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PPoolliimmoorrffiizzmm  55AA//66AA  rreeggiioonnuu
pprroommoottoorroowweeggoo  ggeennuu
mmeettaalloopprrootteeaazzyy  33 ((MMMMPP--33))
uu kkoobbiieett  zz rraakkiieemm  jjaajjnniikkaa
ww ookkrreessiiee  mmeennooppaauuzzaallnnyymm

TThhee  55AA//66AA  pprroommootteerr  ppoollyymmoorrpphhiissmm  ooff  mmaattrriixx  mmeettaalllloopprrootteeiinnaassee  33 ((MMMMPP--33))
ggeennee  iinn  mmeennooppaauussaall  wwoommeenn  wwiitthh  oovvaarriiaann  ccaanncceerr  

KKrrzzyysszzttooff  SSzzyy³³³³oo11,,  BBeeaattaa  SSmmoollaarrzz22,,  HHaannnnaa  RRoommaannoowwiicczz--MMaakkoowwsskkaa22,,  EEll¿¿bbiieettaa  KKoozz³³oowwsskkaa22,,

MMaarriiuusszz  NNiieewwiiaaddoommsskkii11,,  TToommaasszz  RReecchhbbeerrggeerr33,,  AAnnddrrzzeejj  KKuulliigg22

Metaloproteazy macierzowe obejmuj¹ rodzinê enzymów proteolitycznych, które degraduj¹
sk³adniki macierzy zewn¹trzkomórkowej, umo¿liwiaj¹c inwazjê komórkom rakowym. Zwiêksze-
nie ekspresji genu metaloproteazy 3 (MMP-3 lub stromielizyna 1) stwierdza siê w ró¿nych no-
wotworach, a wysoki poziom kodowanego przez ten gen bia³ka jest z³ym czynnikiem progno-
stycznym dla pacjentów. Polimorfizm insercyjno 6A/delecyjny 5A (polimorfizm 5A/6A) w regio-
nie promotorowym genu MMP-3 mo¿e odgrywaæ istotn¹ rolê w regulacji jego ekspresji. 

Materia³y i metody: W pracy badano rozk³ad genotypów i czêstoœci alleli polimorfizmu
5A/6A u chorych na raka jajnika. Próbki tkanek z guzów jajnika utrwalonych w parafinie uzy-
skano od 50 kobiet w okresie menopauzalnym. Polimorfizm 5A/6A zosta³ okreœlony poprzez re-
akcjê ³añcuchow¹ polimerazy (PCR). 

Wyniki: Rozk³ad genotypów w grupie badanej i kontrolnej nie ró¿ni³ siê od rozk³adu prze-
widywanego przez prawo Hardy’ego-Weinberga (p >0,05). Nie stwierdzono statystycznie istot-
nych ró¿nic w rozk³adzie genotypów i czêstoœci alleli pomiêdzy grupami o ró¿nym stopniu za-
awansowania nowotworu. 

Wniosek: Wyniki sugeruj¹, ¿e polimorfizm 5A/6A mo¿e nie byæ zwi¹zany z wystêpowaniem
i rozwojem raka jajnika, jednak¿e konieczna jest analiza wiêkszej populacji dla potwierdzenia
tego przypuszczenia. 

S³owa kluczowe: gen MMP-3, polimorfizm genowy, rak jajnika, menopauza, PCR

(Przegl¹d Menopauzalny 2002, 3: 21–25) 
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Proces progresji nowotworów charakteryzuje siê
z³o¿onym, wieloetapowym przebiegiem [22]. Jednym
z pierwszych mechanizmów aktywowanym podczas
inwazji i metastazy nowotworu jest proteoliza, zacho-
dz¹ca przy udziale ró¿nych typów enzymów proteoli-
tycznych: proteaz cysteinowych (katepsyn B, H i L),
proteaz aspartylowych (katepsyna D), proteaz seryno-
wych (bia³ka uk³adu aktywacji plazminogenu i plazmi-
na) oraz metaloproteaz (MMP) [13, 17, 18]. W wyniku
skoordynowanego dzia³ania metaloproteaz macierzo-
wych oraz ich inhibitorów dochodzi do degradacji ele-
mentów macierzy zewn¹trzkomórkowej (ECM) oraz
b³ony podstawnej, co umo¿liwia migracjê komórkom
rakowym [3, 15]. MMP obejmuj¹ rodzinê 17 enzymów
proteolitycznych: kolagenaz, ¿elatynaz oraz stromieli-
zyn, które w prawid³owych warunkach fizjologicznych
uczestnicz¹ w procesach remodelingu tkanek. Niektóre
spoœród metaloproteaz posiadaj¹ zdolnoœæ degradacji
kolagenu typu I, II oraz III [12]. 

W chorobach nowotworowych obserwuje siê zmia-
nê poziomu ekspresji nastêpuj¹cych metaloproteaz:
MMP-1, MMP-2, MMP-3 oraz MMP-9, której konse-
kwencj¹ jest zmiana poziomu kodowanego bia³ka.
Podwy¿szony poziom tych bia³ek jest skorelowany
z krótszym okresem bez nawrotu choroby i krótszym
czasem prze¿ycia u chorych na ró¿ne nowotwory [1, 2,
6, 7, 9, 12, 16]. 

Zmiany syntezy MMP-3 s¹ zazwyczaj poprzedzane
zmianami w transkrypcji genu i poziomie mRNA, dlate-
go te¿ wk³ad w syntezê MMP-3 mo¿e mieæ zmiennoœæ
sekwencji genu [10, 14]. Gen MMP-3 jest polimorficz-
ny i wobec znacz¹cej roli metaloproteaz w progresji no-
wotworów wa¿ne wydaje siê poznanie roli polimorfi-
zmów w rozwoju raka [25]. Polimorfizm 5A/6A zloka-
lizowany w regionie promotorowym genu MMP-3 mo-
¿e mieæ istotny wp³yw na regulacjê jego ekspresji.
Wiêkszoœæ badañ wskazuje, ¿e polimorfizm 5A/6A mo-
¿e byæ zwi¹zany z rozwojem niektórych chorób serco-
wo-naczyniowych [21, 25], lecz niewiele wiadomo o je-
go roli w chorobach nowotworowych. W obecnej pracy
badano rozk³ad genotypów i czêstoœci alleli polimorfi-
zmu 5A/6A u chorych na raka jajnika. 

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyy

Pacjenci. Materia³ do badañ stanowi³y próbki tkan-
ki pobrane od 50 pacjentek w okresie menopauzalnym,
u których badaniem histopatologicznym stwierdzono
raka jajnika. Próbki tkanek z guzów jajnika by³y utrwa-
lone w formalinie i zatopione w parafinie. Stopieñ za-
awansowania nowotworu oceniany by³ wg klasyfikacji
FIGO (ang. International Federation of Gynaecology
and Obstetrics). Grupê kontroln¹ stanowi³y próbki
krwi pobrane od 50 dobranych wiekowo kobiet, u któ-
rych nie stwierdzono wystêpowania raka jajnika. 

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

Oznaczanie polimorfizmu 5A/6A. Polimorfizm
5A/6A obszaru promotorowego genu MMP-3 by³ okre-
œlany poprzez reakcjê PCR ze starterami allelospecy-
ficznymi: 5’-GTA TGG GCT CGT AAAAAG-3’ dla
allelu 5A i 5’-GTA TGG GCT CGT AAAAAA-3’ dla
allelu 6A, ka¿dy 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 zosta³a przeprowadzona w termo-
cyklerze DNA Thermal Cycler (GeneAmp PCR Sys-
tem 2400; Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA). Warun-
ki reakcji PCR by³y nastêpuj¹ce: 30 s w 94°C, 30 s
w 57°C, 40 s w 72°C, przez 35 cykli. Mieszanina reak-
cyjna (25 µl) obejmowa³a: 30 ng genomowego DNA,
0,2 µmol ka¿dego startera (ARK Scientific GmbH Bio-
systems, Darmstad, Niemcy), 2,5 mM MgCl2, 1 mM
dNTP (Qiagen GmbH, Hilden, Niemcy) and 1 U poli-
merazy Taq (Qiagen GmbH, Hilden, Niemcy). Ampli-
fikowane fragmenty DNA rozdzielane by³y w 5-pro-
centowym ¿elu poliakryloamidowym i po barwieniu
bromkiem etydyny obserwowane w œwietle UV. Ka¿da
próbka przypisywana by³a do jednego z genotypów:
5A/5A, 5A/6A lub 6A/6A [ryc. 1]. 

Analiza statystyczna. Rejestrowana liczba ka¿dego
z genotypów by³a porównywana z liczb¹ oczekiwan¹
na podstawie prawa Hardy’ego-Weinberga z u¿yciem
testu χ2. Istotnoœæ ró¿nic pomiêdzy czêstoœciami alleli
i genotypów dla poszczególnych grup oceniana by³a te-
stem χ2. 

WWyynniikkii

Po przeprowadzeniu reakcji PCR wszyscy pacjenci
zostali podzieleni na 3 grupy ze wzglêdu na ich geno-
typy: homozygoty 5A/5A i 6A/6A oraz heterozygoty
5A/6A. 

W pierwszym etapie badañ skoncentrowano siê na
analizie polimorfizmu 5A/6A u chorych na raka jajni-
ka oraz u osób, u których nie stwierdzono choroby no-
wotworowej. Populacja chorych na nowotwór oraz
grupa kontrolna by³y jednorodne pod wzglêdem p³ci
(kobiety) oraz dobrane wiekowo. W grupie chorych nie
zaobserwowano zwi¹zków pomiêdzy polimorfizmem
5A/6A a wystêpowaniem raka jajnika. Czêstoœci alleli
5A i 6A w grupie badanej nie ró¿ni³y siê istotnie
(p>0,05) od czêstoœci alleli w grupie kontrolnej
(tab. I.). Rozk³ad genotypów w obu przypadkach nie
odbiega³ od rozk³adu przewidywanego przez prawo
Hardy’ego-Weinberga. 
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Badaniom zosta³a poddana tak¿e grupa pacjentek
o ró¿nym stopniu zaawansowania raka jajnika. Nie wy-
kazano statystycznie istotnych ró¿nic w rozk³adach ge-
notypów i czêstoœci alleli (p >0,05) pomiêdzy badany-
mi grupami. Rozk³ad genotypów by³ zgodny z rozk³a-
dem przewidywanym przez prawo Hardy’ego-Wein-
berga (tab. II.). 

DDyysskkuussjjaa

Bia³ka z rodziny metaloproteaz macierzowych
umo¿liwiaj¹ inwazjê komórkom rakowym w wyniku
degradacji sk³adników macierzy zewn¹trzkomórkowej.
Ich dzia³anie jest œciœle zwi¹zane z regulacj¹ ekspresji
koduj¹cych je genów [2]. Wiadomo, ¿e ekspresja genu

MMP-3 podlega zmianom podczas ró¿norodnych pato-
logicznych procesów, jak inwazja i metastaza nowo-
tworów [9]. Regulacja ekspresji genu MMP-3 zachodzi
w konsekwencji oddzia³ywania ró¿nych endogennych
i egzogennych czynników z odpowiednimi regionami
promotora. Konsekwencj¹ zmienionej ekspresji jest za-
zwyczaj zmiana poziomu bia³ka MMP-3, obserwowa-
na u chorych na nowotwory [1, 6, 7, 8, 16]. Przypusz-
cza siê, ¿e zmiennoœæ genu mo¿e wp³ywaæ na zmianê
poziomu biosyntezy MMP-3. 

Po³o¿enie polimorfizmu 5A/6A w regionie promoto-
ra genu MMP-3 wskazuje na jego mo¿liw¹ rolê w regu-
lacji ekspresji genu na poziomie transkrypcji. Przypusz-
cza siê, ¿e polimorfizm 5A/6A mo¿e byæ zwi¹zany z re-
gulacj¹ aktywnoœci promotora MMP-3 poprzez czynni-

Tab. I. Rozk³ad genotypów 5A/5A, 5A/6A oraz 6A/6A i czêstoœci alleli 5A i 6A u chorych na raka jajnika i w grupie
kontrolnej

Pacjenci (n = 50) Kontrola (n = 50) 

liczba czêstoœæ liczba czêstoœæ

genotyp 5A/5A 14 0,28 13 0,26

genotyp 5A/6A 23 0,46 26 0,52

genotyp 6A/6A 13 0,26 11 0,22

χ2 0,303a 0,309a

allel 5A 51 0,51b 52 0,52

allel 6A 49 0,49b 48 0,48

ap > 0,05 w porównaniu z rozk³adem Hardy'ego-Weinberga; bp >0,05 w porównaniu z kontrol¹

Ryc. 1. Typowy obraz wyniku allelospecyficznej reakcji PCR przeprowadzonej z fragmentami promotora genu 
MMP-3 i analizowanej przez elektroforezê w 5-procentowym ¿elu poliakryloamidowym. Œcie¿ki 1, 4 i 7 przedstawiaj¹
produkt amplifikacji ze starterem specyficznym dla kontroli; œcie¿ki 2, 5 i 8 – dla allelu 5A i œcie¿ki 3, 6 i 9 – dla allelu
6A. M – marker mas cz¹steczkowych (SIGMA - ALDRICH, Niemcy)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

5A/5A

300 bp →

150 bp →

50 bp →

6A/6A 5A/6A
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ki Ets [11, 24]. Rodzina czynników transkrypcyjnych
Ets obejmuje ponad 30 bia³ek, które charakteryzuj¹ siê
obecnoœci¹ konserwatywnego motywu – domeny ETS.
Ets rozpoznaj¹ specyficzn¹ sekwencjê nukleotydow¹
GGAA/T [20, 23]. Miejsce wi¹zania dla czynników
transkrypcyjnych z rodziny Ets znajduje siê w obrêbie
promotorów genów koduj¹cych metaloproteazy. 

Bia³ka z rodziny Erg oraz Ets mog¹ regulowaæ eks-
presjê genu MMP-3 poprzez oddzia³ywanie z komplek-
sem bia³kowym Fos/Jun [11]. Czynniki transkrypcyjne
Fos i Jun, produkty onkogenów jun oraz fos, uczestni-
cz¹ w tworzeniu bia³ka AP-1, które funkcjonuje jako
homodimer Jun/Jun i heterodimer Jun/Fos. Ets stymu-
luj¹ czynnik transkrypacyjny AP-1, który wi¹¿e siê
w obszarze promotora MMP-3 [4]. 

Polimorfizm 5A/6A mo¿e byæ zwi¹zany z aktyw-
noœci¹ promotora genu MMP-3 i wp³ywaæ na jego
transkrypcjê w wyniku stymulacji niektórych czynni-
ków transkrypcyjnych poprzez cytokiny (interleukiny,
czynnik martwicy nowotworu α [TNFα]) uwalniane
przez komórki nowotworowe [19]. 

Polimorfizm 5A/6A zosta³ przebadany w niektó-
rych chorobach sercowo-naczyniowych [21, 25]. Za-
uwa¿ono, ¿e czêstoœæ allelu 5A by³a znacz¹co wy¿sza
w porównaniu z 6A. Powy¿sze wyniki zasugerowa³y

mo¿liwoœæ zastosowania polimorfizmu 5A/6A jako
markera w tych chorobach [21, 25]. 

W chwili obecnej niewiele wiadomo o znaczeniu
polimorfizmu 5A/6A w nowotworach z³oœliwych. Ze
wzglêdu na du¿e znaczenie problemu wczesnego wy-
krywania i leczenia tych chorób istotne wydaje siê zba-
danie zwi¹zków pomiêdzy polimorfizmami a wystêpo-
waniem i rozwojem nowotworów. 

W obecnych badaniach, które objê³y 50 kobiet
w wieku menopauzalnym chorych na raka jajnika nie
wykazano zwi¹zku pomiêdzy polimorfizmem 5A/6A
a jego wystêpowaniem. Nie by³o znacz¹cych ró¿nic
w czêstoœci alleli 5A i 6A pomiêdzy kobietami z rakiem
jajnika a grup¹ kontroln¹. Rozk³ad genotypów u pacjen-
tów i w kontroli nie ró¿ni³ siê od rozk³adu Hardy’ego-
-Weinberga. Poza tym nie znaleziono ró¿nic pomiêdzy
rozk³adem genotypów w grupach o ró¿nym stopniu za-
awansowania nowotworu, co wskazuje na brak zwi¹zku
pomiêdzy polimorfizmem a rozwojem raka. 

Wyniki sugeruj¹, ¿e polimorfizm 5A/6A genu
MMP-3 mo¿e nie byæ bezpoœrednio zwi¹zany z wystê-
powaniem i rozwojem raka jajnika, jednak¿e koniecz-
ne s¹ badania wiêkszej populacji dla potwierdzenia te-
go przypuszczenia. 

Tab. II. Zale¿noœæ rozk³adu genotypów 5A/5A, 5A/6A i 6A/6A oraz czêstoœci alleli 5A i 6A w zale¿noœci od stopnia
zaawansowania raka jajnikaa

stopieñb I (n = 12) II (n = 25) III (n = 13)

liczba czêstoœæ liczba czêstoœæ liczba czêstoœæ

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

χ2 0,010c 0,111c 0,442c

allel 5A 10 0,42 23 0,46 13 0,50

allel 6A 14 0,58 27 0,54 13 0,50

an = 50; bwg FIGO; cp >0,05 w porównaniu z rozk³adem Hardy'ego-Weinberga

Summary
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 5A/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. 
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