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SSttrreesszzcczzeenniiee

CCeell::  Polimorfizmy regionów promotorowych genów metalotioneiny mogą zaburzać funkcjonowanie syste-
mów detoksykacyjnych komórki odpowiedzialnych za usuwanie metali ciężkich i tym samym wpływać 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.

MMaatteerriiaałł  ii mmeettooddyy::  Materiał do badań stanowiła krew obwodowa 75 kobiet z rozpoznanym przewodowym
rakiem piersi oraz krew pobrana od 100 zdrowych kobiet. Polimorfizm określano przy użyciu automatycznego
sekwenatora DNA ABI PRISM 377 i programu komputerowego GeneScan Analysis Software wer. 3.7 służącego
do analizy ilościowej i jakościowej zamplifikowanych fragmentów oraz DNA Sequencing Analysis Software
v. 3.4.1. analizującego produkty sekwencjonowania DNA. 

WWyynniikkii:: Rozkład genotypów A/G (–5) w regionie promotorowym MT-2A nie różnił się znamiennie statystycz-
nie w grupie badanej i grupie kontrolnej (p>0,05) od rozkładu zgodnego z prawem Hardy’ego-Weinberga. Nie
wykazano także znamiennych statystycznie różnic (p>0,05) w rozkładzie genotypów i częstości występowania
alleli pomiędzy grupami o różnym stopniu zaawansowania przewodowego raka piersi. 

WWnniioosskkii::  Na podstawie uzyskanych wyników można wnioskować, iż polimorfizm A/G (–5) w regionie pro-
motorowym genu metalotioneiny 2A nie jest związany z procesem transformacji nowotworowej przewodowe-
go raka piersi kobiet.

SSłłoowwaa  kklluucczzoowwee:: gen MT-2A, polimorfizm, przewodowy rak piersi kobiet

SSuummmmaarryy

AAiimm::  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. 

MMaatteerriiaall  aanndd  mmeetthhooddss::  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. 

RReessuullttss::  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. 

CCoonncclluussiioonnss:: 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.

KKeeyy  wwoorrddss:: MT-2A, polymorphism, breast ductal carcinoma 
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WWssttêêpp

Metalotioneiny (ang. metallothionein – MT) to grupa
białek wewnątrzkomórkowych charakteryzujących się
niską masą cząsteczkową (6–7 kDa), wysoką zawarto-
ścią reszt cysteiny, które stanowią ok. 30% wszystkich
aminokwasów, oraz brakiem aminokwasów aromatycz-
nych [1–4]. Metalotioneiny mają zdolność do wiązania
różnych metali, w tym cynku, kadmu, rtęci, miedzi i bi-
zmutu [5]. Białka te odpowiadają za homeostazę jonów
cynku i miedzi, detoksykację metali ciężkich (zwłaszcza
Cd i Hg) oraz ochronę przed uszkodzeniami oksydacyj-
nymi i apoptozą [5–7]. Podział MT na rodziny, podrodzi-
ny, podgrupy i izoformy jest związany z podobieństwem
sekwencji i pokrewieństwem filogenetycznym. Metalo-
tioneiny w komórkach człowieka kodowane są przez ro-
dzinę 10 genów [2, 5].

W przypadku nowotworów piersi ekspresja MT za-
chodzi zarówno w komórkach mioepitelialnych, jak i na-
błonkowych. W procesie uzłośliwiania się nowotworu
piersi dochodzi do zaniku komórek mioepitelialnych, co
może ułatwić progresję raka przewodowego [8, 9].
W przypadku nieobecności komórek mioepitelialnych
w guzie może dochodzić do kompensowania braku wy-
dzielanych przez nie czynników wzrostu i MT w wyniku
wielu zmian zachodzących w komórkach epitelialnych.
Zalicza się do nich nadekspresję receptora dla TGF-α
(ang. transforming growth factor α) i receptora dla bFGF
(ang. basic fibroblast growth factor) oraz ektopowe wy-
dzielanie bFGF i ekspresję genów metalotionein. Proce-
sy te powodują przyspieszenie rozwoju nowotworu [9].

Metalotioneina MT-2A osiąga największe stężenie
spośród wszystkich izoform MT ulegających ekspresji
w nowotworach piersi [2, 10]. Poziom ekspresji MT-2 jest
pozytywnie skorelowany z aktywnością proliferacyjną
komórek. Wykazano, że nadekspresja MT-2A powodu-
je 2-krotny wzrost liczby podziałów komórkowych, pod-
czas gdy w przypadku nadekspresji MT-1E i MT-3 nie ob-
serwowano takiego efektu [2]. Potwierdzeniem związku
MT-2A z proliferacją komórek jest korelacja między po-
ziomem ekspresji tej izoformy metalotionein i ekspresją
Ki-67, białka będącego markerem proliferacji. Zarówno
stężenie MT-2A, jak i mRNA dla tej izoformy jest wyższe
w nowotworach bardziej zaawansowanych niż w nowo-
tworach w niższych stadiach. Silna korelacja między eks-
presją MT-2A a aktywnością proliferacyjną nowotworów
piersi wskazuje na potencjalne znaczenie tej izoformy
w nowotworzeniu.

Dane literaturowe wskazują, że zamiana adeniny
na guaninę w pozycji (–5) w obszarze promotorowym
genu metalotioneiny 2A może w istotny sposób wpły-
wać na oddziaływanie promotora z czynnikami trans-
krypcyjnymi i tym samym na ekspresję genu MT-2A [11]. 

Celem pracy była analiza rozkładu genotypów i czę-
stości alleli A/G (–5) regionu promotorowego genu me-
talotioneiny 2A w raku przewodowym piersi kobiet.

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyy

Materiał do badań stanowiła krew obwodowa pobra-
na od 75 pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem przewo-
dowym piersi (średnia wieku 53; przedział wiekowy 41–73
lata). Wszystkie nowotwory poddano ocenie histopatolo-
gicznej oraz klasyfikacji wg Blooma-Richardsona. Stwier-
dzono 18 przypadków raka w stopniu I, 48 w stopniu II
i 9 w stopniu III. 

Materiałem kontrolnym do analiz były wymazy nabłon-
ków pobrane z jamy ustnej 100 zdrowych ochotniczek
z ujemnym wywiadem rodzinnym w kierunku choroby no-
wotworowej. Średnia wieku w grupie kontrolnej wynosi-
ła 28 lat. 

IIzzoolloowwaanniiee  ggeennoommoowweeggoo  DDNNAA

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

Czystość otrzymanych preparatów DNA określano me-
todą spektrofotometryczną, analizując widma absorbancji
próbek w zakresie długości fali 230–300 nm. Przyjętym kry-
terium czystości DNA była wartość A260/A280 mieszcząca
się w granicach 1,8–2,0.

AAmmpplliiffiikkaaccjjaa  DDNNAA  ii ddeetteekkccjjaa  aalllleellii

Reakcje PCR przeprowadzano w mieszaninie reakcyj-
nej o objętości 7,5 µl zawierającej 100 ng genomowego
DNA, 0,06 µl polimerazy AmpliTaq Gold™ DNA (Applied 
Biosystems); 0,75 µl 1 × GeneAmp® PCR buforu (Applied
Biosystems); 0,75 µl mieszaniny GeneAmp dNTP (Applied
Biosystems), 0,75 µl chlorku magnezu (Applied Biosys-
tems), 0,8 µl każdego ze starterów (stężenie 5 pM). Poli-
morfizm został określony przy zastosowaniu następują-
cych starterów:

5’-AAGACCTTCTAGCACCACCG-3’;
5’ TGGGCATCCCCAGCCTCTTA 3’.
Jeden ze starterów użyty do reakcji amplifikacji wyzna-

kowano znacznikiem fluorescencyjnym FAM. Analizy jako-
ściowej fragmentów amplifikacji dokonano z zastosowa-
niem programu komputerowego GeneScan Analysis
Software wer. 3.7 (Applied Biosystems). Jako kontrolę po-
prawności oznaczeń użyto CEPH control DNA 1347–02 (Ap-
plied Biosystems). 

RReeaakkccjjaa  sseekkwweennccjjoonnoowwaanniiaa

Sekwencjonowaniu poddano próbki z wybranymi al-
lelami różniące się pomiędzy sobą wielkościami frag-
mentów. Każdy 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 instrukcją pro-
ducenta. 

Produkty sekwencjonowania oczyszczano przez wy-
trącanie 95-procentowym etanolem w obecności 3 M
octanu sodu. Po 20 min inkubacji w temperaturze poko-
jowej próbki wirowano przy 14 tys. rpm przez 20 min.
Usuwano supernatanty, a produkty przemywano 70-pro-
centowym etanolem. Po usunięciu etanolu i wysuszeniu
produkty zawieszano w 12 µl dejonizowanego formami-
du i denaturowano przez 2 min w 95°C, a następnie
schładzano 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).

WWyynniikkii

Analizowano rozkład genotypów oraz częstość alle-
li A/G (–5) regionu promotorowego genu metalotione-
iny 2A w grupie pacjentek ze zdiagnozowanym rakiem
przewodowym piersi oraz kobiet zdrowych stanowią-
cych grupę kontrolną (tab. I). 

Nie wykazano istotnej statystycznie różnicy w roz-
kładzie genotypów i częstości alleli między grupą bada-
ną i kontrolną. Wartości ilorazu szans (OR) również
wskazują na brak związku między badanym polimorfi-
zmem A/G (–5) genu metalotioneiny 2A i występowa-
niem przewodowego raka piersi.

Ponadto przeprowadzono analizę rozkładu genoty-
pów oraz częstości występowania alleli w grupach pa-
cjentek o różnym stopniu zaawansowania nowotworu.

TTaabb..  II..  Rozkład genotypów oraz częstość występowania alleli A/G (–5) regionu promotorowego genu metalotioneiny 2A wśród
chorych na przewodowego raka piersi oraz w grupie kontrolnej. Analiza OR

GGeennoottyypp RRaakk  pprrzzeewwooddoowwyy  ((nn==7755)) KKoonnttrroollaa  ((nn==110000))

lluubb  aalllleell

lliicczzbbaa cczzęęssttoośśćć lliicczzbbaa cczzęęssttoośśćć OORR  ((9955%%  PPUU))

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)

χ2 0,752a 0,853a

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 rozkłady zgodne z rozkładem Hardy’ego-Weinberga 

TTaabb..  IIII..  Rozkład genotypów oraz częstość występowania alleli A/G regionu promotorowego genu metalotioneiny 2A wśród
pacjentek z przewodowym rakiem piersi w stopniu zaawansowania I i II wg skali Blooma-Richardsona. Analiza OR

GGeennoottyypp  CChhoorree  nnaa  pprrzzeewwooddoowweeggoo  rraakkaa  ppiieerrssii
OORR  ((9955%%  PPUU))

lluubb  aalllleell
ssttooppiieeńń  II    ssttooppiieeńń  IIII

((nn==1188)) ((nn==4488))

lliicczzbbaa cczzęęssttoośśćć lliicczzbbaa cczzęęssttoośśćć

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)

χ2 0,617a 0,431a

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 rozkłady zgodne z rozkładem Hardy’ego-Weinberga 
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Grupę chorych na nowotwory w stopniu I, II oraz III po-
równano między sobą (tab. II, III). Nie stwierdzono staty-
stycznie istotnych różnic pomiędzy rozkładami genoty-
pów w grupach o różnym stopniu zaawansowania
nowotworu a rozkładem przewidywanym przez prawo
Hardy’ego-Weinberga (p>0,05). Nie stwierdzono różnic
w częstościach występowania alleli A i G pomiędzy ba-
danymi grupami (p>0,05).

DDyysskkuussjjaa

Metalotioneiny stymulują proliferację komórek nowo-
tworowych i hamują apoptozę poprzez aktywację czynni-
ka NF-κB, obniżenie aktywności białka p53 i ekspresję
efektorowego białka apoptozy Bax [12, 13]. Niski stopień
zaawansowania raka piersi wiąże się z niższą ekspresją
MT. Ekspresja MT w komórkach 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, wiąże się
ze złymi rokowaniami dla pacjentów [14]. Białka te mogą
również odgrywać rolę w oporności na terapię przeciwno-
wotworową [8, 15]. Jednym z prawdopodobnych mechani-
zmów, na drodze którego MT uczestniczą w oporności
na leki przeciwnowotworowe, jest hamowanie przez MT
apoptozy [15].

Metalotioneina MT-2 jest główną izoformą, która wy-
daje się związana z proliferacją komórek przewodowego
raka piersi [10, 15]. Poziom ekspresji MT-2 jest pozytyw-
nie skorelowany z aktywnością proliferacyjną komórek.
Wykazano, że nadekspresja MT-2A powoduje 2-krotny
wzrost liczby podziałów komórkowych, podczas gdy
w przypadku nadekspresji MT-1E i MT-3 nie obserwowa-
no takiego efektu [2]. Potwierdzeniem wpływu MT-2A
na proliferację komórek jest korelacja między poziomem
ekspresji tej izoformy metalotionein a ekspresją Ki-67,

białka będącego markerem proliferacji. Zarówno stężenie
MT-2A, jak i mRNA dla tej izoformy jest wyższe w nowo-
tworach bardziej zaawansowanych niż w nowotworach
o niższym stadium zaawansowania. Korelacja między eks-
presją MT-2A a aktywnością proliferacyjną nowotworów
piersi wskazuje na potencjalne znaczenie tej izoformy
w nowotworzeniu.

Rdzeń promotora genu MT-2 zawiera sekwencję 
TATA oraz regiony inicjatorowe, do których przyłącza się
czynnik transkrypcyjny IID (ang. transcription factor IID
– TFIID) będący częścią kompleksu preinicjacyjnego
transkrypcji [5]. W regionie promotorowym znajdują się
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
genów MT znajduje się motyw bogaty w pary GC (GGG-
GCGGGG), z którym łączą się czynniki transkrypcyjne
z rodziny Sp, w tym białko Sp1 (ang. specificity protein 1)
[5]. W regulacji ekspresji genu MT-2 przez metale ciężkie
biorą udział sekwencje MRE (ang. metal responsie ele-
ment), które są również konieczne do transkrypcji tych
genów na poziomie podstawowym. Sekwencje MRE
(CTNTGC(G/A)CNCGGCCC) obecne są w wielu kopiach
w regionach promotorowych genów MT u ssaków. W re-
gionie promotorowym genu MT-2 stwierdzono występo-
wanie 6 takich sekwencji. Z sekwencjami MRE oddziału-
je zależny od cynku czynnik transkrypcyjny MTF-1 (ang.
metal responsive transcription factor 1) [5, 11]. Jest on
uznawany za główny czynnik transkrypcyjny regulujący
ekspresję genu MT-2A [11, 16]. 

Analizowana w niniejszej pracy substytucja A→G
mająca miejsce w pozycji (–5) w obszarze rdzenia pro-
motora genu MT-2A jest jednocześnie miejscem zlokali-

TTaabb..  IIIIII.. Rozkład genotypów oraz częstość występowania alleli A/G regionu promotorowego genu metalotioneiny 2A wśród
pacjentek z przewodowym rakiem piersi w stopniu zaawansowania I i III wg skali Blooma-Richardsona. Analiza OR

GGeennoottyypp  CChhoorree  nnaa  pprrzzeewwooddoowweeggoo  rraakkaa  ppiieerrssii OORR  ((9955%%  PPUU))

lluubb  aalllleell
ssttooppiieeńń  II    ssttooppiieeńń  IIIIII

((nn==  1188)) ((nn==  99))

lliicczzbbaa cczzęęssttoośśćć lliicczzbbaa cczzęęssttoośśćć

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)

χ2 0,512a 0,261a

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 rozkłady zgodne z rozkładem Hardy’ego-Weinberga 



PRZEGL¥D MENOPAUZALNY 4/2008

221

zowanym w centrum sekwencji o najwyższej zgodności
TGC(G/A)CNC, do której może przyłączać się czynnik
transkrypcyjny MTF-1 [11]. Jak wykazały badania Kita
i wsp. [11] polimorfizm A/G (–5) może mieć wpływ nie tyl-
ko na oddziaływanie MTF-1 z promotorem genu MT-2A,
ale także obniżać aktywność transkrypcyjną tego genu
i tym samym hamować syntezę MT-2A w odpowiedzi
na stymulację obecnością metali ciężkich. Autorzy wyka-
zali występowanie polimorfizmu A/G w pozycji (–5) pro-
motora genu MT-2A u 18% spośród 119 przebadanych
kobiet. 

Uzyskane przez autorów niniejszej pracy wyniki
wskazują, że polimorfizm A/G (–5) genu MT-2A najpraw-
dopodobniej nie jest związany ze zwiększonym ryzykiem
zachorowania na przewodowego raka piersi kobiet ani
też z progresją tej choroby. Przypuszczenia te wymagają
jednak przeprowadzenia dalszych badań z udziałem
większej populacji. 

Pracę wykonano przy udziale środków z grantu Prezy-
denta Miasta Łodzi (2007).
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