izolowanie DNA. DNA do badan izolowano z za-
stosowaniem komercyjnie dostgpnego zestawu OIAmp
Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Niemcy).

Oznaczanie polimorfizmu 5A/6A. Polimorfizm
5A/6A obszaru promotorowego genu MMP-3 byt okre-
Slany poprzez reakcje PCR ze starterami allelospecy-
ficznymi: 5°-GTA TGG GCT CGT AAAAAG-3’ dla
allelu 5A 1 5°-GTA TGG GCT CGT AAAAAA-3’ dla
allelu 6A, kazdy w oddzielnej reakcji PCR, razem ze
starterami: 5°-TGC AGC GCT GGT CGT TAG TGT
GACT-3" oraz 5’-GAA CTT ATT CCA GGT TAA
GGG TGCTG-3’ dla zweryfikowania amplifikacji
DNA przy braku odpowiedniego allelu w genomowym
DNA. Reakcja PCR zostata przeprowadzona w termo-
cyklerze DNA Thermal Cycler (GeneAmp PCR Sys-
tem 2400; Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA). Warun-
ki reakcji PCR byly nastgpujace: 30 s w 94°C, 30 s
w 57°C, 40 s w 72°C, przez 35 cykli. Mieszanina reak-
cyjna (25 ul) obejmowata: 30 ng genomowego DNA,
0,2 umol kazdego startera (ARK Scientific GmbH Bio-
systems, Darmstad, Niemcy), 2,5 mM MgCl,, | mM
dNTP (Qiagen GmbH, Hilden, Niemcy) and 1 U poli-
merazy Taq (Qiagen GmbH, Hilden, Niemcy). Ampli-
fikowane fragmenty DNA rozdzielane byly w 5-pro-
centowym zelu poliakryloamidowym i po barwieniu
bromkiem etydyny obserwowane w swietle UV. Kazda
prébka przypisywana byta do jednego z genotypow:
S5A/5A, 5A/6A lub 6A/6A [ryc. 1].

Analiza statystyczna. Rejestrowana liczba kazdego
z genotyp6éw byta poréwnywana z liczbg oczekiwang
na podstawie prawa Hardy’ego-Weinberga z uzyciem
testu y”. Istotno$¢é réznic pomiedzy czgstosciami alleli
i genotypdw dla poszczegdlnych grup oceniana byta te-
stem x’.

Wyniki
Po przeprowadzeniu reakcji PCR wszyscy pacjenci
zostali podzieleni na 3 grupy ze wzgledu na ich geno-

typy: homozygoty 5A/5A 1 6A/6A oraz heterozygoty
SA/6A.

W pierwszym etapie badan skoncentrowano si¢ na
analizie polimorfizmu 5A/6A u chorych na raka jajni-
ka oraz u 0s6b, u ktérych nie stwierdzono choroby no-
wotworowej. Populacja chorych na nowotwoér oraz
grupa kontrolna byly jednorodne pod wzgledem plci
(kobiety) oraz dobrane wiekowo. W grupie chorych nie
zaobserwowano zwigzkéw pomigdzy polimorfizmem
5A/6A a wystepowaniem raka jajnika. Czgstosci alleli
5A 1 6A w grupie badanej nie réznily si¢ istotnie
(p>0,05) od czgstosci alleli w grupie kontrolnej
(tab. I.). Rozktad genotypéw w obu przypadkach nie
odbiegat od rozkladu przewidywanego przez prawo
Hardy’ego-Weinberga.
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50 bp =

Ryc. 1. Typowy obraz wyniku allelospecyficznej reakcji PCR przeprowadzonej z fragmentami promotora genu
MMP-3 i analizowanej przez elektroforeze w 5-procentowym Zelu poliakryloamidowym. Scieiki 1, 4 i 7 przedstawiaja
produkt amplifikacji ze starterem specyficznym dla kontroli; Sciezki 2, 5 i 8 — dla allelu 5A i Sciezki 3, 6 i 9 — dla allelu
6A. M — marker mas czgsteczkowych (SIGMA - ALDRICH, Niemcy)

Badaniom zostala poddana takze grupa pacjentek
o réznym stopniu zaawansowania raka jajnika. Nie wy-
kazano statystycznie istotnych réznic w rozktadach ge-
notyp6w i czgstosci alleli (p >0,05) pomiedzy badany-
mi grupami. Rozktad genotypéw byt zgodny z rozkta-
dem przewidywanym przez prawo Hardy’ego-Wein-
berga (tab. II.).

Dyskusja

Biatka z rodziny metaloproteaz macierzowych
umozliwiajg inwazj¢ komérkom rakowym w wyniku
degradacji sktadnikéw macierzy zewnatrzkomérkowe;.
Ich dzialanie jest Scisle zwigzane z regulacjg ekspresji
kodujacych je genéw [2]. Wiadomo, ze ekspresja genu

MMP-3 podlega zmianom podczas réznorodnych pato-
logicznych proceséw, jak inwazja i metastaza nowo-
tworéw [9]. Regulacja ekspresji genu MMP-3 zachodzi
w konsekwencji oddziatywania réznych endogennych
i egzogennych czynnikéw z odpowiednimi regionami
promotora. Konsekwencja zmienionej ekspresji jest za-
zwyczaj zmiana poziomu biatka MMP-3, obserwowa-
na u chorych na nowotwory [1, 6, 7, 8, 16]. Przypusz-
cza si¢, ze zmienno$¢ genu moze wplywaé na zmiang
poziomu biosyntezy MMP-3.

Potozenie polimorfizmu 5A/6A w regionie promoto-
ra genu MMP-3 wskazuje na jego mozliwg role w regu-
lacji ekspresji genu na poziomie transkrypcji. Przypusz-
cza si¢, ze polimorfizm 5A/6A moze by¢ zwigzany z re-
gulacjg aktywnosci promotora MMP-3 poprzez czynni-

Tab. I. Rozklad genotypéw SA/S5A, SA/6A oraz 6A/6A i czestosci alleli SA i 6A u chorych na raka jajnika i w grupie

kontrolnej
Pacjenci (n = 50) Kontrola (n = 50)
liczba czestosé liczba czestosé

genotyp SA/SA 14 0,28 13 0,26
genotyp SA/6A 23 0,46 26 0,52
genotyp 6A/6A 13 0,26 11 0,22
x 0,303 0,309

allel SA 51 0,51° 52 0,52
allel 6A 49 0,49° 48 0,48

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

m PRZEGLAD MENOPAUZALNY 3/2002



Tab. II. Zaleznos¢ rozkladu genotypow SA/5A, SA/6A i 6A/6A oraz czestosci alleli SA i 6A w zaleznosci od stopnia

zaawansowania raka jajnikaa

stopien” I(n=12) II (n = 25) III (n = 13)
liczba czestosé liczba  czestosé liczba czestosé

5A/5A 2 0,17 6 0,24 3 0,23
5A/6A 6 0,50 11 0,44 7 0,54
6A/6A 4 0,33 8 0,32 3 0,23
X 0,010° 0,111° 0,442¢

allel 5A 10 0,42 23 0,46 13 0,50
allel 6A 14 0,58 27 0,54 13 0,50

n = 50; "'wg FIGO; °p >0,05 w poréwnaniu z rozktadem Hardy’ego-Weinberga

ki Ets [11, 24]. Rodzina czynnikéw transkrypcyjnych
Ets obejmuje ponad 30 biatek, ktére charakteryzujg si¢
obecnoscig konserwatywnego motywu — domeny ETS.
Ets rozpoznaja specyficzng sekwencj¢ nukleotydowsq
GGAA/T [20, 23]. Miejsce wigzania dla czynnikéw
transkrypcyjnych z rodziny Ets znajduje si¢ w obrebie
promotoréw genéw kodujacych metaloproteazy.

Bialka z rodziny Erg oraz Ets moga regulowac eks-
presje genu MMP-3 poprzez oddziatywanie z komplek-
sem biatkowym Fos/Jun [11]. Czynniki transkrypcyjne
Fos i Jun, produkty onkogendéw jun oraz fos, uczestni-
czg w tworzeniu biatka AP-1, ktére funkcjonuje jako
homodimer Jun/Jun i heterodimer Jun/Fos. Ets stymu-
lujg czynnik transkrypacyjny AP-1, ktéry wigze si¢
w obszarze promotora MMP-3 [4].

Polimorfizm 5A/6A moze by¢ zwiazany z aktyw-
noscig promotora genu MMP-3 i wplywaé na jego
transkrypcj¢ w wyniku stymulacji niektérych czynni-
kéw transkrypeyjnych poprzez cytokiny (interleukiny,
czynnik martwicy nowotworu o [TNFo]) uwalniane
przez komoérki nowotworowe [19].

Polimorfizm 5A/6A zostal przebadany w niekt6-
rych chorobach sercowo-naczyniowych [21, 25]. Za-
uwazono, ze cz¢stos¢ allelu 5A byta znaczaco wyzsza
w poréwnaniu z 6A. Powyzsze wyniki zasugerowaty

Summary

mozliwos¢ zastosowania polimorfizmu S5SA/6A jako
markera w tych chorobach [21, 25].

W chwili obecnej niewiele wiadomo o znaczeniu
polimorfizmu 5A/6A w nowotworach ztosliwych. Ze
wzgledu na duze znaczenie problemu wczesnego wy-
krywania i leczenia tych chordéb istotne wydaje si¢ zba-
danie zwigzkéw pomigdzy polimorfizmami a wystepo-
waniem i rozwojem nowotworow.

W obecnych badaniach, ktére objety 50 kobiet
w wieku menopauzalnym chorych na raka jajnika nie
wykazano zwigzku pomiedzy polimorfizmem 5A/6A
a jego wystepowaniem. Nie bylo znaczacych réznic
w czestosci alleli 5A 1 6A pomigdzy kobietami z rakiem
jajnika a grupg kontrolng. Rozktad genotypéw u pacjen-
tow 1 w kontroli nie réznit si¢ od rozktadu Hardy’ego-
-Weinberga. Poza tym nie znaleziono r6znic pomiedzy
rozktadem genotypéw w grupach o réznym stopniu za-
awansowania nowotworu, co wskazuje na brak zwigzku
pomigdzy polimorfizmem a rozwojem raka.

Wyniki sugeruja, ze polimorfizm 5A/6A genu
MMP-3 moze nie by¢ bezposrednio zwigzany z wyste-
powaniem i rozwojem raka jajnika, jednakze koniecz-
ne sg badania wigkszej populacji dla potwierdzenia te-
g0 przypuszczenia.

Background: Matrix metalloproteinases (MMPs) comprise family proteolytic enzymes
that degrade of extracellular matrix components and therefore play an important role in tu-
mour cell invasion and cancer metastasis. Overexpression of matrix metalloproteinase
3 (MMP-3 or stromelysin 1) gene has been demonstrated in various types of cancers and
high level of MMP-3 protein in tumour is a poor prognostic factor for patients. The inser-
tion (6A)/deletion (5A) polymorphism (5A/6A polymorphism) located at the promoter of the
MMP-3 gene may have functional significance in the regulation of its expression.

Materials and methods: In the present work the distribution of genotypes and frequen-
cies of alleles of the 5A/6A polymorphism in subjects with ovarian cancer were investigated.
Paraffin embedded tumour tissues were obtained from 50 menopausal women with ovarian
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cancer. The 5A/6A polymorphism were determined by PCR amplification using the allele

specific primers.

Results: The distribution of the genotypes of the 5A/6A polymorphism in both control and
patients did not differ significantly (p >0.05) from those predicted by the Hardy-Weinberg di-
stribution. Additionally, there were no significant differences (p >0.05) in genotype distribu-
tions and allele frequencies between subgroups assigned to histological stage.

Conclusion: The results suggest that the SA/6A polymorphism of MMP-3 gene may not
be linked with appearance and development of ovarian cancer but further research, conduc-
ted on larger population, are needed to clarify this point.

Key words: MMP-3 gene, gene polymorphism, ovarian cancer, menopause, PCR
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