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Podwyzszony poziom ekspresji genu erbB-2 obserwuje si¢ w 10 do 50% przypadkow ra-
ka jajnika. Wysoki poziom erbB-2 jest zwigzany ze ztym rokowaniem dla pacjentki i krotkim
okresem wolnym od nawrotu tej choroby. Znaczenie dla wystepowania i progresji nowotwo-
row moze miec nie tylko poziom ekspresji genu erbB-2, ale takze zmiany w aktywnosci re-
ceptora erbB-2. W genie erbB-2 w pozycji 1980 zidentyfikowano polimorfizm G/A, ktorego
konsekwencjq jest podstawienie Ile/Val w kodonie 655 w obrebie domeny transbtonowej, co
moze mie¢ wptyw na aktywnosc receptora.

Materialy i metody: W pracy przedstawiono rozktad genotypow oraz czgstos¢ alleli po-
limorfizmu 1le655Val genu erbB-2 u chorych na raka jajnika. Materiat do badar stanowity
probki nowotworow od pacjentek w wieku menopauzalnym, utrwalone w parafinie. Polimor-
fizm lle655Val genu erbB-2 byt okreslany przez reakcje taricuchowq polimerazy (PCR) 7 za-
stosowaniem starterow allelospecyficznych.

Wyniki: Nie wykazano statystycznie istotnych roznic (p >0,05) w rozktadzie genotypow
i czestosci alleli polimorfizmu Ile655Val genu erbB-2 miedzy grupq pacjentek i grupq kon-
trolng. Ponadto nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic (p >0,05) w rozktadzie geno-
typow i czestosci alleli polimorfizmu Ile655Val miedzy grupami pacjentek z nowotworami
o roznym stopniu zaawansowania wg FIGO.

Whnioski: Otrzymane wyniki sugerujq, ze polimorfizm Ile655Val w genie erbB-2 moze nie
by¢ zwiqzany z wystgpowaniem oraz progresjq nowotworow jajnika, jednak dla weryfikacji
konieczne jest rozszerzenie grupy badanej.

Stowa kluczowe: gen erbB-2, polimorfizm genowy, rak jajnika, menopauza

(Przeglqd Menopauzalny 2003, 1:28-31)

Amplifikacj¢ oraz wzmozong ekspresj¢ genu erbB-2  ziom erbB-2 zwigzany jest z krétkim okresem przezy-
stwierdza si¢ w wielu typach nowotworéw. U pacjen-  cia pacjentek oraz krétkim okresem bez nawrotu choro-
tek z nowotworami sutka i jajnika podwyzszony po- by [1, 3, 9]. Wykazano takze korelacje migdzy podwyz-
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szonym poziomem biatka erbB-2 i stopniem ztosliwo-
$ci nowotworu, z uwzglednieniem jego zdolnosci do
przerzutowania [10, 11].

Biatko erbB-2 o masie czasteczkowej 185 kDa zali-
czane jest do rodziny receptoréw btonowych o aktywno-
$ci kinazy tyrozynowej klasy I, do ktérej zaklasyfikowa-
ne s3 takze 3 inne receptory: EGFR (ang. epidermal
growth factor receptor; HERI/erbB-1), etbB-3 (HER3)
oraz erbB-4 (HER4) [4, 5]. Biatko erbB-2 w swojej
strukturze zawiera domeng zewnatrzkomérkows, wigzg-
cq ligand, domeng transblonowg oraz domen¢ cytopla-
zmatyczng o aktywnosci kinazy tyrozynowej zaangazo-
wang w transdukcje sygnatu [13].

Receptor erbB-2 nie jest bezposrednio aktywowany
przez czynniki wzrostu, takie jak EGF (ang. epidermal
growth factor), ale do jego stymulacji dochodzi po
przylaczeniu si¢ tych czynnikéw do innych receptoréw
nalezacych do rodziny receptoréw erbB. Sugeruje to, ze
receptor erbB-2 pelni funkcje koreceptora bedac zaan-
gazowanym w interakcje receptor-receptor [15].

Zwigkszona zdolno$¢ nowotworu do inwazyjnosci
i przerzutowania zwigzana z podwyzszonym poziomem
biatka erbB-2 moze wynika¢ ze wzmozonej ruchliwosci
komorki aktywowanej przez ten receptor. Wykazano, ze
w komorce prawidiowej biatko erbB-2 zlokalizowane
jest w wypustkach cytoplazmatycznych, takich jak mi-
krokosmki, lamelipodia i pseudopodia, ktére sg niezbed-
ne dla proceséw migracji komérki [7]. Podobng lokaliza-
cje biatka erbB-2 zaobserwowano w mikrokosmkach
i wypustkach cytoplazmatycznych komérek nowotworo-
wych sutka. W komérkach tych po ekspozycji na czynni-
ki chemotaktyczne obserwowano zmiany morfologiczne
wypustek i mikrokosmkéw, ktérym towarzyszyta agre-
gacja biatka erbB-2 [8]. Potwierdzeniem udziatu recepto-
ra erbB-2 w ruchliwosci komérek byto zidentyfikowanie
czynnika ruchliwosci (ang. motility factor), ktéry po
zwigzaniu si¢ z receptorem erbB-2 powodowat pofaldo-
wanie blony cytoplazmatycznej oraz stymulacj¢ do che-
motaksji [6].

Ze wzgledu na tak duze znacznie biatka erbB-2
W progresji nowotwordw, istotnym wydaje si¢ badanie
znaczenia zmiennosci genetycznej genu erbB-2 zar6w-
no dla poziomu ekspresji, jak i dla funkcjonalnosci re-
ceptora erbB-2 oraz okreslenie ich konsekwencji dla
rozwoju choréb nowotworowych. W genie erbB-2 w re-
gionie kodujgcym domeng¢ transbtonowg zidentyfiko-
wano polimorfizm G/A, ktérego konsekwencjg jest
podstawienie Ile/Val w kodonie 655 [12]. W pracy
przedstawiono rozktad genotypéw oraz czgstosci alleli
polimorfizmu Ile655Val genu erbB-2 u pacjentek z no-
wotworem jajnika.
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Materiat i metody

Pacjenci. Materiat do badan stanowity prébki pobra-
ne z nowotworéw jajnika pochodzacych od 50 pacjen-
tek w wieku menopauzalnym. Prébki nowotworéw by-
ty utrwalone w formalinie i zatopione w parafinie. Sto-
pieri zaawansowania nowotworéw byt oceniany wg kla-
syfikacji FIGO (ang. International Federation of
Gynaecology and Obstetrics). Grupe kontrolng stanowi-
ty prébki krwi pobrane od 50 dobranych wiekowo ko-
biet, u ktérych nie stwierdzono choroby nowotworowe;.

Izolowanie DNA. DNA z krwi oraz materiatu no-
wotworowego izolowano z uzyciem komercyjnie do-
stgpnego zestawu QI Amp Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Niemcy) zgodnie z zaleceniami producenta.

Okreslanie polimorfizmu 1le655Val. Polimorfizm
Ile655Val genu erbB-2 byt okreslany poprzez reakcje
PCR ze starterami allelospecyficznymi (ASA): starter
G 5°-GCA GGA GAG CAG AGA GCC-3’ specyficzny
dla allela G starter A 5’-GCA GGA GAG CAG AGA
GCC-3 specyficzny dla allela A kazdy w oddzielnej re-
akcji PCR, razem ze starterem D: 5’-AGG ATT CCA
ACG ACC ACC A-3’. Dla zweryfikowania amplifikacji
DNA przy braku odpowiedniego allelu w genomowym
DNA przeprowadzano amplifikacje startera D ze starte-
rem komplementarnym do sekwencji lezacej powyzej
miejsca polimorficznego starter U 5’-CTT CAG CA-
AACG TAC CAT GC-3’. Amplifikacj¢ przeprowadzano
w 25 ul mieszaniny reakcyjnej o nastgpujacym sktadzie:
50 ng genomowego DNA, 10 pmol kazdego z starteréw,

200 mmoli kazdego dATP,

dCTP, dGTP, dTTP, 20 mM Tri-
s-HCI (pH 8.,4), 50 mM KCl, 1,5
mM MgCl,, 1 U polimerazy Tagq.
W nastepujacych warunkach ter-
micznych: 1 minuta 95°C, a na-
stepnie 30 cykli: 30 sekund
95°C, 30 sekund 59°C, 30 sekund
72°C, nastepnie 7 minut 72°C. Po
amplifikacji 5 pl mieszaniny re-
akcyjnej rozdzielano w 8% zelu
poliakryloamidowym i wizuali-
zowano si¢ przy uzyciu bromku
etydyny (0,5 mg/ml) w swietle
ultrafioletowym (ryc. 1.).

<501 pz
<489 pz
<404 pz
<331 pz
<242 pz
<190 pz
<147 pz
«110 pz

Analiza statystyczna. Reje-
strowana liczba kazdego z ge-

Ryc. 1. Przykladowy elektroferrogram rozdzialu produktéw amplifikacji. Sciezki
1, 4, 7 - produkty amplifikacji obszaru kontrolnego, Sciezki 2, 5, 8 — produkty am-
plifikacji ze starterem allelospecyficznym G, Sciezki 3, 6, 9 — produkty amplifikacji
ze starterem allelospecyficznym A, Sciezka W — wzorzec mas czasteczkowych

notypoéw byla poréwnywana
7 liczbg oczekiwang na podsta-
wie prawa Hardy’ego-Wein-
berga z uzyciem testu x’. Istot-
nos¢ réznic pomigdzy czgsto-

Tab. 1. Polimorfizm Ile655Val genu erbB-2. Rozklad genotypéw oraz czestos¢ alleli w grupie pacjentek z rakiem jajnika

oraz grupie kontrolnej

Pacjentki z rakiem jajnika (n = 50)

Grupa kontrolna (n = 50)

Genotyp Liczebnos¢ Czestosé Liczebnosé Czestosé
Ile/Ile 33 0,66 36 0,72
Ile/Val 12 0,24 11 0,22
Val/Val 5 0,10 3 0,06
x 4,521* 2,429%

Ile 78 0,78 83 0,83
Val 22 0,22 17 0,17

p>0,05, rozktad zgodny z prawem Hardy-Weinberga
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Tab. II. Polimorfizm Ile655Val genu erbB-2. Rozklad genotypéw oraz czestosé alleli w grupie pacjentek z rakiem

jajnika w r6znym stopniu zaawansowania wg FIGO

Pacjentki z rakiem jajnika (n = 50)

I (n=12) II (n=25) I (n=13)
Genotyp Liczebnosé Czestosé Liczebnosé Czestosé Liczebnosé Czestosé
le/Ile 8 0,66 17 0,68 8 0,61
Ile/Val 3 0,25 6 0,24 3 0,23
Val/Val 1 0,08 2 0,08 2 0,15
Ile 19 0,78 40 0,80 19 0,73
Val 5 0,22 10 0,20 7 0,27

Sciami alleli i genotypéw dla poszczegdlnych grup
oceniana byta testem .

Wyniki

Stwierdzono brak statystycznie istotnych réznic (p
>0,05) w rozkladzie genotypéw i czgstosci alleli poli-
morfizmu Ile655Val genu erbB-2 miedzy grupg pacjen-
tek i grupa kontrolng (tab. I.). Ponadto wykazano brak
statystycznie istotnych réznic (p >0,05) w rozktadzie
genotypow i czestosci alleli polimorfizmu Ile655Val
miedzy grupami pacjentek z nowotworami o réznym
stopniu zaawansowania wg FIGO (tab. II.). Rozktady
genotypéw w obu grupach byty zgodne z prawem Har-
dy’ego-Weinberga (p >0,05).

Dyskusja

Amplifikacje lub podwyzszony poziom ekspresji ge-
nu erbB-2 obserwuje si¢ w 10 do 50% przypadkéw raka
jajnika. Wiadomo, ze wysoki poziom erbB-2 jest zwigza-
ny ze ztym rokowaniem dla pacjentki i krétkim okresem
wolnym od nawrotu tej choroby [1, 14]. Znaczenie dla
wystepowania bad7Z progresji nowotworow moze mieé
nie tylko poziom ekspresji genu erbB-2, ale takze zmiany
w aktywnosci receptora ertbB-2. W genie erbB-2 w pozy-
cji 1980 zidentyfikowano polimorfizm G/A, ktérego kon-

Summary

sekwencjg jest podstawienie Ile/Val w kodonie 655 w ob-
rebie domeny transbtonowej receptora [12]. Obecnie nie
jest jasne, jakie konsekwencje ma podstawienie Ile/Val
w kodonie 655 dla funkcjonowania receptora erbB-2.
Stwierdzono jednak, ze wariant Val jest zwigzany ze
zwigkszonym ryzykiem wystepowania nowotworéw sut-
ka co sugeruje, ze polimorfizm ten moze mie¢ wplyw na
aktywnos¢ biologiczng receptora erbB-2 [2, 16].

Celem naszej pracy byto okreslenie znaczenia poli-
morfizmu Ile655Val genu erbB-2 dla wystgpowania
i progresji nowotworéw jajnika. Wykazanie dodatniej
korelacji miedzy wystgpowanie allelu Val i progresja no-
wotworéw jajnika, pozwoliloby na zastosowanie poli-
morfizmu Ile655Val jako czynnika rokowniczego w tych
nowotworach. Nie wykazano statystycznie istotnych
réznic w czestosciach wystepowania alleli Ile i Val mig-
dzy grupg badang i kontrolng (p >0,05). Uzyskane wyni-
ki wskazuja, ze polimorfizm Ile/Val moze nie by¢ zwig-
zany z wystgpowaniem nowotworéw jajnika. Ponadto
nie stwierdzono statystycznie istotnej réznicy w rozkta-
dzie genotyp6w i czgstosci alleli Ile i Val migdzy grupa-
mi pacjentek z nowotworami o réznym stopniu zaawan-
sowania, co sugeruje brak zaleznosci mig¢dzy polimorfi-
zmem Ile/Val 1 progresja nowotwordéw jajnika. Poniewaz
obserwuje si¢ zwigzek pomiedzy wariantem Val i zwiek-
szonym ryzykiem wystapienia raka sutka konieczne jest
rozszerzenie grupy badanych pacjentek z rakiem jajnika
w celu weryfikacji otrzymanych wynikow.

Introduction: The high level of erbB-2 gene expression is observed in 10-50% cases of
ovarian cancer. The high level of erbB-2 predicts poor prognosis for patients. The signifi-
cance for appearance and cancer progression may have not only high level of erbB-2 expres-
sion but changes in its receptor activation. The 1le655Val polymorphism in position 1980 lo-
cated at 655 codon of erbB-2 gene may have functional significance in regulation of recep-

tor activation.
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Materials and methods: In these studies the distribution of genotypes and frequency of
alleles of the Ile655Val polymorphism of erbB-2 gene in samples of ovarian cancer was in-
vestigated. Paraffin embedded tumour tissues were obtained from menopausal women with
ovarian cancer. The genotypes of lle655Val polymorphism were determined by PCR ampli-

fication using the allele specific primers.

Results: The distribution of the genotypes of the 1le655Val polymorphism did not differ
significantly (p >0.05) between patients and control. Additionally, there were no significant
differences (p >0.05) in genotype distributions and allele frequencies between subgroups as-

signed to histological stage (FIGO).

Conclusion: The obtained results suggest that the 1le655Val polymorphism of erbB-2 ge-
ne may not be linked with appearance and development of ovarian cancer. Further studies,
conducted on a larger population, are required to clarify this point.

Key words: erbB-2 gene, gene polymorphism, ovarian cancer, menopause
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