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Streszczenie

Cel: Polimorfizmy regionéw promotorowych genéw metalotioneiny moga zaburza¢ funkcjonowanie syste-
moéw detoksykacyjnych komérki odpowiedzialnych za usuwanie metali ciezkich i tym samym wptywa¢ na pro-

ces transformacji nowotworowej. W pracy badano polimorfizm A/G (-5) regionu promotorowego genu metalo-

tioneiny 2A (MT-2A) w raku przewodowym piersi kobiet.

Materiat i metody: Materiat do badan stanowita krew obwodowa 75 kobiet z rozpoznanym przewodowym
rakiem piersi oraz krew pobrana od 100 zdrowych kobiet. Polimorfizm okreslano przy uzyciu automatycznego
sekwenatora DNA ABI PRISM 377 i programu komputerowego GeneScan Analysis Software wer. 3.7 stuzacego
do analizy ilosciowej i jakosciowej zamplifikowanych fragmentéw oraz DNA Sequencing Analysis Software

v. 3.4.1. analizujacego produkty sekwencjonowania DNA.

Wyniki: Rozktad genotypéw A/G (-5) w regionie promotorowym MT-2A nie r6znit sie znamiennie statystycz-
nie w grupie badanej i grupie kontrolnej (p>0,05) od rozktadu zgodnego z prawem Hardy’ego-Weinberga. Nie
wykazano takze znamiennych statystycznie roznic (p>0,05) w rozktadzie genotypow i czestosci wystepowania

alleli pomiedzy grupami o r6znym stopniu zaawansowania przewodowego raka piersi.

Whioski: Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowac, iz polimorfizm A/G (=5) w regionie pro-

motorowym genu metalotioneiny 2A nie jest zwigzany z procesem transformacji nowotworowej przewodowe-

go raka piersi kobiet.

Stowa kluczowe: gen MT-2A, polimorfizm, przewodowy rak piersi kobiet

Summary

Aim: Polymorphisms in the promoter region of metallothionein genes resulting in variation of heavy metal
detoxification may be associated with cancer risk. In the present work A/G (=5) polymorphism in the promoter

region of the metallothionein 2A gene (MT-2A) in ductal carcinoma of the breast was investigated.

Material and methods: Genomic DNA isolated from 75 breast cancer patients and 100 volunteers was used
to genotype MT-2A A/G (-5). Polymorphism was determined by automated DNA sequencer ABI PRISM 377.
GeneScan Analysis Software ver. 3.7 and DNA Sequencing Analysis Software ver. 3.4.1 was used for

interpretation of results.

Results: The distribution of the genotypes of the A/G (-5) polymorphism in the promoter region of MT-2A 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 different Bloom-Richardson grading.

Conclusions: The results suggest that the A/G (=5) polymorphism in the promoter region of the MT-2A gene

may not be linked with neoplastic transformation of breast ductal carcinoma.
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Wstep

Metalotioneiny (ang. metallothionein — MT) to grupa
biatek wewnatrzkomérkowych charakteryzujacych sie
niska masa czasteczkowa (6-7 kDa), wysoka zawarto-
Scig reszt cysteiny, ktére stanowia ok. 30% wszystkich
aminokwaséw, oraz brakiem aminokwaséw aromatycz-
nych [1-4]. Metalotioneiny majag zdolnos¢ do wigzania
roznych metali, w tym cynku, kadmu, rteci, miedzi i bi-
zmutu [5]. Biatka te odpowiadajg za homeostaze jonéw
cynku i miedzi, detoksykacje metali ciezkich (zwtaszcza
Cd i Hg) oraz ochrone przed uszkodzeniami oksydacyj-
nymi i apoptoza [5-7]. Podziat MT na rodziny, podrodzi-
ny, podgrupy i izoformy jest zwigzany z podobiefstwem
sekwencji i pokrewiefistwem filogenetycznym. Metalo-
tioneiny w komérkach cztowieka kodowane s3 przez ro-
dzine 10 gendéw [2, 5].

W przypadku nowotwordw piersi ekspresja MT za-
chodzi zaréwno w komérkach mioepitelialnych, jak i na-
btonkowych. W procesie uzto$liwiania sie nowotworu
piersi dochodzi do zaniku komérek mioepitelialnych, co
moze ufatwi¢ progresje raka przewodowego [8, 9].
W przypadku nieobecnosci komoérek mioepitelialnych
w guzie moze dochodzi¢ do kompensowania braku wy-
dzielanych przez nie czynnikéw wzrostu i MT w wyniku
wielu zmian zachodzgcych w komérkach epitelialnych.
Zalicza sie do nich nadekspresje receptora dla TGF-a
(ang. transforming growth factor o) i receptora dla bFGF
(ang. basic fibroblast growth factor) oraz ektopowe wy-
dzielanie bFGF i ekspresje genéw metalotionein. Proce-
sy te powodujg przyspieszenie rozwoju nowotworu [9].

Metalotioneina MT-2A osigga najwieksze stezenie
sposréd wszystkich izoform MT ulegajacych ekspresji
w nowotworach piersi [2, 10]. Poziom ekspresji MT-2 jest
pozytywnie skorelowany z aktywnoscig proliferacyjna
komérek. Wykazano, ze nadekspresja MT-2A powodu-
je 2-krotny wzrost liczby podziatow komérkowych, pod-
czas gdy w przypadku nadekspresji MT-1E i MT-3 nie ob-
serwowano takiego efektu [2]. Potwierdzeniem zwigzku
MT-2A z proliferacjg komorek jest korelacja miedzy po-
ziomem ekspresji tej izoformy metalotionein i ekspresja
Ki-67, biatka bedacego markerem proliferacji. Zaréwno
stezenie MT-2A, jak i mRNA dla tej izoformy jest wyzsze
w nowotworach bardziej zaawansowanych niz w nowo-
tworach w nizszych stadiach. Silna korelacja miedzy eks-
presja MT-2A a aktywnoscig proliferacyjng nowotworéw
piersi wskazuje na potencjalne znaczenie tej izoformy
w nowotworzeniu.

Dane literaturowe wskazuja, ze zamiana adeniny
na guanine w pozycji (-5) w obszarze promotorowym
genu metalotioneiny 2A moze w istotny sposéb wpty-
wac na oddziatywanie promotora z czynnikami trans-
krypcyjnymi i tym samym na ekspresje genu MT-2A [11].

Celem pracy byta analiza rozktadu genotypow i cze-
stosci alleli A/G (-5) regionu promotorowego genu me-
talotioneiny 2A w raku przewodowym piersi kobiet.
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Materiat i metody

Materiat do badanh stanowita krew obwodowa pobra-
na od 75 pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem przewo-
dowym piersi (Srednia wieku 53; przedziat wiekowy 41-73
lata). Wszystkie nowotwory poddano ocenie histopatolo-
gicznej oraz klasyfikacji wg Blooma-Richardsona. Stwier-
dzono 18 przypadkéw raka w stopniu |, 48 w stopniu Il
i 9 w stopniu Il

Materiatem kontrolnym do analiz byty wymazy nabton-
kéw pobrane z jamy ustnej 100 zdrowych ochotniczek
z ujemnym wywiadem rodzinnym w kierunku choroby no-
wotworowej. Srednia wieku w grupie kontrolnej wynosi-
ta 28 lat.

Izolowanie genomowego DNA

DNA izolowano z krwi obwodowej pobranej na EDTA
(1,5 mg/ml) od chorych na raka przewodowego piersi oraz
z wymazow zawierajacych nabtonki z jamy ustnej pobra-
nych od kobiet zdrowych. Do ekstrakcji DNA zastosowano
odpowiednio DNAzol (Life Technologies) oraz zestaw Sher-
lock AX (A & A Biotechnology).

Czystos¢ otrzymanych preparatéw DNA okreslano me-
toda spektrofotometryczng, analizujac widma absorbancji
probek w zakresie dtugosci fali 230-300 nm. Przyjetym kry-
terium czystosci DNA byta wartos¢ A,go/A,g0 mieszczaca
sie w granicach 1,8-2,0.

Amplifikacja DNA i detekcja alleli

Reakcje PCR przeprowadzano w mieszaninie reakcyj-
nej o objetosci 7,5 ul zawierajacej 100 ng genomowego
DNA, 0,06 pl polimerazy AmpliTag Gold™ DNA (Applied
Biosystems); 0,75 pl 1 x GeneAmp® PCR buforu (Applied
Biosystems); 0,75 ul mieszaniny GeneAmp dNTP (Applied
Biosystems), 0,75 ul chlorku magnezu (Applied Biosys-
tems), 0,8 ul kazdego ze starteréw (stezenie 5 pM). Poli-
morfizm zostat okreSlony przy zastosowaniu nastepuja-
cych starteréw:

5’-AAGACCTTCTAGCACCACCG-3;

5’ TGGGCATCCCCAGCCTCTTA 3.

Jeden ze starteréw uzyty do reakcji amplifikacji wyzna-
kowano znacznikiem fluorescencyjnym FAM. Analizy jako-
Sciowej fragmentow amplifikacji dokonano z zastosowa-
niem programu komputerowego GeneScan Analysis
Software wer. 3.7 (Applied Biosystems). Jako kontrole po-
prawnosci oznaczen uzyto CEPH control DNA 1347-02 (Ap-
plied Biosystems).

Reakcja sekwencjonowania

Sekwencjonowaniu poddano prébki z wybranymi al-
lelami réznigce sie pomiedzy sobg wielkosciami frag-
mentéw. Kazdy badany allel oddzielnie poddano ponow-
nej amplifikacji. Do sekwencjonowania wykorzystano
zestaw ABI Prism BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequen-
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cing Kits (Applied Biosystems), zgodnie z instrukcjg pro-
ducenta.

Produkty sekwencjonowania oczyszczano przez wy-
tracanie 95-procentowym etanolem w obecnosci 3 M
octanu sodu. Po 20 min inkubacji w temperaturze poko-
jowej probki wirowano przy 14 tys. rpm przez 20 min.
Usuwano supernatanty, a produkty przemywano 70-pro-
centowym etanolem. Po usunieciu etanolu i wysuszeniu
produkty zawieszano w 12 pl dejonizowanego formami-
du i denaturowano przez 2 min w 95°C, a nastepnie
schtadzano w lodzie. Tak przygotowane produkty roz-
dzielano w automatycznym sekwenatorze DNA ABI
PRISM 377 (Applied Biosystems) i analizowano przy za-
stosowaniu programu komputerowego DNA Sequencing
Analysis Software v. 3.4.1. (Applied Biosystems).

Wyniki

Analizowano rozktad genotyp6w oraz czestosc alle-
li A/G (-5) regionu promotorowego genu metalotione-
iny 2A w grupie pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem
przewodowym piersi oraz kobiet zdrowych stanowiga-
cych grupe kontrolng (tab. I).

Nie wykazano istotnej statystycznie réznicy w roz-
ktadzie genotypow i czestosci alleli miedzy grupa bada-
na i kontrolng. Wartosci ilorazu szans (OR) réwniez
wskazuja na brak zwigzku miedzy badanym polimorfi-
zmem A/G (-5) genu metalotioneiny 2A i wystepowa-
niem przewodowego raka piersi.

Ponadto przeprowadzono analize rozktadu genoty-
pow oraz czestosci wystepowania alleli w grupach pa-
cjentek o réznym stopniu zaawansowania howotworu.

Tab. I. Rozktad genotypdéw oraz czestosé wystepowania alleli A/G (-5) regionu promotorowego genu metalotioneiny 2A wsrod
chorych na przewodowego raka piersi oraz w grupie kontrolnej. Analiza OR

Genotyp Rak przewodowy (n=75) Kontrola (n=100)
lub allel
liczba czestosé liczba czestosé OR (95% PU)
G/G 35 0,47 40 0,40 1,31 (0,72-2,40)
G/A 30 0,40 43 0,43 0,88 (0,32-1,75)
A/A 10 0,13 17 0,17 0,75 (0,75-1,75)
12 0,752 0,853
G 100 0,67 123 0,62 1,25 (0,80-1,95)
A 50 0,33 77 0,38 0,80 (0,51-1,24)

a p>0,05 rozktady zgodne z rozktadem Hardy’ego-Weinberga

Tab. Il. Rozktad genotypéw oraz czestos¢ wystepowania alleli A/G regionu promotorowego genu metalotioneiny 2A wsrod
pacjentek z przewodowym rakiem piersi w stopniu zaawansowania | i Il wg skali Blooma-Richardsona. Analiza OR

Geno Chore na przewodowego raka piersi
typ P gorakap OR (95% PU)
lub allel . -
stopieni | stopiefi Il
(n=18) (n=48)
liczba czestosé liczba czestosé
G/G 10 0,56 23 0,48 1,36 (0,46-4,04)
G/A 6 0,33 19 0,40 0,76 (0,24-2,38)
A/A 2 0,11 6 0,12 0,86 (0,16-4,73)
212 0,6172 0,4312
G 26 0,72 65 0,68 1,24 (0,53-2,89)
A 10 0,28 31 0,32 0,81 (0,35-1,88)

Ap>0,05 rozktady zgodne z rozktadem Hardy’ego-Weinberga
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Tab. Ill. Rozktad genotypdéw oraz czestos¢ wystepowania alleli A/G regionu promotorowego genu metalotioneiny 2A wsréd

pacjentek z przewodowym rakiem piersi w stopniu zaawansowania | i lll wg skali Blooma-Richardsona. Analiza OR
Genotyp Chore na przewodowego raka piersi OR (95% PU)
luballel stopiefi | stopien Il
(n=18) (n=9)
liczba czestosé liczba czestosé
G/G 10 0,56 5 0,56 1,00 (0,20-5,00)
G/A 6 0,33 3 0,33 1,00 (0,18-5,46)
A/A 2 0,11 1 0,11 1,00 (0,08-12,76)
22 0,512 0,261
G 26 0,72 13 0,72 1,00 (0,28-3,54)
A 10 0,28 5 0,28 1,00 (0,28-3,54)

Ap>0,05 rozktady zgodne z rozktadem Hardy’ego-Weinberga

Grupe chorych na nowotwory w stopniu |, Il oraz Ill po-
réwnano miedzy sobg (tab. Il, II). Nie stwierdzono staty-
stycznie istotnych réznic pomiedzy rozktadami genoty-
péw w grupach o réznym stopniu zaawansowania
nowotworu a rozktadem przewidywanym przez prawo
Hardy’ego-Weinberga (p>0,05). Nie stwierdzono roznic
w czestosciach wystepowania alleli A i G pomiedzy ba-
danymi grupami (p>0,05).

Dyskusja

Metalotioneiny stymuluja proliferacje komérek nowo-
tworowych i hamuja apoptoze poprzez aktywacje czynni-
ka NF-kB, obnizenie aktywnosci biatka p53 i ekspresje
efektorowego biatka apoptozy Bax [12, 13]. Niski stopien
zaawansowania raka piersi wigze sie z nizsza ekspresja
MT. Ekspresja MT w komérkach inwazyjnego przewodo-
wego raka piersi jest charakterystyczna dla bardziej agre-
sywnej postaci tego nowotworu. Nadekspresja MT w wie-
lu nowotworach, w tym w nowotworach piersi, wigze sie
ze ztymi rokowaniami dla pacjentéw [14]. Biatka te moga
réwniez odgrywac role w opornosci na terapie przeciwno-
wotworowag [8, 15]. Jednym z prawdopodobnych mechani-
zmoéw, na drodze ktérego MT uczestnicza w opornosci
na leki przeciwnowotworowe, jest hamowanie przez MT
apoptozy [15].

Metalotioneina MT-2 jest gtéwng izoforma, ktéra wy-
daje sie zwiazana z proliferacjag komérek przewodowego
raka piersi [10, 15]. Poziom ekspresji MT-2 jest pozytyw-
nie skorelowany z aktywnoscia proliferacyjng komaérek.
Wykazano, ze nadekspresja MT-2A powoduje 2-krotny
wzrost liczby podziatéw komérkowych, podczas gdy
w przypadku nadekspresji MT-1E i MT-3 nie obserwowa-
no takiego efektu [2]. Potwierdzeniem wptywu MT-2A
na proliferacje komérek jest korelacja miedzy poziomem
ekspresji tej izoformy metalotionein a ekspresja Ki-67,
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biatka bedacego markerem proliferacji. Zaréwno stezenie
MT-2A, jak i mRNA dla tej izoformy jest wyzsze w nowo-
tworach bardziej zaawansowanych niz w nowotworach
0 nizszym stadium zaawansowania. Korelacja miedzy eks-
presja MT-2A a aktywnoscia proliferacyjna nowotworéw
piersi wskazuje na potencjalne znaczenie tej izoformy
w nowotworzeniu.

Rdzeh promotora genu MT-2 zawiera sekwencje
TATA oraz regiony inicjatorowe, do ktérych przytacza sie
czynnik transkrypcyjny 11D (ang. transcription factor /1D
— TFIID) bedacy czescig kompleksu preinicjacyjnego
transkrypcji [5]. W regionie promotorowym znajduja sie
sekwencje odpowiedzi na glukokortykoidy (ang. gluco-
corticoid responsive element — GRE), odpowiedzi na stres
oksydacyjny (ang. antioxidant responsive element — ARE)
oraz sekwencja aktywowana przez czynnik transkryp-
cyjny STAT (ang. signal transducers and activator of trans-
cription) [4, 5, 11]. W regionie promotorowym wszystkich
gendéw MT znajduje sie motyw bogaty w pary GC (GGG-
GCGGGGQG), z ktérym tacza sie czynniki transkrypcyjne
z rodziny Sp, w tym biatko Sp1 (ang. specificity protein 1)
[5]- W regulacji ekspresji genu MT-2 przez metale ciezkie
biorg udziat sekwencje MRE (ang. metal responsie ele-
ment), ktére sa rowniez konieczne do transkrypcji tych
gendbw na poziomie podstawowym. Sekwencje MRE
(CTNTGC(G/A)CNCGGCCC) obecne sg w wielu kopiach
w regionach promotorowych genéw MT u ssakéw. W re-
gionie promotorowym genu MT-2 stwierdzono wystepo-
wanie 6 takich sekwencji. Z sekwencjami MRE oddziatu-
je zalezny od cynku czynnik transkrypcyjny MTF-1 (ang.
metal responsive transcription factor 1) [5, 11]. Jest on
uznawany za gtéwny czynnik transkrypcyjny regulujacy
ekspresje genu MT-2A [11, 16].

Analizowana w niniejszej pracy substytucja A—G
majaca miejsce w pozycji (-5) w obszarze rdzenia pro-
motora genu MT-2A jest jednocze$nie miejscem zlokali-
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zowanym w centrum sekwencji o najwyzszej zgodnosci
TGC(G/A)CNC, do ktérej moze przytaczac sie czynnik
transkrypcyjny MTF-1 [11]. Jak wykazaty badania Kita
i wsp. [11] polimorfizm A/G (-5) moze mie¢ wptyw nie tyl-
ko na oddziatywanie MTF-1 z promotorem genu MT-24,
ale takze obniza¢ aktywnos¢ transkrypcyjna tego genu
i tym samym hamowac synteze MT-2A w odpowiedzi
na stymulacje obecnosciag metali ciezkich. Autorzy wyka-
zali wystepowanie polimorfizmu A/G w pozycji (-5) pro-
motora genu MT-2A u 18% sposrdéd 119 przebadanych
kobiet.

Uzyskane przez autoréw niniejszej pracy wyniki
wskazuja, ze polimorfizm A/G (-5) genu MT-2A najpraw-
dopodobniej nie jest zwigzany ze zwiekszonym ryzykiem
zachorowania na przewodowego raka piersi kobiet ani
tez z progresja tej choroby. Przypuszczenia te wymagaja
jednak przeprowadzenia dalszych badah z udziatem
wiekszej populacji.

Prace wykonano przy udziale Srodkéw z grantu Prezy-
denta Miasta todzi (2007).
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