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Streszczenie

Wstep: Rak endometrium jest jednym z najczestszych nowotworéw trzonu macicy. Biatko kodowane przez
gen XRCCI (X-ray repair cross-complementing 1) uczestniczy w naprawie uszkodzen DNA, ktére moga wptywac
na rozwdj raka endometrium.

Materiat i metody: Analiza polimorfizmu Arg399GIn genu XRCCI zostata przeprowadzona w grupie 450 pa-
cjentek z rakiem endometrium i 360 oséb grupy kontrolnej z zastosowaniem reakcji taficuchowej polimerazy
metoda analizy polimorfizmu dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism — PCR-RFLP).

Wyniki: Wykryto zwigzek pomiedzy wystapieniem raka endometrium a obecnoscig genotypu GIn/Gln [iloraz
szans (odds ratio — OR) = 2,22; 95-procentowy przedziat ufnosci (95% confidence interval —95% Cl) = 1,51-3,27,
p < 0,0001]. Genotyp GIn/Gln zwiekszat ryzyko wystapienia raka endometrium stopnia | (OR = 2,13; 95% PU =
2,02-2,75, p < 0,012). Nie stwierdzono statystycznie istotnych zaleznosci pomiedzy polimorfizmem Arg399Gln
genu XRCCI a czynnikami ryzyka raka endometrium, jak: wskaznik masy ciata (body mass index — BMI), hormo-
nalna terapia zastepcza (HTZ), krwawienia, cukrzyca i nadcisnienie.

Whniosek: Wyniki sugeruja, ze polimorfizm Arg399Gln genu XRCCI moze by¢ zwigzany z rozwojem raka
endometrium u polskich kobiet.

Stowa kluczowe: XRCCI1, rak endometrium, polimorfizm genowy.

Summary

Background: Endometrial cancer is one of the most common malignant neoplasms which appear in the
uterine body. X-ray repair cross-complementing 1 (XRCCI) protein can be involved in the repair of DNA lesions,
which are known to contribute to endometrial cancer.

Material and methods: The genotype analysis of XRCCI Arg399GlIn gene polymorphisms for 456 endome-
trial cancer patients and 300 controls of cancer-free subjects in the Polish population was performed using
PCR-based restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP).

Results: An association was found between endometrial cancer occurrence and the GIn/Gln genotype of the
Arg399Gln polymorphism (odds ratio 2.22; 95% confidence interval 1.51-3.27, p < 0.0001). The GIn/Gln genotype
of XRCC1 increased the risk of type | endometrial cancer occurrence (OR = 2.13, 95% Cl = 2.02-2.75, p < 0.012).
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No statistically significant association was found between gene polymorphisms and endometrial cancer risk
factors such as BMI, HRT, uterine bleeding, diabetes and hypertension.

Conclusion: The results support the hypothesis that the Arg399GIn polymorphism of the XRCCI gene may
be associated with the development of sporadic endometrial cancer in Polish women.

Key words: XRCC1, endometrial cancer, gene polymorphism.

Wstep

Rak endometrium to najczestszy nowotwoér ztosli-
wy trzonu macicy. Rocznie na Swiecie stwierdza sie ok.
150 000 nowych przypadkéw zachorowania, najczesciej
w grupie wiekowej 65-75 lat [1]. Rak endometrium jest
na czwartym miejscu wsréd najczestszych nowotwo-
row ztosliwych u kobiet w Polsce [2].

Komoérki endometrium moga podlegac stresowi
oksydacyjnemu, np. podczas cyklu menstruacyjnego
[3]. Tworza sie wtedy reaktywne formy tlenu, ktére
uszkadzaja ré6znorodne czasteczki biatek, a takze DNA.
Dochodzi do rozwoju mutacji w protoonkogenach i ge-
nach supresorowych oraz innych genach istotnych dla
indukcji, promocji i progresji nowotworéw, ktére kumu-
lowane z czasem prowadzg do rozwoju raka [4].

Uszkodzenia oksydacyjne s3 usuwane w wyniku
obecnosci mechanizmu naprawy przez wycinanie zasad
azotowych (base excision repair — BER). Naprawa przez
wycinanie zasad azotowych stuzy gtéwnie usuwaniu

Tab. I. Pacjentki (n = 450)

Opis Liczba przypadkéw %
BMI [kg/m?]
<249 94 21
25-29,9 145 32
> 30 211 47
liczba ciaz
1 144 32
2-3 312 68
>4 0 0
HTZ
tak 285 63
nie 165 37

stopiefi zaawansowania

nowotworu
| 247 54
I 100 22
Il 103 23
stopien nasilenia nowotworu
Gl 244 55
G2 180 39
G3 26 6
pacjentki w wieku 450 100
pomenopauzalnym
krwawienia
tak 300 65
nie 150 35
cukrzyca 84 19
nadcisnienie 240 53

BMI — wskaznik masy ciata (body mass index); HTZ — hormonalna terapia
zastepcza.
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nieskomplikowanych, lecz niebezpiecznych w skutkach
uszkodzeh DNA, jakimi s3 utlenione i N-alkilowane za-
sady azotowe (np. glikol tyminy, 8-oksoguanina, 7-mety-
loguanina, 3-metyloadenina), uracyl i miejsca AP [5]. Klu-
czowymi biatkami systemu BER s3 dwa kodowane przez
geny XRCCI (X-ray repair cross-complementing 1) i hOGG1
(human oxoguanine glycosylase 1).

Gen XRCCI potozony jest na chromosomie 19
(19913.2), zajmuje ok. 31,9 kpz i zawiera 17 eksonéw. Ule-
ga on ekspresji na wysokim poziomie w réznych tkan-
kach. Gen XRCC(I jest genem polimorficznym. Dotychczas
stwierdzono istnienie 37 miejsc polimorficznych w obre-
bie genu XRCCI, 14 z nich powoduje zmiane kodowane-
go aminokwasu, a 4 wystepuja w populacji z czestoscia
3-procentowa lub wieksza. Dwa bardzo istotne polimorfi-
zmy pojedynczych nukleotydéw (SNPs) zlokalizowane sg
w kodonie 194 (podstawienie C — T w pozycji 26 304,
ekson 6, Arg do Trp) i 399 (podstawienie G — A w pozycji
28152, ekson 10, Arg do Gln). Dane z pismiennictwa suge-
ruja, ze polimorfizmy te moga by¢ zwigzane z rozwojem
r6znych nowotwordw, takich jak: rak piersi, prostaty, krta-
ni, oraz moga zmniejsza¢ ryzyko rozwoju raka pecherza
moczowego [6-14].

Niewiele jednak wiadomo o znaczeniu polimorfi-
zméw SNP genu XRCCI w raku endometrium. Dostepne
dane sa bardzo nieliczne i nie wyjasniajg tego problemu
[15-17]. W piSmiennictwie polskim nie ma w ogdle donie-
sien na ten temat.

Dlatego tez w prezentowanej pracy podjeto prébe ana-
lizy polimorfizmu Arg399Gln genu XRCCI u kobiet w wieku
pomenopauzalnym z rakiem endometrium w Polsce.

Materiaty i metody
Pacjentki

Badania objety 450 pacjentek, u ktérych stwierdzono
raka endometrium. Srednia wieku pacjentek wynosita
64 lata (58-83 lat). Charakterystyke pacjentek prezen-
tuje tabela I. Materiat do badan stanowity fragmenty
guzébw w postaci bloczkéw parafinowych przechowy-
wanych w archiwum Zaktadu Patomorfologii Klinicznej
Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w todzi z lat
2002-20009. Jako kontrole zastosowano DNA z prawidto-
wego endometrium (n = 360).

Izolacja DNA

Kwas deoksyrybonukleinowy byt izolowany z zasto-
sowaniem komercyjnie dostepnego zestawu QIAmp Kit
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(Qiagen GmbH, Hilden, Germany) zgodnie z zalecenia-
mi producenta.

Analiza polimorfizmu Arg399GIn genu XRCC1

Polimorfizm zostat okreslony poprzez reakcje tan-
cuchowa polimerazy metoda analizy polimorfizmu
dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (polymerase cha-
in reaction-restriction fragment length polymorphism
— PCR-RFLP). Zastosowano startery o sekwencjach:
5-TTGTGCTTTCTCTGTGTCCA-3’ i 5-TCCTCCAGCCTTT-
TCTGATA-3’. Reakcja tancuchowa polimerazy (polymerase
chain reaction — PCR) zostata przeprowadzona w termo-
cyklerze GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosys-
tems). Mieszanina reakcyjna (25 ul) obejmowata 100 ng
DNA, 12,5 pmol starteréw, 0,2 mmol/l dNTP, 2 mmol/I|
MgCL, i 1 U polimerazy Tagq DNA. Warunki reakcji PCR:
94°C przez 30 s, 62°C przez 30 s i 72°C przez 30 s, w 35
cyklach. Produkt PCR byt trawiony 10 U enzymu restryk-
cyjnego Mspl w 37°C. Allel dziki Arg odpowiadat dtugosci
293 pz, allel zmutowany Trp dtugosci pasma 313 pz.

Analiza statystyczna

Analiza statystyczna rozktadu genotypéw oraz alleli
w grupie badanej i kontrolnej przeprowadzona zostata
po wczesniejszym potwierdzeniu, ze otrzymane uktady
pozostaja w stanie rdwnowagi wg reguty Hardy’'ego-
-Weinberga. Analizowano rozktady genotypéw i alleli
oraz oceniono ich zgodnosé z rozktadem Hardy’ego-
-Weinberga przy uzyciu testu y2 Réznice pomiedzy

rozktadami w poszczeg6lnych grupach oceniano, takze
stosujac test y2. Wynik uznawano za istotny statystycz-
nie przy poziomie istotnosci p < 0,05.

Ocene genotypéw i alleli pod wzgledem ich zwigzku
z dana cecha, np. ryzykiem wystapienia raka, przepro-
wadzano przez zastosowanie analizy ilorazu szans (odds
ratio — OR) oraz 95-procentowego przedziatu ufnosci
(95% confidence interval — 95% Cl), ktére obliczano wg
modelu regresji logistycznej. Korzystano z pakietu Stati-
stica v. 7.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).

Wyniki

Tabela Il przedstawia rozktad genotypéw i czestosci
alleli polimorfizmu XRCCI (Arg399Gln) w grupie badanej
i kontrolnej. Stwierdzono obecnos¢ statystycznie istot-
nych réznic pomiedzy badanymi grupami (p < 0,05).
U kobiet z rakiem endometrium czestosci genotypow
Arg/Arg, Arg/Gln i GIn/Gln wynosity odpowiednio 15, 20
i 65%, podczas gdy w grupie kontrolnej 26, 46, i 28%.
W grupie chorych czestosci genotypow roznity sie znacza-
co od rozktadu przewidywanego przez prawo Hardy’ego-
-Weinberga (p < 0,05). Czesto$¢ homozygoty Gln/Gln
byta statystycznie znaczaco wyzsza w poréwnaniu z in-
nymi genotypami (OR = 2,22; 95% Cl 1,51-3,27; p < 0001).

Polimorfizm zostat takze okreslony w grupach o r6z-
nym stopniu zaawansowania nowotworu (tab. Ill). Sto-
pief zaawansowania histologicznego zostat okreslony
we wszystkich przypadkach (n = 450). Dwiescie czter-
dziesci cztery przypadki byty stopnia I, 180 stopnia I

Tab. II. Rozktad genotypow i czestosci alleli polimorfizmu Arg399GlIn genu XRCCI w grupie badanej (n = 450) i kontrolnej (n = 360)

Rak endometrium Kontrola OR (95% Cl) p?
liczba (%) liczba (%)
Arg/Arg 70 15 92 26 0,66 (0,41-0,89) 1,82
Arg/Gln 88 20 164 46 0,42 (0,31-0,59) 1,96
Gln/Gln 292 65 104 28 2,22 (1,51-3,27) < 0001
Arg 228 25 348 48 0,52 (0,42-0,65) 0,10
Gln 672 75 372 52 1,44 (1,19-1,74) 0,14

Dane pogrubione sq statystycznie znaczqce; OR — iloraz szans (odds ratio — OR); 95% Cl — 95-procentowy przedziat ufnosci (95% confidence interval); @ test 2

Tab. Il. Rozktad genotypdéw i czestosci alleli polimorfizmu genu XRCCI w zaleznosci od stopnia zaawansowania nowotworu

stopien | (%) (n = 244) stopien Il + 11l (%) (n = 206) OR (95% CI) p?
XRCCI-Arg399GlIn
Arg/Arg 37 (15%) 32 (16%) 0,44 [0,20-0,84] 0,053
Arg/Gln 37 (15%) 51 (25%) 1,34 [0,76-2,31] 0,289
GIn/Gln 170 (70%) 123 (60%) 2,13 [2,02-2,75] 0,012
Arg 111 (23%) 115 (28%) 0,86 [0,67-1,13] 0,297
Gln 377 (77%) 297 (72%) 1,20 [0,91-1,56] 0,214

Dane pogrubione sq statystycznie znaczqce; OR — iloraz szans (odds ratio — OR); 95% Cl — 95-procentowy przedziat ufnosci (95% confidence interval); @ test 2.
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i 26 stopnia Ill. W celu doktadniejszej analizy statystycz-
nej dwa ostatnie stopnie zsumowano.

Homozygota GIn/Gln okoto dwukrotnie zwiekszata
ryzyko rozwoju raka endometrium stopnia | (OR = 2,13;
95% Cl = 2,02-2,75; p < 0,012).

Nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic po-
miedzy polimorfizmem Arg399Gln genu XRCCI a czynni-
kami ryzyka raka endometrium, jak wskaznik masy ciata
(body mass index — BMI), hormonalna terapia zastepcza
(HT2), krwawienia, cukrzyca czy nadcisnienie (tab. IV).

Dyskusja

W prezentowanej pracy podjeto prébe analizy
zwiazku pomiedzy polimorfizmem Arg399GIn genu
XRCCI a rozwojem raka endometrium u polskich kobiet.

Wiadomo, ze polimorfizmy pojedynczych nukle-
otydéw genu XRCCI moga wptywaé na zdolnosci na-
prawcze kodowanego przez ten gen biatka. Istotny jest
zwtaszcza polimorfizm zlokalizowany w kodonie 399.
Polimorfizm w pozycji 399 (ekson 10) zwigzany jest

Tab. IV. Rozktad genotypéw i czestosci alleli polimorfizmu genu XRCCI a czynniki ryzyka raka endometrium

BMI [kg/m?] < 24,99 (n = 94) 25-29,99 (n = 45) >30 (n = 211)

liczba % liczba % liczba %
Arg/Arg 23 24 44 30 36 17
Arg/Gln 14 15 21 14 38 18
GIn/Gln 57 61 80 55 137 65
Arg 60 32 109 38 110 26
Gln 128 68 181 62 312 74
%2 3,672° 2,1532 3,343
HTZ tak (n = 285) nie (n = 165)

liczba % liczba %
Arg/Arg 83 29 34 21
Arg/Gln 107 37 30 18
GIn/Gln 95 33 101 61
Arg 273 48 102 31
Gln 297 52 234 69
x 0,012° 2,760°
krwawienia metrorrhagia (+) (n = 150) metrorrhagia (-) (n = 300)
Arg/Arg 40 27 63 21
Arg/Gln 60 40 63 21
Gln/Gln 50 33 174 58
Arg 140 47 189 32
Gln 160 53 411 68
% 0,049 9,768
nadcisnienie tak (n = 240) nie (n = 210)
Arg/Arg 42 18 31 15
Arg/Gln 30 13 43 20
GIn/Gln 168 70 136 65
Arg 114 24 105 25
Gln 366 76 315 73
¥ 1,434° 1,349
cukrzyca tak (n = 84) nie (n = 366)
Arg/Arg 15 18 56 15
Arg/Gln 18 18 71 19
GIn/Gln 51 60 239 65
Arg 48 29 183 25
Gln 120 71 549 75
% 2,0822 3,176°

p > 0,05 w poréwnaniu z rozktadem Hardy’ego-Weinberga; BMI — wskaznik masy ciata (body mass index); HTZ — hormonalna terapia zastepcza.
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z podstawieniem Arg — Gln w domenie BRCT |, wigza-
cej polimeraze poli(ADP-rybozy). Polimorfizm ten moze
mie¢ wptyw na ryzyko rozwoju choroby nowotworowej,
powodujac zaréwno jego wzrost, jak i spadek, w zalez-
nosci od typu i lokalizacji raka [18].

W pismiennictwie Swiatowym istnieja doniesienia,
ze polimorfizm XRCCI1-Arg399Gln moze by¢ czynnikiem
ryzyka rozwoju réznych nowotworéw. XRCCI-Arg399Gln
byt zwigzany ze wzrostem ryzyka raka ptuc [19, 20], no-
wotworéw gtowy i szyi [21] oraz raka zotadka [22].

Takiej relacji nie zaobserwowano w przypadku raka
pecherza moczowego [23], przetyku [24] i czerniaka [25].

Prace obejmujace populacje polskich kobiet chorych
na raka piersi wykazaty, ze XRCCI-Arg399GIn nie jest
niezaleznym markerem w tym nowotworze [26]. Wyniki
te pozostaja w zgodzie z doniesieniami innych autoréw
badajacych ten aspekt [27-29].

Istnieje niewiele danych w pismiennictwie o zna-
czeniu polimorfizmu XRCCI Arg399GIn w raku endome-
trium. W Polsce zesp6t Krupy i wsp. nie wykazat zwiazku
pomiedzy polimorfizmem genu hOGGI, ktéry podobnie
jak XRCCI bierze udziat w naprawie DNA poprzez wy-
cinanie zasad, a wystepowaniem raka endometrium
[30]. Korelacja taka dotyczyta natomiast polimorfizmu
135G/C genu RAD51 (gen naprawy poprzez rekombina-
cje homologiczna). Homozygota C/C zwiekszata ryzyko
rozwoju raka endometrium.

Zesp6t De Ruyck K'i wsp. w raku endometrium badat
nastepujace polimorfizmy genéw naprawy DNA: XRCCI-
-194Arg/Trp, 280Arg/His, 399Arg/Gln, 632GIn/Gln,
XRCC3-5"UTR 4,541A>G, IVS5-14 17,893A>G, 241Thr/Met
oraz polimorfizm 326Ser/Cys genu hOGGI. Badania
wykazaty, ze polimorfizmy SNP genu XRCCI w kombi-
nacji z innymi polimorfizmami genéw naprawy (XRCC3
i hOGGI) moga podwyzszac czutosé pacjentow z rakiem
endometrium na radioterapie (RT) [15, 16].

Nasze badania wstepne na grupie 220 pacjentek
sugeruja, ze polimorfizm XRCCI Arg399Gln moze by¢
znaczaco zwiazany z rakiem endometrium [31]. Zauwa-
zono, ze allel 399GIn wystepowat ze statystycznie istot-
nie wieksza czestoscia u kobiet z rakiem endometrium
w poréwnaniu z grupg kontrolna.

W prezentowanej pracy wykryto zwigzek pomiedzy
wystgpieniem raka endometrium a obecnoscia genoty-
pu GIn/Gln. Okoto dwukrotnie zwiekszat on prawdopo-
dobiefstwo wystapienia raka endometrium stopnia |
(OR = 2,42, 95% Cl = 2,12-2,72). Genotyp GIn/Gln moze
zatem by¢ czynnikiem ryzyka raka endometrium stop-
nia | u kobiet w wieku pomenopauzalnym.

Wyniki te potwierdzatyby wczeséniejsze badania su-
gerujace, ze istnieje zwigzek pomiedzy obecnoscia al-
lelu 399GlIn a poziomem uszkodzer DNA i mutacji [32].

Podsumowujac, prezentowana praca stanowi ko-
lejny etap utatwiajacy zrozumienie roli polimorfizméw
SNP genu XRCCI dla rozwoju raka endometrium.
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