Amplifikacja genu c-erbB2
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Onkogen c-erbB2 (Her2/neu) zlokalizowany w ramieniu dtuzszym chromosomu 7 koduje
transbtonowq glikoproteing p185 o funkcji receptora kinazy tyrozynowej. Dane literaturowe
wskazujq, ze podwyziszona ekspresja onkogenu c-erbB2 (Her-2/neu) moze by¢ zwigzana
z wystegpowaniem raka sutka u kobiet. Celem naszych badari stato si¢ okreslenie zwigzku po-
miedzy stopniem amplifikacji genu c-erbB2 a wystgpowaniem raka sutka u kobiet w wieku
menopauzalnym. Materiat do badani stanowity utrwalone w parafinie wycinki z guza piersi
(n = 20). Jako grupe kontrolng zastosowano krew pobrang od kobiet (n = 20), u ktérych nie
stwierdzono wystgpowania nowotworu. Amplifikacja genu c-erbB2 byta analizowana przy
uzyciu reakcji taricuchowej polimerazy (PCR) z zastosowaniem odpowiednio dobranych
starterow. Stopieri amplifikacji genu c-erbB2 byt znaczqco wyiszy w grupie badanej w po-
rownaniu z grupq kontrolng (p<0,05). Zwiekszona aktywnos¢ genu c-erbB2 moze by¢ zwig-
zana z wystgpowaniem raka sutka u kobiet w wieku menopauzalnym.
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Wstep

Poznanie znaczenia onkogendw oraz genéw supreso-
rowych stworzylo nowe mozliwosci w wykorzystaniu
markeréw nowotworowych. W ostatnich latach liczne
badania dokumentuja, ze zmiany (punktowe mutacje,
nadekspresja) onkogenéw i genéw supresorowych moga
by¢ wykrywane w ludzkich tkankach nowotworowych.
Mogg one odgrywaé role uzytecznych molekularnych
markeréw dla poznania procesu kancerogenezy in vivo.

(Przeglgd Menopauzalny 2002; 1: 11-14)

Bezposrednie wykrywanie genetycznych zaburzen
wymaga dostepu do DNA Iub mRNA tkanek macie-
rzystych. Wykrywanie zmutowanych postaci genéw,
zmiany stopnia ich ekspresji a co za tym idzie — zmia-
ny ilosci onkoprotein we krwi moze by¢ zastosowane
jako molekularne markery kancerogenezy. Zalicza si¢
do nich czynniki wzrostowe, receptory mig¢dzybto-
nowych czynnikéw wzrostu, onkogeny kodujace
biatka cytoplazmatyczne uczestniczace w we-
wngatrzkomoérkowej transmisji sygnatu oraz onkoge-
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ny kodujgce biatka o charakterze czynnikéw trans-
krypcyjnych [2].

Jednym z najlepiej poznanych onkogenéw kodujg-
cych biatka o charakterze receptoréw czynnikdw wzro-
stowych o aktywnosci kinazy tyrozynowej jest onkogen
erbB. Przeksztalcenie protoonkogenu erbB jest wyni-
kiem delecji znacznej czgsci zewnatrzkomérkowej do-
meny biatka wigzacego ligand. W nowotworach ludzkich
obserwuje si¢ zwickszong ekspresje gendw kodujacych
biatka o charakterze receptoréw transbtonowych czynni-
kéw wzrostu (szczegblnie c-erbBl i c-erbB2) [7, 10].
Proces wzrostu sygnatu transdukcji dla tych receptorow
ukazuje wiaczenie dimeryzacji ze wzrostem wewngtrz-
komdrkowej aktywnosci kinazy tyrozynowej przez pro-
teolityczne ciecie domeny zewnatrzkomdrkowej (ECD)
receptora, ze zgromadzeniem ECD w srodowisku zewng-
trzkomérkowym. Dlatego wykrycie wzrostu poziomu re-
ceptora c-erbB2 we krwi staje si¢ potencjalnym moleku-
larnym markerem dla rozwoju raka [9, 11, 12].

Onkogen c-erbB?2 jest zlokalizowany na ramieniu
dtuzszym chromosomu 17 i koduje glikoproteing o ma-
sie 185 kD, o funkcji receptora kinazy tyrozynowe;j.
Zwigkszong ekspresj¢ genu c-erbB2 stwierdza si¢
w ok. 20-30 proc. rakéw sutka [1, 3, 4]. Wykazano za-
leznos¢ pomigdzy zaburzeniami tego onkogenu a obec-
noscig przerzutéw w weztach chtonnych, wczesnymi
nawrotami choroby i krétkim czasem przezycia [6, 8].

W prezentowanych badaniach podjeto prébe okre-
Slenia stopnia amplifikacji genu c-erbB2 u kobiet cho-
rych na raka sutka w wieku menopauzalnym. W tym ce-
lu zastosowano reakcje tancuchowg polimerazy (PCR).

Materiat i metody

Pacjentki

Material do badan stanowily pobrane z materiatu
pooperacyjnego, a nastepnie utrwalone w parafinie wy-

Ryc. 1. Analiza amplifikacji genu c-erbB2 poprzez elektroforeze w 5-procentowym zelu poliakryloamidowym. Scieiki
1, 2, 3 i 5 przedstawiaja przypadki, w ktérych stwierdzono amplifikacje genu (produkt o dlugosci 98 pz), Sciezka 5 —
brak amplifikacji genu. M — marker mas czgsteczkowych (Sigma — Aldrich, Niemcy)
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Tab. I. Analiza amplifikacji genu c-erbB2 (Her-2/neu) u chorych na raka sutka i w grupie kontrolnej

Pacjenci (n = 20)

Kontrola (n = 20)

Amplifikacja genu Brak amplifikacji genu Amplifikacja genu Brak amplifikacji genu
Her-2/neu Her-2/neu Her-2/neu Her-2/neu
14 (0,70)* 6 (0,30) 2 (0,10) 18 (0,90)

#p<0,05 w poréwnaniu z grupq kontrolng

18

167

14

12 -

ampMfikacji

pacjenci amplifikacja

kontrola

Ryc. 2. Stopienn amplifikacji genu c-erbB2 u chorych
i w grupie kontrolnej

cinki guzéw piersi (n=20). Srednia wieku pacjentek
wynosita 58 lat. Grupe kontrolng stanowity prébki krwi
uzyskane od kobiet (n=20), u ktérych nie stwierdzono
wystepowania nowotworu.

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) do badan byt
izolowany przy zastosowaniu komercyjnie dostepnego
zestawu OIAmp Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Niemcy).
W przypadku tkanek utrwalonych w parafinie przed
izolowaniem DNA prowadzono ich deparafinizacje
ksylenem i etanolem.

Amplifikacja genu c-erbB2

W celu amplifikacji genu c-erbB2 zastosowano na-
stepujace startery o sekwencjach: 5’-CCT CTG ACG
TCT TCG ACC TC-3’ oraz 5’- ATC TCT CTG CTG
CCG TCG TCG CTT -3’. Reakcja PCR zostata prze-
prowadzona w termocyklerze Perkin-Elmer/Gene
Amp, PCR System 2400 thermal cycler. Warunki reak-
cji PCR byly nastgpujace: 1 min w 94°C, 1 min
w 60°C, 1 min w 72°C, przez 33 cykle. Mieszanina re-
akcyjna (25 pl) obejmowata: 30 ng genomowego
DNA, 0,2 umol kazdego startera (ARK Scientific
GmbH Biosystems, Darmstad, Niemcy), 2,5 mM
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MgCl,, 1 mM dNTPs and 1 U polimerazy Taq (Qiagen
GmbH, Hilden, Niemcy). Wyniki reakcji PCR byly
analizowane w 5-procentowym zelu poliakryloamido-
wym po barwieniu bromkiem etydyny (ryc. 1.).

Wyniki

Stwierdzono znaczaco wyzszg czgstos¢ amplifikacji
genu c-erbB2 w grupie badanej (0,70) w poréwnaniu
z grupg kontrolng (0,10) (tab. 1.). Réznice pomigdzy
obu badanymi grupami byly statystycznie istotne
(p<0,05) (ryc. 2.).

Dyskusja

Zmiana stopnia ekspresji genu c-erbB2 zostata po
raz pierwszy opisana w 1988 r przez van de Vijvera
i wsp. w raku sutka in situ [11]. Wysoka ekspresja tego
genu we wczesnym stadium rozwoju nowotworu wska-
zywala, Ze moze on mie¢ znaczenie dla jego rozwoju.
Niski poziom ekspresji w zmianach tagodnych po-
twierdzal te przypuszczenia. W kolejnych badaniach
podjeto proby okreslenia zaleznosci pomigdzy zaburze-
niami genu c-erbB2 a odpowiedzig na hormono- i che-
mioterapie. Stwierdzono, ze chorzy z guzami, w kt6-
rych wystepuje wzrost aktywnosci c-erbB2 wykazuja
oporno$¢ na hormonoterapi¢, niezaleznie od obecnosci
receptoréw estrogenowych. Brak byto natomiast jedno-
znacznych wynikéw skutecznosci chemioterapii u tych
chorych [5, 8].

W analizach do oznaczania aktywnosci genu c-erbB2
stosuje si¢ technike Southern blot, FISH (ang. fluorescen-
ce in situ hybridization) oraz PCR [5, 10]. W prezentowa-
nych badaniach podjeto probe oznaczenia stopnia ampli-
fikacji genu c-erbB2 przy zastosowaniu reakcji PCR. Me-
toda ta wymaga matej ilosci DNA, co pozwolilo na wy-
korzystanie w doswiadczeniach oprécz krwi takze probki
tkanek utrwalonych w parafinie.

Przeprowadzone badania sugerujg, ze zwickszona
amplifikacja genu c-erbB2 jest zwigzana z wystepowa-
niem raka sutka u kobiet, jednakze konieczna jest ana-
liza wickszej populacji dla potwierdzenia tego przy-
puszczenia.

13



Summary

Background. The c-erbB2 (Her2/neu) oncogene is located on the long arm of chromoso-
me 7, encoding for a 185 kD transmembrane glycoprotein p185 with tyrosine kinase recep-
tor function. Several studies have shown that overexpression of c-erbB2 (Her-2/neu) gene
has been associated with breast cancer appearance. The aim of the present study was to in-
vestigate the relationship between amplification of c-erbB2 gene and the appearance of bre-
ast cancer in menopausal women.

Materials and methods. Paraffin embedded tumour tissue were obtained from patients
with breast cancer (n=20). Blood samples from age matched healthy women (n=20) served
as control. The amplification of c-erbB2 gene was determined by PCR reaction using the al-
lele specific primers.

Results. The amplification of c-erbB2 gene was significantly higher in patients compa-
red as control (p<0.05)

Conclusion. The results suggest that amplification of c-erbB2 gene may be linked with
appearance of breast cancer in menopausal women.

Key words: c-erbB2 (Her-2/neu) gene, amplification, breast carcinoma, menopause,
PCR
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