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Streszczenie

Wstep: Gen ERCC4/XPF odgrywa wazng role w systemie naprawy DNA.
Cel pracy: W pracy analizowano polimorfizm Arg415Gln genu ERCC4/XPF u chorych na raka piersi w wieku

pomenopauzalnym.

Materiaty i metody: Krew do badan uzyskano od 100 kobiet, u ktérych stwierdzono raka piersi i od grupy
kontrolnej (n=106). Polimorfizmy zostaty okreslone przy zastosowaniu techniki PCR-RFLP.

Wyniki: Rozktad genotypéw polimorfizmu Arg415Gln genu ERCC4/XPF nie r6znit sie znaczaco w grupie bada-
nej i kontrolnej (p>0,05) od rozktadu zgodnego z prawem Hardy’ego i Weinberga. Nie byto znaczacych rdéznic
(p>0,05) w rozktadzie genotypdw i czestosci alleli pomiedzy grupami réznego stopnia zaawansowania raka piersi.

Whniosek: Wyniki sugeruja, ze polimorfizm Arg415Gln genu ERCC4/XPF moze nie by¢ zwigzany z wystepo-

waniem raka piersi.

Stowa kluczowe: rak piersi, geny naprawy uszkodzen DNA, polimorfizm genowy, ERCC4/XPF

Summary

Background: The ERCC4/XPF gene plays an important role in the DNA repair system.

Objective: Arg415GIn polymorphism in the ERCC4/XPF gene in postmenopausal women with breast cancer
was analysed. Material and methods. Blood samples were obtained from 100 women with breast cancer and
controls (n=106). The polymorphisms were determined by PCR-RFLP

Results: The distribution of the genotypes of the Arg415Gln polymorphism of ERCC4/XPF 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 or allele frequencies between subgroups

assigned to histological stage.

Conclusion: The results suggest that Arg415GIn polymorphism in ERCC4/XPF may not be linked with

appearance and development of breast cancer.
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Wstep

Najczestszymi nowotworami u kobiet sg nowotwory
ztosliwe piersi. W Polsce notuje sie prawie 10 tys. no-
wych przypadkéw zachorowah rocznie. Oznacza to, ze
kazdego roku na raka piersi zachoruje 30 kobiet na 100
tys. Umieralnos¢ na raka piersi rosnie w tempie 1,6%
rocznie, poniewaz wykrywany jest zbyt pézno. Tylko

w 20% przypadkéw chorobe rozpoznaje sie we wczes-
nym stadium zaawansowania, gdy szanse na wyleczenie
sa bardzo duze. Wsrdd wszystkich nieleczonych kobiet
z rakiem gruczotu piersiowego 10 lat przezywa 5%. Dla
leczonej pacjentki szansa przezycia nastepnych
5 lub 10 lat bez postepu lub wznowienia procesu choro-
bowego jest uzalezniona od stopnia zaawansowania
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schorzenia przy rozpoczeciu leczenia. Sredni wskaz-
nik 10-letnich przezy¢ dla wszystkich stopni zaawanso-
wania wynosi ok. 40%. Nie jest znana bezposrednia
przyczyna powstawania nowotworéw ztosliwych piersi,
mozna tylko okresli¢ z pewnym prawdopodobienstwem,
jaki wptyw na powstanie raka piersi maja okreslone
czynniki. Wiadomo, ze w etiologii raka piersi duza role
odgrywaja czynniki srodowiskowe [1, 2].

DNA komérek jest nieustannie uszkadzany przez
mutageny endogenne i egzogenne. Wiekszos¢ uszko-
dzeh DNA podlega naprawie, natomiast uszkodzenia
nienaprawione ulegaja akumulacji i moga doprowadzi¢
do rozregulowania mechanizméw wzrostu komérki i po-
wstania nowotworu [3-5].

Geny systemu naprawy uszkodzei DNA odgrywaja
kluczowa role w utrzymaniu integracji genomu. Bez nich
komaorki gromadzityby btedy, ktére w krétkim czasie unie-
mozliwityby przezycie komérki. Geny te sa wysoce poli-
morficzne, a ich polimorfizmy, poprzez uszkodzenie funk-
cji biatek kodowanych przez te geny, zmniejszaja zdolnosé
naprawy DNA i wptywaja na wzrost ryzyka pojawienia sie
proceséw kancerogennych [6-12]. Dane literaturowe
wskazuja, ze zaburzenia w naprawie DNA s3 zwigzane
z ryzykiem powstania raka piersi, ktére moze korelowac
z wariantami polimorficznymi gendw naprawy [6, 8, 10, 11].

Znanych jest obecnie pie¢ gtéwnych drég naprawy
w zaleznosci od typu uszkodzenia DNA:

* naprawa bezposrednia,

* naprawa poprzez wycinanie zasad azotowych (ang. base
excision repair — BER),

* naprawa poprzez wycinanie nukleotydéw (ang. nucle-
otide excision repair — NER),

* naprawa btednie sparowanych nukleotydéw (ang. mi-
smatch excision repair — MMR) oraz

 naprawa rekombinacyjna — homologiczna i niehomo-
logiczna (ang. homology repair — HRR) [13-15].

Poniewaz ww. mechanizmy, a zwtaszcza BER, NER
i HRR, odgrywaja bardzo istotna role w naprawie réznych
typdw uszkodzen DNA, kumulacja btedéw genetycznych
w obrebie genéw tych trzech drég naprawy moze przy-
czyniac sie do zwiekszonego ryzyka wystapienia nowo-
tworéw. Skumulowane warianty polimorficzne genéw
XRCC1, XRCC3 i ERCC4/XPF, charakteryzujace sie podsta-
wieniem btednych aminokwaséw, moga byé zwigzane ze
zwiekszonym ryzykiem powstania raka piersi [16-18]. S3
to zwtaszcza polimorfizmy R399Q genu XRCCI oraz
Arg415Gln genu ERCC4/XPF [10, 11, 19-21]. Dotychczaso-
we wyniki s3 jednak niejasne i problem wymaga dal-
szych badan. Wsréd licznych gendéw uczestniczacych
w naprawie podwojnych peknie¢ DNA, tylko dwa zawie-
raja zbadane polimorfizmy zwigzane z ryzykiem powsta-
nia raka piersi. Sa to BRCA2 i XRCC3 [22].

Ze wzgledu na duze znaczenie problemu wczesnego
wykrywania i leczenia choréb nowotworowych, istotne
wydaje sie zbadanie zwigzkéw pomiedzy polimorfizma-
mi a wystepowaniem i rozwojem nowotworow.
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W przedstawionej pracy przeprowadzono analize
oceny zwigzkdéw pomiedzy polimorfizmem genu ERC-
C4/XPF bioracego udziat w naprawie uszkodzen DNA
a ryzykiem pojawienia sie raka piersi. Wczeéniejsze ba-
dania autoréw niniejszej pracy dotyczace genéw napra-
wy DNA przez rekombinacje (wyniki wczesdniej opubliko-
wane) [23, 24] wydawaty sie autorom tej publikacji
niewystarczajace do poznania skomplikowanego proce-
su powstawania raka piersi.

Materiat i metody

Chorzy

Krew zylna zostata uzyskana od 100 kobiet chorych
na raka piersi, w wieku 39.-69. roku zycia ($rednia wie-
ku 54 lata), u ktorych stwierdzono obecnos¢ przerzutéw
(n=51) lub ich brak (n=49) do weztéw chtonnych pacho-
wych. U Zadnej z pacjentek nie stwierdzono przerzutéw
odlegtych. Sredni rozmiar guzéw wynosit 21 mm. Sto-
pien zaawansowania nowotwordéw byt oceniany wg ska-
li Scarf-Bloom-Richardsona. Przebadano 23 nowotwo-
ry | stopnia, 60 Il stopnia oraz 17 Ill stopnia.

Grupe kontrolng stanowito 106 probek krwi zylnej
pobranej od dobranych wiekowo kobiet, u ktérych nie
stwierdzono choroby nowotworowej.

Izolacja DNA

DNA byt izolowany z krwi zylnej z zastosowaniem
komercyjnie dostepnego zestawu QlAamp DNA Blood
Mini Kits (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), zgodnie
z zaleceniami producenta.

Analiza polimorfizmu genu ERCC4/XPF
metodq PCR-RFLP

W celu analizy polimorfizmu Arg415Gln zastosowano
startery o nastepujacych sekwencjach:
 5'-GCACAGGGAAACTAGGAGGA-3’,
¢ 5’-TCGACATCTCCTTCCTCTTC-3".

Reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase
chain reaction — PCR) byta przeprowadzana w termocy-
klerze Perkin-Elmer/Gene Amp., PCR System 2400 ther-
mal cycler. Mieszanina reakcyjna (25 pl) obejmowata
5 ng genomowego DNA, 0,2 pmol kazdego ze starteréw
(ARK Scientific GmbH, Biosystems, Darmstadt, Germa-
ny), 2,5mM MgCl,, 1 mM dNTP i 1 U polimerazy Taq (Qia-
gen GmbH, Hilden, Germany). Warunki reakcji PCR wy-
gladaty nastepujaco: trawienie w temperaturze 94°C
przez 60 s, w temperaturze 54°C przez 30 s i w tempera-
turze 72°C przez 40 s, i obejmowaty 35 cykli. Po trawie-
niu enzymem restrykcyjnym Xmnl, amplifikowane frag-
menty DNA rozdzielane byty w 7-procentowym Zzelu
poliakrylamidowym i po barwieniu bromkiem etydyny



PRZEGLAD MENOPAUZALNY 2/2008

obserwowane w Swietle ultrafioletowym. Produkty
Arg/Arg, Arg/Gln, i GIn/Gln odpowiadaty odpowiednio
pasmom dtugosci 96/284 pz, 96/284/380 pz i 380 pz.

Andliza statystyczna

Rejestrowana liczba kazdego genotypu byta porowny-
wana z liczbg oczekiwang na podstawie prawa Hardy’ego
i Weinberga z uzyciem testu y 2. Istotnoéé roznic miedzy
czestosciami wystepowania alleli i genotypéw dla po-
szczegblnych grup byta oceniana testem y2; p<0,05 byto
okreslane jako wynik statystycznie znaczacy.

Wyniki

Polimorfizm genu ERCC4/XPF analizowano u 100
chorych na raka piersi oraz u 106 oséb, u ktérych nie
stwierdzono choroby nowotworowej. Populacja chorych
na nowotwor oraz grupa kontrolna byty jednorodne
pod wzgledem ptci (kobiety) oraz dobrane wiekowo.

W grupie chorych nie zaobserwowano zwigzkéw po-
miedzy polimorfizmem Arg415Gln genu ERCC4/XPF
a wystepowaniem raka piersi. Czestosci alleli Arg i Gln
oraz w grupie badanej nie réznity sie istotnie (p>0,05)
od czestosci alleli w grupie kontrolnej (tab. ). Wszystkie
rozktady byty zgodne z rozktadem Hardy’ego i Weinber-
ga (p>0,05).

Badaniom zostata poddana takze grupa pacjentek
o réznym stopniu zaawansowania raka piersi, w celu
okreélenia znaczenia polimorfizméw dla rozwoju nowo-
tworu. Nie wykazano statystycznie istotnych réznic
w rozktadach genotypéw i czestosci alleli (p>0,05) po-
miedzy badanymi grupami.

Dyskusja

Prawidtowa naprawa DNA zapewnia utrzymanie inte-
gralnosci genomu i petni kluczowa funkcje w jego ochro-
nie przed dziataniem czynnikéw kancerogennych. Wysoka
czestos¢ zmian DNA mogtaby mie¢ Smiertelne konse-
kwencje dla organizmu, gdyby nie byta kontrolowana
przez systemy naprawy DNA. Genami, ktore sterujg napra-
wa DNA zmienionego w wyniku mutacji (geny kodujace
enzymy kontrolujace wiernos¢ replikacji i naprawy DNA),
sg geny naprawcze (mutatorowe). Zaburzenia funkcjono-
wania naprawy poreplikacyjnej btednie sparowanych za-
sad prowadza do niestabilnosci genomowej, sprzyjajacej
indukcji i rozwojowi procesu kancerogenezy.

Zmiany syntezy biatek naprawy DNA s3 zazwyczaj
poprzedzane zmianami w transkrypcji ich gendéw
i mRNA, dlatego tez wktad w synteze tych biatek moze
mie¢ zmiennos¢ sekwencji genéw. Geny naprawy DNA
sg polimorficzne i wobec ich znaczacej roli w progresji
nowotworéw istotne wydaje sie poznanie roli polimorfi-
zmow w rozwoju raka [25, 26].

Tab. I. Rozktad genotypdéw Arg/Arg, Arg/Gln i GIn/Gln oraz cze-
stosci alleli Arg i Gln polimorfizmu Arg415Gln u chorych na ra-
ka piersi i w grupie kontrolnej

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

liczba czestosé liczba  czestos¢
Arg/Arg 31 0,31 21 0,2
Arg/Gln 40 0,4 48 0,45
Gln/Gln 29 0,29 37 0,35
%2 3,9872 0,5912
allel Arg 102 0,51b 90 0,42
allel Gln 98 0,49b 122 0,58

ap>0,05 w poréwnaniu z rozktadem Hardy’ego i Weinberga; bp>0,05 w porow-
naniu z grupq kontrolng

Tab. II. Rozktad genotypow Arg/Arg, Arg/Gln i Gln/Gln oraz cze-
stosci alleli Arg i Gln polimorfizmu Arg415Gln u chorych na raka
piersi w zaleznosci od stopnia zaawansowania nowotworu

Bloom | (h=14) Il (n=64) Il (n=22)
liczba czestos¢ liczba czestos¢ liczba czestosé

Arg/Arg 2 0,07 23 036 4 018
Arg/Gln 3 0,21 16 0,25 7 0,32
GIn/Gln 9 0,71 25 0,39 11 0,5
12 2,572 12,553 1,883

allel Arg 7 0,25 62 0,48 15 0,34
allel Gln 21 0,75 66 0,52 29 0,66

ap>0,05 w poréwnaniu z rozktadem Hardy’ego i Weinberga

Biatko XRCC1 odgrywa znaczaca role w mechanizmie
naprawy poprzez wycinanie zasad [16]. Przebadano trzy
polimorfizmy genu XRCCI (R194W, R399Q R280H), z kt6-
rych tylko wystapienie polimorfizmu R194W moze by¢
zwigzane ze wzrostem ryzyka wystapienia raka piersi
w populacji kaukaskiej i Afroamerykandw [10, 21]. Obec-
nos¢ allela W redukuje ryzyko powstania nowotworu.
Polimorfizm R399Q podlega nieustannym badaniom.
Jednakze uzyskuje sie rozbiezne wyniki dla réznych no-
wotworéw. Zwigzek polimorfizmu R399Q z obnizonym
ryzykiem nowotworzenia stwierdza sie w przypadku ra-
ka skory [27], przetyku [28], pecherza moczowego [29],
korelacje ze zwiekszonym ryzykiem dla raka zotadka
[30] czy piersi [10].

Produkty genéw ERCC4/XPF i ERCCI zwigzane z na-
prawa DNA poprzez wycinanie nukleotydéw tworza
kompleks, ktéry rozpoznaje uszkodzenia i nacina DNA
od konca 5. Badania polimorfizmu Arg415Gin genu ERC-
C4/XPF przeprowadzono do tej pory na niewielkiej popu-
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lacji chorych na raka piersi [23]. Zaobserwowano obec-
nos¢ genotypu GIn/Gln tylko u 3% badanych chorych,
w przeciwiefstwie do grupy kontrolnej. Jednakze nie
wyjasniono, czy polimorfizm Arg415Gln moze odgrywac
istotna role w rozwoju raka piersi [23].

W prezentowanej pracy skoncentrowano sie na ana-
lizie polimorfizmu genu ERCC4/XPF u chorych na raka
piersi oraz u 0s6b, u ktérych nie stwierdzono choroby
nowotworowej. Populacja chorych na nowotwor oraz
grupa kontrolna byty jednorodne pod wzgledem ptci
oraz dobrane wiekowo. Nie wykazano zwigzku pomie-
dzy polimorfizmem a wystepowaniem raka piersi. Nie
stwierdzono znaczacych réznic w rozktadzie genotypow
pomiedzy pacjentkami o ré6znym stopniu zaawansowa-
nia nowotworu. Sugeruje to brak zwigzku pomiedzy po-
limorfizmem powyzszego genu a rozwojem raka piersi.

Defekty biatek zaangazowanych bezposrednio w na-
prawe DNA majg wptyw na zwiekszong podatnosé na no-
wotwory. W wielu typach komoérek nowotworowych
stwierdza sie tego typu defekty, z czym wigze sie zmniej-
szona zdolnos¢ do naprawy uszkodzernh DNA. Wyniki suge-
ruja, ze polimorfizm genu Arg415Gln ERCC4/XPF moze nie
by¢ bezposrednio zwigzany z wystepowaniem i rozwojem
raka piersi, jednakze konieczne sg badania wiekszej po-
pulacji dla potwierdzenia tego przypuszczenia.
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