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Polimorfizm hOGG1 Ser326Cys i XRCC1 Arg399GIn genéw naprawy DNA
przez wycinanie zasad azotowych (BER) u kobiet w wieku pomenopauzalnym
chorych na raka endometrium
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Streszczenie

Wstep: Polimorfizm pojedynczych nukleotydéw w genach systemu naprawy DNA przez wycinanie zasad
azotowych (BER), takich jak: hOGGI i XRCCI, jest intensywnie badany w wielu nowotworach.

Materiat i metody: W prezentowanej pracy analizowano polimorfizmy hOGGI Ser326Cys i XRCC1 Arg399Gln
u chorych na raka endometrium i w grupie kontrolnej.

Wyniki: Nie wykazano statystycznie istotnych rozni¢ (p > 0,05) w rozktadzie genotypow i czestosci alleli
polimorfizmu genu hOGGI w grupie kobiet chorych na raka endometrium i w grupie kontrolnej. Jednakze cze-
stos¢ allelu XRCCI 399GIn byta znaczgco wieksza w grupie badanej niz kontrolnej (p = 0,035) [OR 1,25 (95% ClI
1,02-1,55). Rozktad genotypéw i czestosci alleli polimorfizméw genéw hOGGI i XRCCI nie byt znaczaco zwigzany
ze stopniem zaawansowania raka endometrium (p > 0,05).

Whiosek: Badania sugeruja, ze polimorfizm XRCCI Arg399GIn moze odgrywac role w rozwoju raka endome-
trium w polskiej populacji.

Stowa kluczowe: hOGGI, XRCCI, rak endometrium.

Summary

Background: Single nucleotide polymorphisms in DNA base excision repair (BER) system such as: hOGGI
and XRCCI genes have been extensively studied in the association with various cancers.

Material and methods: In the present study hOGGI Ser326Cys and XRCCI Arg399GIn gene polymorphisms
in endometrial cancer patients and controls were investigated.

Results: There were no significant (p > 0.05) differences in the frequencies of genotypes or alleles of hOGG1
genes between endometrial cancer women and controls. However, the frequency of the XRCCI 399Gln allele
was significantly greater in endometrial cancer subjects as compared with controls (p = 0.035) [OR 1.25 (95% Cl
1.02 to 1.55). The distributions of genotypes and alleles of the hOGGI and XRCCI genes were not significantly
associated with the different grades of endometrial cancer (p > 0.05).

Conclusion: This study suggested that XRCCI Arg399GIn polymorphism may play an important role in endo-
metrial cancer development in the Polish population.
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Wstep

Rak endometrium zajmuje czwarte miejsce wsrod
nowotworéw u kobiet. Okoto 80% przypadkéw diagno-
zowanych jest w okresie po menopauzie [1, 2].

Proces transformacji nowotworowej endometrium
nie jest do konca poznany. Wptywa na niego wiele
roznorodnych czynnikéw ryzyka. Jest to proces wielo-
stopniowy. Czynniki ryzyka wptywaja na organizm nie
bezposrednio, ale np. w wyniku indukcji reaktywnych
form tlenu, ktére uszkadzajg strukture DNA i powoduja
punktowe mutacje w obrebie chromosoméw. Niektére
z tych mutacji doprowadzaja do transformacji prawidto-
wych komérek w nowotworowe.

Aby chroni¢ komérki przed uszkodzeniami oksyda-
cyjnymi, komérki wyksztatcity nastepujace mechani-
zmy naprawy DNA: szlak naprawy przez bezposrednia
rewersje uszkodzenia, wycinanie zasad azotowych,
wycinanie nukleotydéw, naprawa btednie sparowanych
zasad azotowych, naprawa przez rekombinacje (homo-
logiczna i niehomologiczna) [3].

Gen hOGGI (the human oxoguanine glycosylase 1)
i XRCCI (X-ray repair cross-complementing 1) nalezg do
grupy gendw uczestniczacych w mechanizmie naprawy

Tab. I. Charakterystyka pacjentek (n = 220)

Opis Liczba przypadkéw (%)
wiek [lata]
Srednia 64
zakres 52-83
BMI (kg/m?)
<249 48 (22%)
25-29,9 68 (31%)
> 30 104 (47%)
liczba ciaz
1 72 (32%)
2-3 148 (68%)
>4 0
HTZ
tak 144 (65%)
nie 76 (35%)

klasyfikacja wg stadiéw zaawansowania nowotworu
| 122 (56%)

Il 51 (23%)

1l 47 (21%)
klasyfikacja wg stopni nasilenia

Gl 100 (45%)

G2 110 (49%)

G3 10 (6%)
status

po menopauzie 220
krwawienia

tak 150 (67%)

nie 70 (33%)
cukrzyca 42 (19%)
nadcisnienie 120 (54%)

BMI — wskaznik masy ciata (body mass index); HTZ — hormonalna terapia
zastepcza.

przez wycinanie zasad azotowych (base excition repair
— BER) i 53 kluczowe w tym procesie [3, 4]. Mechanizm
BER naprawia wszystkie oksydacyjne uszkodzenia DNA
oraz pekniecia pojedynczych nici [4]. Uszkodzenia te
moga przyczynia¢ sie do rozwoju wielu nowotwordw,
w tym raka endometrium.

Istnieja doniesienia pismiennictwa o zwigzku po-
miedzy polimorfizmem w kodonie 326 genu hOGGI oraz
polimorfizmem w kodonie 399 genu XRCCI a ryzykiem
wystapienia réznych nowotwordw [4-18].

Transwersja G — C w pozycji 1245 genu hOGG1 po-
woduje podstawienie Ser — Cys w kodonie 326 (poli-
morfizm Ser326Cys), ktéry moze by¢ zwigzany z rakiem
ptuc [7, 8], zotadka [9] i krtani [10]. Z drugiej strony allel
326Cys hOGGI moze petni¢ funkcje ochronng rozwoju
raka piersi u kobiet w Europie [11].

W przypadku genu XRCCI podstawienie aminokwa-
sowe 399Arg do Gln moze powodowal wzrost ryzy-
ka raka krtani, prostaty, trzustki, ptuc i piersi [12-18].
Z drugiej strony polimorfizm w kodonie 399 genu XRCC1
moze powodowac redukcje ryzyka raka pecherza mo-
czowego [19].

Niewiele wiadomo o roli polimorfizméw genu hOGGI
i XRCC1 w raku endometrium. W dostepnym pismien-
nictwie niewielu badaczy analizowato zwigzki pomie-
dzy polimorfizmami tych genéw a rakiem endometrium
[20-22].

Dlatego celem prezentowanych badan stato sie
okreslenie relacji pomiedzy polimorfizmem Arg399Gln
genu XRCCI i Ser326Cys genu hOGGI a rakiem endome-
trium u polskich kobiet.

Materiat i metody
Pacjentki

W badaniach brato udziat 220 pacjentek z histo-
logicznie potwierdzong diagnoza raka endometrium.
Charakterystyke pacjentek przedstawia tabela I. Probki
guzéw utrwalonych w parafinie zostaty uzyskane od ko-
biet w wieku pomenopauzalnym, chorych na raka endo-
metrium, leczonych w Klinice Chorob Menopauzy Insty-
tutu Centrum Zdrowia Matki Polki w latach 2004-2009.
Wszystkie nowotwory sklasyfikowano wg kryteriow
Miedzynarodowe]j Federacji Ginekologdéw i Potoznikéw
(Federation of Gynaecology and Obstetrics — FIGO). DNA
uzyskany z prawidtowego endometrium stanowit grupe
kontrolng (n = 220).

Izolacja DNA

DNA byt izolowany przy uzyciu zestawu QIAmp DNA
Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) zgodnie z in-
strukcja producenta.
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Tab. II. Polimorfizm Arg399Gln genu XRCCI w grupie badanej i kontrolnej

Pacjentki (n = 220)

Kontrola (n = 220)

XRCC1 Arg399GlIn liczba (%) liczba (%) OR (95% Cl)2 p°
Arg/Arg 72 32,7 94 42,7 0,76 (0,45-1,05) 0,122
Arg/Gln 106 48,2 102 46,4 1,04 (0,81-1,38) 0,688
GIn/Gln 42 19,1 24 10,9 1,59 (1,02-2,43) 0,053
Arg 250 56,8 290 65,9 0,88 (0,72-1,05) 0,131
Gln 190 43,2 150 34,1 1,25 (1,02-1,55) 0,035
Dane zapisane wyttuszczonym drukiem sq statystycznie znaczqce; “iloraz szans (95-procentowy przedziat ufnosci); “test Chi.
Tab. lll. Polimorfizm Ser326Cys genu hOGGI w grupie badanej i kontrolnej
Pacjentki (n = 220) Kontrola (n = 220)
hOGG1 Ser326Cys liczba (%) liczba (%) OR (95% Cl)? p°
Ser/Ser 140 63,6 156 70,6 0,79 (0,66-1,19) 0,460
Ser/Cys 69 313 58 26,1 1,18 (0,87-1,62) 0,273
Cys/Cys 1 5,1 6 33 1,66 (0,82-3,38) 0,152
Ser 349 79,3 370 84,1 0,94 (0,79-1,12) 0,469
Cys 91 20,7 70 15,9 1,28 (0,99-1,68) 0,060
“lloraz szans (95-procentowy przedziat ufnosci); “test Chi.
Tab. IV. Rozktad polimorfizméw genéw hOGG1 i XRCCI w zaleznosci od stopnia zaawansowania nowotworu
Polimorfizm Stopien | (%) Stopien Il + 11l (%) OR (95% Cl)2 pb
(n = 100) (n = 120)
XRCC1 Arg399GlIn
Arg/Arg 25 (25) 46 (38,3) 0,47 (0,24-0,93) 0,052
Arg/Gln 55 (55) 52 (43,3) 1,34 (0,67-2,31) 0,295
GIn/Gln 20 (20) 22 (18,3) 2,03 (0,84-4,91) 0,114
Arg 105 (52,5) 144 (60,0) 0,86 (0,67-1,12) 0,297
Gln 95 (47,5) 96 (40,0) 1,19 (0,91-1,56) 0,214
hOGG1 Ser326Cys
Ser/Ser 61 (61) 80 (65,3) 0,92 (0,62-1,41) 0,749
Ser/Cys 33 (33) 34 (29,4) 1,12 (0,72-1,72) 0,598
Cys/Cys 6 (6) 6(53) 1,14 (0,47-2,79) 0,769
Ser 155 (77,5) 194 (80,8) 0,98 (0,78-1,24) 0,789
Cys 45 (22,5) 46 (19,2) 1,13 (0,80-1,58) 0,498

“lloraz szans (95-procentowy przedziat ufnosci); *test Chi.

Polimorfizm hOGGT

Polimorfizm Ser326Cys genu hOGGI byt okreslony za
pomoca techniki PCR-RFLP z zastosowaniem starteréw
5’-GGAAGGTGCTTGGGGAAT-3" i 5-ACTGTCACTAGTCT-
CACCAG-3'. Mieszanina reakcji taficuchowej polimera-
zy (polymerase chain reaction — PCR) (25 pl) obejmo-
wata 100 ng DNA, 12,5 pmol kazdego ze starteréw, 0,2
mmol/l dNTP, 2 mmol/l of MgCl, i 1 U polimerazy Taq
DNA (TaKaRa, Japonia). Produkt PCR poddawano elek-
troforezie w 7-procentowym Zzelu poliakrylamidowym
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(polyacrylamide gel — PAGE) i wizualizowano w wyniku
barwienia bromkiem etydyny. Fragment dtugosci 100 pz
odpowiadat genotypowi Cys/Cys. Heterozygote Ser/Cys
charakteryzowata obecnosé¢ dwéch pasm 100 i 200 pz,
natomiast homozygote Ser/Ser jedno pasmo 200 pz.
Reakcja PCR zostata przeprowadzona w termocyklerze
DNA Thermal Cycler (GeneAmp PCR System 2400; Per-
kin-Elmer, Norwalk, CT, USA). Warunki reakcji byty na-
stepujace: wstepna denaturacja 95°C przez 5 min, wita-
Sciwe 35 cykli: denaturacja 95°C przez 30 s, wydtuzanie
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56°C przez 30 s, wydtuzanie 72°C przez 30 s, koncowe
wydtuzanie 7 min w 72°C. Produkt PCR byt trawiony 1
U Satl w 37°C.

Polimorfizm XRCC1

Analiza polimorfizmu genu XRCCI zostata przepro-
wadzona technika PCR-RFLP z zastosowaniem starte-
row 5-TTGTGCTTTCTCTGTGTCCA-3’ i 5-TCCTCCAGCC-
TTTTCTGATA-3". Reakcje PCR przeprowadzono w ob-
jetosci 25 pl zawierajacej 12,5 pmol kazdego startera,
0,2 mmol/l dNTP, 3 mmol/l MgCl,, 100 ng DNA i 1 U po-
limerazy Tag DNA (TaKaRa, Japonia). Produkt PCR byt
trawiony catg noc 10 U Mspl w 37°C. Allel dziki Arg cha-
rakteryzowata obecnosé dwéch pasm — 375 i 240 pz,
allel Gln obecnosé¢ pasma dtugosci 614 pz.

Andliza statystyczna

Analize statystycznag uzyskanych wynikéw przepro-
wadzano, stosujac program komputerowy STATISTICA
ver. 5.0 (StatSoft, Inc.). Wynik uznawano za istotny staty-
stycznie przy poziomie istotnosci p < 0,05. Analiza staty-
styczna rozktadu genotypdéw oraz alleli w grupie badanej
i kontrolnej przeprowadzona zostata po wczesniejszym
potwierdzeniu, ze otrzymane uktady pozostajg w stanie
rownowagi wg reguty Hardy’ego-Weinberga.

Wyniki

Wyniki rozktadu genotypéw XRCCI (Arg399Gln)
w raku endometrium i kontroli przedstawia tabela II.
Stwierdzono statystycznie istotne réznice pomiedzy
badanymi grupami (p < 0,05). U kobiet z rakiem en-
dometrium czestosci alleli wynosity odpowiednio 56,8
i 43,2%, dla alleli Arg i GIn XRCC1, w grupie kontrolnej
65,9 i 34,1% dla tych samych alleli. Allel 399GIn wyste-
powat ze statystycznie istotnie wieksza czestoscig u ko-
biet z rakiem endometrium w poréwnaniu z grupa kon-
trolng [OR = 1,25, 95% ClI (1,02-1,55; p = 0,035)].

Nie wykazano r6znic w czestosci genotypdw poli-
morfizmu genu hOGGI pomiedzy grupa badang i kon-
trolng (tab. I1l) (p > 0,05).

W celu wyjasdnienia, czy polimorfizm XRCCI
(Arg399Gln) i hOGG1 (Ser326Cys) zwieksza ryzyko
rozwoju raka endometrium, poréwnywano rozktad ge-
notypéw w zaleznosci od stopnia zaawansowania wg
FIGO (tab. Il).

Stopiefi zaawansowania histologicznego byt okre-
Slony we wszystkich przypadkach (n = 220) — 100 przy-
padkow stopnia |, 110 przypadkéw stopnia Il 10 stopnia
[ll. Nie wykazano statystycznie istotnych réznic w roz-
ktadzie genotypéw polimorfizméw XRCCI Arg399Glin
i hOGG1 Ser326Cys w grupach r6znego stopnia zaawan-
sowania nowotworu (p > 0,05) (tab. IV).

Nie zaobserwowano statystycznie znaczacych réz-
nic w czestosci alleli i genotypéw XRCCI Arg399Gln
i hOGGI Ser326Cys pomiedzy czynnikami ryzyka raka
endometrium, wskaznikiem masy ciata (body mass in-
dex — BMI), hormonalng terapig zastepcza (HTZ), krwa-
wieniami, cukrzyca, nadcisnieniem.

Dyskusja

Prezentowane badania dotyczyty analizy polimorfi-
zmow XRCCI Arg399Gln i hOGGI Ser326Cys, gendw na-
prawy DNA przez wycinanie zasad azotowych, w raku en-
dometrium u polskich kobiet w wieku pomenopauzalnym.
Wykazano, ze polimorfizm genu XRCCI moze by¢ zwigza-
ny z tym nowotworem w przeciwiefstwie do hOGGI.

Chociaz znane sa r6zne polimorfizmy pojedynczych
nukleotydéw genu XRCCI, to tylko trzy sposréd nich
(Argl94Trp, Arg280His i Arg399GIn) moga by¢ rozwaza-
ne jako potencjalne czynniki ryzyka rozwoju nowotwo-
row [3].

Sugeruje sie, ze powyzsze polimorfizmy moga zmie-
nia¢ wydajnos¢ XRCCI w procesie naprawy DNA, zwtasz-
cza polimorfizm w kodonie 399.

Polimorfizm XRCC1 Arg399Gln jest badany jako czyn-
nik ryzyka rozwoju réznych nowotworéw. Dane literatu-
rowe wskazuja, ze XRCCI Arg399Gln moze by¢ zwigzany
ze wzrastajacym ryzykiem raka ptuc [23, 24], gtowy i szyi
[25] oraz Zzotadka [26].

Nie zwieksza natomiast ryzyka rozwoju raka peche-
rza moczowego [27], przetyku [28] oraz czerniaka [29].

W przypadku raka piersi doniesienia piémiennictwa
sg sprzeczne. Smith i wsp. nie znalezli zwigzku pomie-
dzy genotypem XRCCI 399 GIn/Gln a tym nowotworem
[30]. JednakZze wyniki te nie zostaty potwierdzone przez
innych badaczy [31-33].

W pismiennictwie niewiele jest danych o znaczeniu
polimorfizmu XRCCI Arg399GIn w raku endometrium [21].
Tylko praca De Ruyck K i wsp. wykazata, ze polimorfizmy
pojedynczych nukleotydéw XRCCI w kombinacji z SNP
innych gendw (XRCC3 i hOGGI) sg zwigzane ze zwieksze-
niem czutosci pacjentek na radioterapie (RT) [21].

W prezentowanej pracy allel 399GIn zwiekszat ok.
1,25 razy ryzyko rozwoju raka endometrium w poréw-
naniu z allelem 399Arg. Istnieje mozliwosé, ze allel 399G
pozostaje w zwigzku z innymi nieznanymi mutacjami
zlokalizowanymi poza regionem kodujacym genu XRCCI,
co moze by¢ istotne dla stezenia tego biatka w osoczu.

Jednakze w przedstawionych badaniach nie wykazano
zwigzku pomiedzy polimorfizmem genu hOGGI Ser326Cys
a rakiem endometrium. Jest to zgodne z danymi pismien-
nictwa [21, 22]. Krupa i wsp. sugeruja, ze polimorfizm
Ser326Cys hOGGI moze nie by¢ bezposrednio zwigzany
z rozwojem raka endometrium w polskiej populacji oraz
nie moze by¢ niezaleznym markerem tej choroby [22].

Poza tym w pracy nie stwierdzono zwigzku pomie-
dzy badanymi polimorfizmami a czynnikami ryzyka raka
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endometrium, jak: BMI, liczba ciaz, HTZ, krwawienia, cu-
krzyca i nadcisnienie.

Whniosek

Wyniki przedstawionych badan sugeruja, ze polimor-
fizm Arg399GlIn genu XRCCI moze by¢ zwigzany z rakiem
endometrium w polskiej populacji.

Dlatego tez mozna stwierdzi¢, ze system naprawy
DNA przez wycinanie zasad azotowych odgrywa istotng
role w powstawaniu raka endometrium. Dalsze badania
sg konieczne do potwierdzenia tego przypuszczenia.
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