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Streszczenie: Rak piersi jest najczesciej wystgpujacym nowotworem ztosliwym u kobiet. W ciagu ostat-
nich kilku lat w Polsce zachorowalnos¢ wzrosta o okoto 4 — 5%. Rak ten jest takze przyczyna najwigkszej
liczby zgondéw wywolanych przez nowotwory zlosliwe. Etiologia wigkszosci przypadkéw raka piersi
nie jest mozliwa do ustalenia. Czynnikami ryzyka o najwigkszym znaczeniu sa wiek i wystgpowanie
raka piersi u krewnych I i/lub II stopnia. Mutacje germinalne w dwdch gléwnych genach wysokiej
penetracji, BRCAI i BRCA2, odpowiedzialne sa za wysokie ryzyko rozwoju raka piersi, jednakze stano-
wia one mniej niz 5% wszystkich przypadkéw tego nowotworu. Rak piersi moze by¢ wynikiem niesta-
bilnosci genomowej wynikajacej z obecnosci dwuniciowych peknigé DNA. Dwuniciowe peknigcia DNA
naleza do najgrozniejszych uszkodzen DNA. Nienaprawione moga powodowac¢ amplifikacje lub utrate
materialu genetycznego, co z kolei moze prowadzi¢ do transformacji nowotworowej przez aktywacje
onkogendw, inaktywacj¢ gendw supresorowych lub utrate heterozygotycznosci. Komorki nablonkowe
gruczolu piersiowego, ze wzgledu na ekspozycje na estrogen, sg szczegdlnie narazone na indukcj¢ r6z-
nych uszkodzen DNA, w tym takze peknig¢ dwuniciowych. Peknigcia te sa zwykle naprawiane z
wysoka doktadnoscia na drodze naprawy przez rekombinacj¢ homologiczng (HRR) albo przez nichomo-
logiczne aczenie koncéw DNA (NHEJ). Zaburzenia w naprawie dwuniciowych peknig¢ DNA zwigk-
szaja ryzyko raka piersi, zardwno wyst¢pujacego rodzinnie, jak i sporadycznie. Zmiany w efektywnosci
proceséw naprawczych DNA wynikajace z naturalnie wystepujacych polimorfizméw réwniez moga
wplywac na ryzyko raka piersi. Polimorficzne geny naprawy DNA zaliczane sq w wigkszosci do genow
niskiej penetracji, co oznacza, ze produkt pojedynczego genu najcze¢sciej nieznacznie wptywa na ryzyko
wystapienia choroby, lecz akumulacja zmienionych alleli moze mie¢ zasadnicze znaczenie dla jej rozwo-
ju. W genomie cztowieka jest okoto 3 mln polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP), co stanowi
okoto 90% wszystkich réznic w sekwencji. W pracy przedstawiono informacje na temat znaczenia
jednonukleotydowych wariantéw polimorficznych gendw kodujacych biatka biorace udziat w naprawie
dwuniciowych pgknigé DNA dla ryzyka raka piersi. W stosunkowo niewielkiej liczbie dostgpnych prac
przebadano niewielka liczbg SNP dla wybranych genéw kodujacych biatka obu szlakéw naprawy DNA
zarowno HRR, jak i NHEJ. Statystycznie istotne zwigkszenie ryzyka wystapienia raka piersi zanotowa-
no w przypadku oséb, u ktorych stwierdzono wystgpowanie wariantoéw polimorficznych: rs/801320,
rs2412546, rs4417527, rs861539, rs144848 w genach kodujacych biatka RAD51, XRCC3 i BRCA2
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biorace udzial w naprawie DNA przez rekombinacj¢ homologiczng oraz w przypadku wariantow:
rs2267437, rs2075685 w genach Ku70 oraz XRCC4, kodujacych biatka biorace udziat w naprawie DNA
na drodze niehomologicznego taczenia koncow. Rak piersi jest choroba poligeniczna, dlatego na szcze-
g6lna uwagg zashuguja badania SNP w wielu /oci tych samych lub metabolicznie powiazanych genow. W
przypadku genéw kodujacych biatka naprawy DNA przez rekombinacj¢ homologiczna na szczegolng
uwage zastuguje fakt, ze te same warianty polimorficzne w rozny sposob wplywaja na ryzyko raka piersi
u nosicieli okreslonych mutacji lub polimorfizmow w genach BRCA 1 lub BRCA2 oraz u 0s6b, u ktorych
takich mutacji lub polimorfizmoéw nie stwierdzono. Réznice te moga odzwierciedla¢ odmienne znaczenie
SNP dla powstawania i rozwoju sporadycznych i dziedzicznych rakdw piersi. Zaliczenie wariantu SNP
do czynnikow ryzyka choroby nowotworowej nie jest mozliwe jedynie na podstawie stwierdzenia
wystgpowania statystycznie istotnej roznicy w czestosci polimorfizmu w grupie oséb chorych i zdro-
wych. Z klinicznego punktu widzenia wariant polimorficzny moze by¢ uznany za rzeczywisty czynnik
rozwoju choroby, jezeli znany jest fizjologiczny mechanizm jego oddzialywania na organizm cztowieka
i jezeli w sposdb bezsporny mozna przesledzi¢ jego wptyw na powstanie choroby. Na obecnym etapie,
badania koncentruja si¢ przede wszystkim na wytypowaniu wszystkich mozliwych wariantoéw polimor-
ficznych oraz ich kombinacji, potencjalnie mogacych bra¢ udzial w rozwoju raka piersi. Duzy postep w
tej dziedzinie zapewnia z pewnoscia mikroprocesory DNA, pozwalajace w krotkim czasie okresli¢
genotyp w setkach miejsc polimorficznych.

Stowa kluczowe: polimortizm genetyczny, dwuniciowe pgknigcia DNA, naprawa DNA, rak piersi.

Summary: Breast cancer is one of the most often female cancers. From the last few years in Poland
morbidity increased about 4 — 5%. This cancer is also cause of the major part of deaths caused by
malignant tumors. Etiology of most cases of breast cancer is not possible to determine. The most impor-
tant risk factors are age and breast cancer occurrence in first and/or second step relatives. Germinal
mutations in two major high penetrance genes, BRCA/ and BRCA?2 are responsible for high risk of cancer
development but they constitute less than 5% of all cases of this cancer. Breast cancer can be a result of
genomic instability resulted from presence of DNA double strand breaks. DNA double strand breaks are
one of the most dangerous DNA damage. Unrepaired can cause amplification or lost of genetic material,
which in turn can cause neoplastic transformation by oncogene activation, inactivation of suppressor
genes or loss of heterozygosity. Epithelial cells of mammary gland, in consideration of estrogen exposition
are remarkable exposed to induction of different DNA damage, including also double strand breaks. These
breaks are usually repaired with high fidelity by homologous recombination repair (HRR) or non-homo-
logous end joining (NHEJ). Disorders of double strand DNA repair increase the breast cancer risk, in
familiar as well as sporadic one. Differences in efficacy of DNA repair processes resulting from naturally
occurred polymorphisms can also affect of breast cancer risk. Polymorphic genes of DNA repair are in
great part included to low penetrance genes, with means that single gene product most often slightly
affects the disease occurrence risk, but accumulation of changed alleles can have essential significance for
it development. There are about 3 millions of single nucleotide polymorphisms (SNP) in human genome,
which consist about 90% of all differences in the sequence. In the article were displayed information of
significance of single nucleotide polymorphic variants of genes coding for proteins participating in DNA
double strand breaks repair for breast cancer risk. In relatively small numbers of accessible articles, small
number of SNPs for selected genes, coding for proteins of both DNA repair pathways, HRR as well as
NHEJ were examined. The statistically important increase of the breast cancer occurrence risk was shown
in case of persons, in which the occurrence of polymorphic variants was shown: rs/801320, rs2412546,
rs4417527, rs861539, rs144848 in genes coding for RADS51, XRCC3 and BRCA2 proteins, taking a part
in homologous recombination and in case of variants: rs2267437, rs2075685 in Ku70 and XRCC4 genes,
coding for proteins taking a part in DNA repair by non homologous end joining. Breast cancer is the
polygenic disease, therefore is particularly interesting to investigate of SNPs in multiple /oci from the
same or metabolically connected genes. In case of genes coding for proteins of the DNA repair by
homologous recombination is particularly worthy to notice the fact, that the same polymorphic variants
differentially affect breast cancer risk in carriers of specified mutations in BRCA/ and BRCA2 genes and in
persons without such mutations and polymorphisms discovered. These differences can reflect different
significance of SNP for occurrence and development of sporadic and hereditary breast cancers. The
inclusion of SNP variant in disease risk factors is not possible only on the basis on occurring the statisti-
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cally important difference in polymorphism frequency in groups of sick and healthy persons. From
clinical point of view polymorphic variant can be accepted as the real disease development factor if we
know physiological mechanism of'its influence on the disease origin. At present stage, investigations focus
first of all on the selection of all possible polymorphic variants and their combinations, potentially able to
contribute in breast cancer development. The great progress in this area surely provide DNA microarrays,
that allow in short time period genotype of hundreds polymorphic sites.

Key words: genetic polymorphism, DNA double-strand breaks, DNA repair, breast cancer.

Wykaz stosowanych skrétow: ATM (ang. ataxia telangiectasia mutated) — bialko zespotu chorobowego
ataksja-telangicktazja; BER (ang. base excision repair) —naprawa DNA przez wycinanie zasad; BRCA1

i BRCA2 (ang. breast cancer genes) — geny dziedzicznej predyspozycji do raka piersi; CHEK2 (ang. ce//
cycle checkpoint kinase2)— antyonkogen, ktorego produkt biatkowy jest kinaza bioraca udziat w regulacji
cyklu komdrkowego; DGGE (ang. denaturing gradient gel electrophoresis) — elektroforeza w zelu z
gradientem czynnika denaturujacego; DNA-PKC (ang. DNA-dependent protein kinase catalytic subunit)—
podjednostka katalityczna kinazy biatkowej zaleznej od DNA; DSB (ang. double-strand breaks) —
dwuniciowe pgknigcia DNA; HRR (ang. homologous recombination repair) — naprawa DNA przez
rekombinacj¢ homologiczna; MMR (ang. mismatch repair) —naprawa btednego sparowania zasad; MRN

— kompleks biatkowy MRE11/RADS51/NBS1; MMS (ang. methyl methanesulfonate) — metanosulfonian

metylu; NBS1 (ang. Nijmegen breakage syndrome) — bialko zwigzane z wystepowaniem zespotu choro-
bowego Nijmegen; NER (ang. nucleotide excision repair) —naprawa DNA przez wycinanie nukleotydow;

NHEJ (ang. non homologous end-joining) —naprawa DNA przez nichomologiczne faczenie koncdw; OR
(ang. odds ratio) —iloraz szans; p53 (ang. tumor protein 53) — biatko supresorowe o masie 53 kDa; PIKK
(ang. phosphoinositide 3-kinase related kinase) — kinaza podobna do kinazy fosfatydylo-3-inozytolu;

PTEN — biatko supresorowe o aktywnosci fosfatazy; PU — przedziat utnosci; RFLP (ang. restriction
fragment length polymorphism) — polimorfizm dtugosci fragmentow restrykcyjnych; SNP (ang. single-
nucleotide polymorphism) — polimorfizm pojedynczego nukleotydu; SSCP (ang. single strand confor-
mation polymorphism) — polimorfizm zmiany konformacji jednoniciowego DNA; SSR (ang. simple
sequence repeats)—powtdrzenia prostych sekwencji; STRP (ang. short tandem repeat polymorphism) —
polimorfizm powtarzajacej si¢ okreslonej sekwencji mikrosatelitarnej; VNTR (ang. varible number of
tandem repeats) — polimorfizm powtarzajacej si¢ tandemowo okreslonej sekwencji minisatelitarnej; XLF
(ang. XRCC4-like factor/Cernunnos) — bialko procesu NHEJ, wspdtdziatajace z kompleksem XRCC4/
ligaza IV; XRCC2, XRCC3 i XRCC4 (ang. X-ray repair cross complementing group) — biatka grup
komplementacyjnych naprawy uszkodzen DNA indukowanych promieniowaniem jonizujacym.

1. WSTEP

Rak piersi jest najczesciej wystepujacym nowotworem ztosliwym u kobiet. W Polsce
stanowi okolo 22% wszystkich zachorowan na nowotwory zlosliwe. Wedlug Krajowego
Rejestru Nowotworow Ztosliwych w 2006 r. zarejestrowano 13 322 nowych zachoro-
wan. W ciagu ostatnich kilku lat zachorowalnos¢ wzrosta o okoto 4 — 5%. Rak ten jest
takze przyczyna najwiekszej liczby zgondw wywolanych przez nowotwory zlosliwe.
Wedlug najnowszych danych stanowi on przyczyng zgonu okolto 13% (5 212) wszystkich
przypadkow z rozpoznaniem nowotwordw ztosliwych [22, 24].

Etiologia wiekszosci przypadkow raka piersi nie jest mozliwa do ustalenia. Czynnikami
ryzyka o najwiekszym znaczeniu sa wiek i wystgpowanie raka piersi u krewnych
I i/lub II stopnia. Mutacje germinalne w dwoch gléwnych genach wysokiej penetracji,
BRCAI i BRCA2, odpowiedzialne sa za wysokie ryzyko rozwoju raka piersi, jednakze
stanowig one mniej niz 5% wszystkich przypadkéw tego nowotworu [8, 31].



436 E. SYNOWIEC, A. MERECZ, R. KRUPA, K. WOZNIAK

Opublikowano szereg prac wskazujacych na istotny zwigzek raka piersi z zaburzeniami
w mechanizmach naprawy dwuniciowych pgknig¢ DNA (DSB). Uwaza sig, ze
nieprawidlowosci w naprawie DSB zwigkszaja prawdopodobienstwo wystapienia
zardwno sporadycznych, jak i rodzinnych rakéw piersi [17, 30, 36, 46]. Na zwiazek ten
wskazuje chociazby fakt, ze produkty biatkowe gendw podatnosci na raka piersi —
BRCAI i BRCA2 czy ATM i p53, biora udziat w naprawie dwuniciowych peknie¢ DNA
[14, 20, 36, 39, 48]. Naprawa DNA jest niezbedna dla utrzymania stabilnosci i integralnosci
genomowej, a znaczace w niej zmiany moga zasadniczo wplywaé na genotyp i fenotyp
komorki. Z jednej strony zmiany te moga hamowac wzrost komorek i prowadzi¢ do
ich $mierci, z drugiej natomiast moga przyczynia¢ si¢ do wzmozonej proliferacji i
ostatecznie ekspansji komodrek zmienionych nowotworowo. Zmiany w naprawie DNA
moga by¢ modyfikowane przez efekty zwiazane z obecnoscia réznych czynnikdw, takich
jak: estrogen czy rozmaite czynniki genotoksyczne, w tym kancerogeny (ryc. 1) [28].
Niewielkie zmiany w efektywnosci proceséw naprawczych DNA, wynikajace z natural-
nie wystepujacych polimorfizméw w genach naprawy dwuniciowych peknig¢ DNA,
réwniez wplywaja na ryzyko raka piersi. Polimorficzne geny naprawy DNA zaliczane
sa w wiekszosci do gendéw niskiej penetracji, co oznacza, ze produkt pojedynczego genu
z reguly nieznacznie wplywa na ryzyko wystapienia choroby, lecz akumulacja zmienionych
alleli moze mie¢ zasadnicze znaczenie dla jej rozwoju. W pracy przedstawiono najczescie]
badane warianty polimorficzne genéw naprawy dwuniciowych peknig¢ DNA i ich
znaczenie dla ryzyka raka piersi.

2. POLIMORFIZM GENETYCZNY

Polimorfizm genetyczny to zrdéznicowanie genetyczne, ktére warunkuje zmiennos¢
wewnatrzgatunkowa. Wystepuje on, gdy najrzadszy wariant alleliczny w danym locus
pojawia si¢ z czgstoscia wieksza niz 1%. Polimorfizm moze dotyczy¢ pojedynczego
nukleotydu (SNP) lub tez dtuzszej, powtarzajacej sie wielokrotnie okreslonej
sekwencji minisatelitarnej (VNTR) lub mikrosatelitarnej (STRP).

Polimorfizmy wszystkich typdw sa wykorzystywane jako fizyczne markery
genetyczne. Szacuje sie, ze w genomie czlowieka jest okoto 3 mIn markerow SNP,
co stanowi okoto 90% wszystkich roznic w sekwencji. Srednio SNP wystepuje co
1000 pz. Najczesciej spotykany jest polimorfizm dwualleliczny, rzadko trojalleliczny,
natomiast prawdopodobienstwo wystapienia czwartego allelu w danym Jlocus jest
bliskie zera. Wigkszos¢ SNP — 71% stanowia tranzycje, natomiast transwersje —
29%. W regionach kodujacych najbardziej rozpowszechnione sa synonimiczne SNP
(49%). Jezeli przyjac, ze statystyczny gen sktada si¢ z okoto 30 000 pz, to mozna
spodziewac si¢ okoto 150 SNP na gen w etnicznie zréznicowanej populacji.
Rozmieszczenie SNP w obrebie genu nie jest rOwnomierne. Wyzsza liczba zmiennych
znajdowana jest w regionie 3'UTR, natomiast najnizsza w regionach kodujacych.
W krotkich fragmentach DNA, SNP mozna identyfikowa¢ takimi technikami, jak
np. SSCP, RFLP czy DGGE.
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Mutacje w genach predysponujacych
Zmiany w ekspresji do rozwoju raka piersi — Polimorfizmy gendw naprawy

genow naprawy DNA = ATM, BRCA1, BRCA2, p53 DNA niskiej penetracji -
RADS1, BRCA1, ATM ‘ XRCC2, XRCC3, LIG4

Zaburzenia w mechanizmach naprawy
dwuniciowych peknigé DNA

wysoki poziom estrogendw |:> l, <::’ ekspozycja na czynniki kancerogenne

} Niestabilnosé gmmwa ‘

amplifikacje, delecje, translokacje, mutacje,
1 aberracje chromosomowe, utrata
heterozygotycznosci
} Zmlani ﬁmdnowotworowe \
1 wzrost i zaburzenia w procesie apoptozy

RYCINA 1. Etapy powstawania raka piersi [zmodytikowano, 36]
FIGURE 1. The multistep pathway of breast carcinogenesis [modified, 36]

Wigkszos¢ chordb cztowieka jest poligeniczna, co wynika z zaleznego dziatania
dwoch lub najczgsciej wielu, kilkudziesieciu lub kilkuset, gendw, oraz wieloczynnikowa,
tzn. wywotana przez skorelowane dzialanie wielu réznych czynnikéw. Grupa
zwiazanych SNP, ktore nie ulegaja segregacji w sposob przypadkowy, nazywana
jest haplotypem. Okresla on rodzaj zaleznosci wystgpujacej migdzy wariantami
sekwencyjnymi w tym samym chromosomie. Wyliczona teoretycznie liczba haplo-
typdw to 2150, natomiast ich rzeczywista liczba wynosi 15 — 100 réznych haplotypoéw
na jeden gen. Wigkszos¢ zbadanych haplotypow, okoto 77%, wykryto u przedstawi-
cieli wszystkich grup etnicznych, natomiast pozostate 13% bylo specyficzne popu-
lacyjnie [25].

W genomie czlowieka zidentyfikowano, co najmniej dwie grupy gendw, ktdrych
polimorfizm genetyczny moze mie¢ wplyw na podatnos¢ na rézne choroby, w tym



438 E. SYNOWIEC, A. MERECZ, R. KRUPA, K. WOZNIAK

réwniez choroby nowotworowe. Pierwsza to ogromna grupa genow (10% wszystkich
genow) kodujacych elementy systemow zajmujacych si¢ usuwaniem substancji
genotoksycznych z komorki. Produkty tych genéw biora udziat w procesach przeksztal-
cania (enzymy | fazy) nierozpuszczalnych w wodzie substancji na rozpuszczalne, ktdre
moga by¢ usuniete z komorki (enzymy Il fazy). Druga grupa, cho¢ znacznie mniejsza
— okolo 150 genow w genomie czlowieka [53], to geny kodujace bialka proceséw
naprawy DNA. Ta grupa gendw zwana jest genami stabilizacyjnymi lub mutatorowymi.
W toku ewolucji wyksztalcily si¢ rozmaite mechanizmy naprawy DNA, takie jak:
naprawa przez wycinanie zasad azotowych (BER) [42] i nukleotydow (NER) [41],
naprawa blednie sparowanych zasad (MMR) [33] oraz naprawa przez rekombinacje
homologiczna (HRR) [34] i niechomologiczne taczenie koncoéw DNA (NHEJ) [35, 52].
Biatka naprawy DNA funkcjonuja w niezwykle skomplikowanej sieci wzajemnych
zaleznosci i interakcji z innymi biatkami, z ktérych do najwazniejszych naleza biatka
kontrolujace cykl komorkowy i apoptoze. Badania epidemiologiczne wskazuja, ze
dziedziczenie polimorficznych genéw w jednym lub kilku /oci powoduje zmiany w
procesach naprawy uszkodzen DNA, co w konsekwencji moze powodowaé nieodwra-
calne zmiany w genomie, inicjujace kancerogeneze.

Strategia badan populacyjnych SNP polega na porownaniu czgstosci wystgpowania
okreslonych wariantow polimorficznych w grupie oséb chorych i zdrowych. Przyjmuje
si¢, ze dany polimorfizm moze by¢ zwiazany z wystapieniem choroby, w naszym
przypadku raka piersi, jezeli jego czestos¢ jest w sposob statystycznie istotny wyzsza
u 0s6b chorych niz u zdrowych. Najczesciej stosownymi narzedziami badawczymi sa
regresja logistyczna oraz testy oparte na modelu y°. Jednym z parametréw regresji
logistycznej powszechnie uzywanym w badaniach tego typu jest iloraz szans (OR).
Wskazuje on ile razy prawdopodobienistwo wystapienia zdarzenia (szansy) jest wieksze
w jednej z badanych grup od prawdopodobienstwa wystapienia tego zdarzenia w drugiej
grupie [49]. Wartos¢ ilorazu szans rowna w przyblizeniu 1 oznacza réwnos¢ szans
na wystapienie zdarzenia w obu grupach, wartosci wyzsze od 1 (1, +%) oraz nizsze
od 1 [0, 1) oznaczaja odpowiednio wieksza i mniejsza szanse wystapienia zdarzenia
w jednej grupie niz w drugiej. W przypadku SNP iloraz szans oznacza wigc, ile razy
czeseiej (lub rzadziej) okreslony wariant polimorficzny wystepuje w grupie oséb chorych
w porownaniu z grupa kontrolng. Stad na pierwszy rzut oka logicznym wydaje si¢
zaliczenie wariantu SNP do czynnikdéw ryzyka choroby nowotworowej. Jednak nalezy
pamietac, ze wykazanie zaleznosci statystycznej nie jest rownowazne z rzeczywistym
jej istnieniem. Zalezno$¢ ta moze by¢ przypadkowa, moze wynika¢ z bledow w
postepowaniu eksperymentalnym lub rzeczywisty czynnik ryzyka moze by¢ zupehie
inny, a wykazana zaleznos¢ statystyczna wynika jedynie z wystgpowania badanego
SNP w tym samym haplotypie. Najczgsciej popelnianym bledem eksperymentalnym
jest zbadanie zbyt malej liczby przypadkow, czego konsekwencja jest stosunkowo niska
moc statystyczna otrzymanych wynikéw. Rozwigzaniem tego problemu jest meta-
analiza, jednak warunkiem koniecznym jej przeprowadzenia sa pordwnywalne kryteria
doboru przypadkéw w badanych populacjach. W chwili obecnej niewiele prac spetnia
ten warunek. Osobny, powazny problem stanowia stosunkowo duze klopoty z
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opublikowaniem wynikéw negatywnych, szczegolnie jezeli badania zostaty przepro-
wadzone na niewielkiej liczbie przypadkow.

3. USZKODZENIA I NAPRAWA DNA W RAKU PIERSI

Dwuniciowe pegknigcia DNA naleza do najgrozniejszych uszkodzen DNA.
Czynnikami endogennymi, ktore je indukuja, sa m.in. wolnorodnikowe produkty
metabolizmu komorki i zatrzymane widetki replikacyjne. Peknigcia te powstaja takze
jako efekt zahamowania aktywnosci topoizomeraz klasy Il oraz proceséw naprawy
DNA. Najnowsze badania pokazuja, ze dwuniciowe pekniecia moga rowniez
powstawaé spontanicznie w obrgbie przestrzennych struktur DNA, odmiennych od
kanonicznej struktury B-DNA opisanej przez Watsona i Cricka. Struktury te to:
tripleksy, tetrapleksy, struktury krzyzowe, struktury szpilki do wlosow czy Z-DNA,
powstajace w rejonach sekwencji mikrosatelitarnych SSR. W ich obrgbie obserwuje
si¢ wysoka czgstosé peknig¢ DNA, a w efekcie ich naprawy moze dochodzi¢ do
réznorodnych mutacji, w tym duzych delecji, inwersji, duplikacji i translokacji. Tego
typu mutacje opisuje si¢ w przypadkach wielu chordb genetycz-nych, w tym choréb
nowotworowych [3, 51].

Do czynnikdéw pochodzenia zewnetrznego indukujacych dwuniciowe peknigcia
DNA zalicza si¢ przede wszystkim promieniowanie jonizujace oraz niektore zwiazki
chemiczne, takie jak np. bleomycyng i jej pochodne czy metanosulfonian metylu
(MMS). Nienaprawione dwuniciowe pgknigcia DNA moga powodowac amplifikacje
lub utrate materiatu genetycznego, co z kolei moze prowadzi¢ do transformacji
nowotworowej przez aktywacje onkogenow, inaktywacje genow supresorowych lub
utratg heterozygotycznoscei [46].

Badania wskazuja, ze komoérki nablonkowe gruczotu piersiowego, ze wzgledu na
ekspozycje na estrogen, sa szczegdlnie narazone na indukcje réznych uszkodzen
DNA, w tym takze peknie¢ dwuniciowych [5, 36, 37]. Metabolity estrogenow
powoduja uszkodzenia oksydacyjne DNA, duze addukty i pegknigcia nici DNA.
Stymulowana hormonalnie proliferacja w nabtonku piersi moze prowadzi¢ do
zablokowania widetek replikacyjnych i w konsekwencji do dwuniciowych pgknieé
DNA. Estrogen zatem odgrywa podwojna role — jako hormon stymulujacy wzrost
komoérek oraz jako czynnik indukujacy uszkodzenia DNA.

Komorki nablonkowe, limfocyty i fibroblasty, pochodzace od pacjentek z rakiem
piersi wykazuja zwiekszona wrazliwos¢ na promieniowanie jonizujgce w porownaniu
z komodrkami kobiet zdrowych [36]. Co wigcej, badania nad efektywnoscia naprawy
DNA wykazaly, ze osoby, u ktorych usuwanie uszkodzen DNA bylo mniej wydajne
niz przecigtne w danej populacji, czgsciej znajdowaly si¢ w grupie chorych na raka
niz w grupie 0sob zdrowych. Obnizona zdolno$¢ naprawy DNA jest zatem uznawana
za czynnik ryzyka, predysponujacy do rozwoju réznych typoéw nowotwordw [46].

Rak piersi moze by¢ wynikiem niestabilnosci genomowej wynikajacej z obecnosci
dwuniciowych peknig¢ DNA. Nalezy podkresli¢, ze niestabilnos¢ genomowa, u
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podstaw ktorej leza peknigcia dwuniciowe DNA, nie jest zjawiskiem powszechnym.
Badania przeprowadzone na pacjentach z rakiem prostaty wykazaly, ze nie sa oni
bardziej wrazliwi na promieniowanie jonizujace w przeciwienstwie do pacjentow z
rakiem piersi [36, 47]. Aberracje w genach podatnosci na raka piersi — ATM, BRCAI,
BRCA2 i p53 inicjuja tworzenie si¢ guzow nie tylko w syndromie rodzinnym, ale
takze w sporadycznym raku piersi i przyczyniaja si¢ do réznorodnosci genetycznej
guza. W normalnych komorkach cztowieka uszkodzenia pojedynczej nici sa
przeksztatcane do 50 pgknig¢ dwuniciowych na cykl komdrkowy. Peknigcia te sa
zwykle naprawiane z wysoka dokladnoscia, ale btedy w naprawie przyczyniaja si¢
znaczaco do rozwoju raka [36]. Zaburzenia w naprawie DNA sa kluczowym etapem
w tworzeniu fenotypu z mutacjami. Fenotyp ten moze by¢ wynikiem zarowno
zmniejszenia doktadnosci naprawy DNA przez rekombinacje¢ homologiczng albo moze
by¢ efektem przeniesienia naprawy na mniej dokladny proces naprawy DNA przez
niehomologiczne taczenie koncow.

Do wzrostu guza potrzebne sa dodatkowe mutacje albo zmiany epigenetyczne.
Nieprawidlowy nadzor sprawowany nad naprawa DNA przyspiesza wieloetapowy
proces nowotworzenia przez inaktywacje genow, ktére reguluja wzrost albo promuja
Smier¢ komorki, tym samym przyczyniajac si¢ do zapoczatkowania raka. Tak, wiec
kobiety, ze zredukowana zdolnoscig naprawy dwuniciowych peknig¢ DNA maja
zwigkszone ryzyko wystapienia raka piersi. Badania wskazuja, ze 1% spadek
zdolnosci naprawy DNA powoduje 22% wzrost ryzyka raka piersi [36].

Z drugiej strony jest catkiem mozliwe, Ze niestabilno$¢ genomowa wynikajaca z
zaburzonej naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA jest raczej efektem nadekspresji
gendw i w ogolnoscei nadaktywnosci naprawy DNA niz jej redukcji. Takg mozliwosé
sugeruja badania, w ktorych obserwowano zwiekszony poziom biatka RADS1 i jego
analogéw w komodrkach nowotworowych [44]. Nadekspresja genow naprawy DNA,
w szczegdlnosci naprawy dwuniciowych peknigé DNA oraz zatrzymanych wideltek
replikacyjnych, zwiazana jest z powstawaniem przerzutdéw nowotworowych [38] oraz
chemio- i radioopornosei [21].

4. POLIMORFIZMY GENOW NAPRAWY DNA
PRZEZ REKOMBINACJE HOMOLOGICZNA

Gloéwnym biatkiem bioracym udzial w przekazywaniu sygnatow w odpowiedzi na
dwuniciowe pegknigcia DNA jest kinaza ATM, nalezaca do rodziny kinaz serynowo-
treoninowych podobnych do kinaz fosfatydylo-3-inozytolu (PIKK) (ryc. 2). Kinaza
ta aktywuje biatka kompleksu MRN zlozonego z biatek: MRE11, RADS0 i NBS1.
Konsekwencja tego jest aktywacja punktow kontrolnych fazy S i G2/M oraz
zatrzymanie cyklu komdérkowego i naprawa DNA. Aktywnos¢ kompleksu MRN jest
regulowana przez bialko BRCA1. W nastepstwie dwuniciowych peknigé¢ biatko to
wigze si¢ z DNA i hamuje egzonukleolityczna aktywnos¢ kompleksu [48].
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RYCINA 2. Naprawa dwuniciowych peknig¢ DNA przez rekombinacj¢ homologiczna (HRR)
i nichomologiczne taczenie koncdéw (NHEJ) [zmodyfikowano, 15]

FIGURE 2. DNA double strand breaks repair pathways by homologous recombination repair (HRR) and
non-homologous end joining (NHEJ) [modified, 15]

Podstawowym biatkiem naprawy DNA przez rekombinacje homologiczng jest
biatko RADS1, bedace homologiem biatka RecA E. coli. RADS1 formuje, wraz z
jednoniciowym DNA, nukleofilamenty i dokonuje inwazji na homologiczny fragment
DNA. Zanim to jednak nastapi, kompleks MRN przycina korice DNA odstaniajac
zakonczenia 3'. Konce DNA sa zabezpieczane przed atakiem nukleaz przez
polaczenie z biatkami RPA i RAD52. Warunkiem niezbgednym do wytworzenia
trojniciowego kompleksu synaptycznego jest zastapienie biatka RPA przez RADS1.
Etap ten odbywa sie przy udziale kompleksu biatkowego ztozonego z: RADS1B
(RADS5I1L1), RADS1C (RAD51L2), RAD51D (RADS1L3), XRCC2 i XRCC3 [44].
Dzigki niemu nastgpuje przelamanie bariery energetycznej zwiazanej z wyzszym
powinowactwem RPA, w porownaniu z RADS51, do jednoniciowego DNA [34].
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Aktywno$¢ enzymatyczna, jak i transport RADS1 do jadra komérkowego regulowane
sa przez biatko BRCA2 [48].

Gen RADS5 ]

Najczesciej badanym polimorfizmem SNP genu RADS5! jest polimorfizm c.-98
G>C w pozycji 135 w rejonie nieulegajacym translacji (5'UTR) (s 1801320).
Wykazano, ze polimorfizm ten zwigksza ryzyko raka piersi u nosicielek mutacji w
genie BRCA2 [2, 6]. W pracy [2] przedstawiono zestawienie 19 badan tego
polimorfizmu na grupie 8 512 nosicielek mutacji w genach BRCA1 i BRCA2. Analiza
ryzyka raka piersi pokazala jego wzrost jedynie w przypadku homozygot CC wsrdd
nosicielek mutacji w genie BRCA2. Badania przeprowadzone na polskiej populacji
wykazaly natomiast, ze allel C zmniejsza niemal dwukrotnie ryzyko raka piersi w
porownaniu do allelu G, ale u nosicielek mutacji w genie BRCAI [19]. Zatem
polimorfizm ten mozna uzna¢ za czynnik wptywajacy na ryzyko raka piersi wystepu-
jacego rodzinnie. Natomiast w przypadku sporadycznego raka piersi nie obserwuje
si¢ takiej zaleznosci [6, 23, 43, 50].

Lokalizacja polimorfizmu c.-98 G>C w rejonie 5S'UTR wskazuje, ze moze on mie¢
zwiazek ze stabilnoscia mRNA i procesem translacji, wptywajac tym samym na
poziom biatka. Badania wykazaly, ze transkrypt genu RAD51 wystgpuje w postaci
glownie dwodch izoform [2]. Izoforma I jest dtuzsza, ma 257 pz, natomiast izoforma
Il powstajaca w wyniku alternatywnego skladania jest krétsza, ma 153 pz. Wykazano
takze, ze fragment o dlugosci 104 pz, ktorego brak jest w izoformie II transkryptu
RADS51, zawiera duzo par GC (77%). Taka sekwencja sprzyja powstawaniu
przestrzennych struktur dziatajacych jak negatywne regulatory translacji [18, 55].
Mozna zatem przypuszczaé, ze izoforma Il ma wigkszy potencjal translacyjny.
Poniewaz poziom tej izoformy jest nizszy w liniach komoérkowych o genotypie CC,
to mozna przypuszczaé, ze genotyp ten wiaze si¢ z mniejszq iloscia biatka RADS1
i tym samym wigkszym ryzykiem raka piersi.

Przebadano takze inne warianty polimorficzne tego genu: 19 154A>G
(rs2412546), 20 944A>G (rs11858338), 25 326>C (rs2412547), 32 498A>G
(rs11633269), 33 911G>C (rs4417527) na grupie 933 kobiet ze zdiagnozowanym
rakiem piersi i grupie 1539 kobiet zdrowych, stanowiacych kontrolg [9]. Wykazano,
ze dwa warianty polimorficzne genu RADS51 maja bezposredni zwiazek z ryzykiem
raka piersi, obecnos$¢ genotypu G/G polimorfizmu 19154A>G oraz C/C polimor-
fizmu 33 911G>C zwiekszala ryzyko wystapienia raka piersi (OR = 1,39; 95%
PU 1,02 — 1,25) oraz (OR = 1,40; 95% PU 1,08 — 1,80).

Badano takze polimorfizm Glu233Gly (c.698 A>G, egzon 8) (rs 28363284)
innego genu z rodziny RADS51 — RADS51D. Zaobserwowano, ze polimorfizm ten
nie wplywa na ryzyko raka piersi ani u kobiet z historia rodzinng (OR = 1,30;
95% PU 0,66 — 2,58), ani u kobiet bez historii choroby (OR = 1,28; 95% PU
0,47 — 3.43) [10]. Wyniki innych badan pokazaly, ze wariant ten zwigksza wzrost
i opornos¢ komorek raka piersi na cisplatyne w sposob zalezny od biatka p53 [29].
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Gen XRC(C2

Tranzycja G>A (c.563 G>A, egzon 3) w pozycji 31 479 powodujaca zmiane
argininy na histydyne w pozycji 188 (rs 3218536) jest polimorfizmem genu XRCC?2
czgsto badanym w kontekscie ryzyka raka piersi. Jednakze wyniki badan tego
polimorfizmu sg sprzeczne [13, 44, 50]. Najnowsze badania przeprowadzone na
duzych grupach kobiet wykazaty ochronny wptyw allelu kodujacego His na ryzyko
raka piersi (OR = 0,89; 95% PU 0,80 — 0,99; zbadano 4 470 kobiet z rakiem piersi
i 4 560 kobiet zdrowych) [32], (OR = 0,79; 95% PU 0,62 — 1,00; zbadano 1 109
kobiet z rakiem piersi i 1 177 kobiet zdrowych [27]).

Gen XRCC3

Gen XRCC3 zlokalizowany jest w chromosomie 14 (14q32.3). Wystepujacy z
czestoscia 0,23 — 0,38 polimorfizm Thr214Met (rs 861539) spowodowany jest
tranzycja C>T w pozycji 1806 (c.722 C>T, egzon 8). Badania dowodza, ze allel
kodujacy Met zwigzany jest z wyzszym poziomem adduktéw DNA, nieprawidlo-
wosciami w przebiegu mitozy oraz mniejsza efektywnoscia naprawy uszkodzen DNA
indukowanych promieniowaniem X, zwigkszona czestoscia aberracji chromoso-
mowych oraz wrazliwoscia na zwiazki tworzace wigzania krzyzowe [4]. Jednakze
wyniki badan dotyczacych tego polimorfizmu w raku piersi nie sa jednoznaczne [6,
13, 45, 50]. Wykazano [23], ze obecnos¢ genotypu Thr/Met zwigksza prawdopodo-
bienstwo wystapienia przerzutow do okolicznych weziéw chtonnych (OR = 2,56;
95% PU 1,27 — 5,17). Meta-analiza opublikowanych danych wskazuje natomiast
na niewielki wzrost ryzyka raka piersi wsrdd kobiet homozygot Met (OR = 1,18;
95% PU 1,04 — 1,34) [13] i (OR = 1,072; 95% PU 1,014 — 1,133) [11].

W genie tym analizowano jeszcze dwa inne miejsca polimorficzne, tj. Ex2 + 2A>G
(c.-316 A>G, S'UTR) (rs 1799794) oraz IVS7-14A>G (c.562-14A>G, intron 7)
(rs 1799796). Nie wykazano zwiazku miedzy wariantem Ex2 + 2A>G (5' UTR)
a ryzykiem raka piersi [13]. Badania przeprowadzone na populacji polskiej i
amerykanskiej wykazaly zmniejszenie ryzyka raka piersi dla rzadszych homozygot
polimorfizmu IVS7-14A>G. Badania przeprowadzone na populacji amerykanskiej nie
potwierdzily jednak tej zaleznosci [13].

Analiza haplotypéw pokazala, ze kobiety o haplotypie AGC, wystepujacym z
czestoscia 31% wsrdd pacjentek i 34% wsrod kobiet zdrowych, maja mniejsze
ryzyko zachorowania na raka piersi niz kobiety o najczestszym haplotypie AAT (38%
pacjentek i 36% kobiet zdrowych). Analiza ta wykazala takze, ze rzadki haplotyp
GAT wystepujacy czesciej u pacjentek (0,12%) w pordwnaniu z kobietami zdrowymi
(0,06%) moze by¢ zwiazany z wigkszym ryzykiem raka piersi [13].

Gen BRCA2

Gen BRCA?2 zlokalizowany jest w chromosomie 13 (13q12-13). Polimorfizm w
pozycji -26 bedacy zamiang G w A (c.-26G>A, 5'UTR) (rs 1799943) zmniejsza
ryzyko raka piersi (GA vs AA OR = 0,6; 95% PU 0,5 — 0,8) [14]. Natomiast
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polimorfizm Asn372His (c.1114A>C, egzon 10) (rs 144848) wedhug tych samych badan
jest zwigzany ze wzrostem ryzyka zachorowania (His/His vs Asn/Asn OR = 1,3; 95%
PU 1,0 — 1,6). Zaleznos¢ ta zostala potwierdzona w obszernej analizie przeprowadzonej
w Australii — 1397 o0s6b z rakiem piersi i 775 osob zdrowych (His/His vs Asn/Asn/
Asn/His OR = 1,4; 95% PU 1,0 — 2,0) [15]. Dwa badania wykonane w USA nie
dowiodly zaleznosci migdzy tym polimorfizmem a rakiem piersi [7, 13]. Staby zwiazek
wykazano natomiast dla populacji polskiej [13]. Meta-analiza danych uzyskanych dla
populacji amerykanskiej 1 polskiej (13 032 osob chorych i 13 314 0sob zdrowych) pokazata
niewielki wzrost ryzyka choroby dla homozygot His (OR = 1,13; 95% PU 1,01 — 1,28)
[13]. Podobnie, meta-analiza tego polimorfizmu przeprowadzona przez The Breast Cancer
Association Consortium na podstawie wynikow 18 badan populacyjnych, pokazala
niewielki wzrost ryzyka raka piersi dla homozygot His na poziomie 1,12, a dla heterozygot
na poziomie 1,05 [45].

Zbadano réwniez dwa inne warianty polimorficzne genu BRCA2 — Thr1915Met
(c.5744C>T) (rs 4987117) 1 Met784Val (c.2350A>G) (rs 11571653) [43].
Udowodniono, ze obie homozygoty pierwszego wariantu zwigkszaja ryzyko raka piersi
(Met/Met, OR = 3,25; PU 1,76 — 6,01 i Thr/Thr, OR = 4,43; PU 2,32 — 8,49),
natomiast heterozygota zmniejsza to ryzyko (OR = 0,17; PU 0,10 — 0,28). W tej samej
pracy pokazano takze, ze genotyp Met/Met-G/G wynikajacy z wariantéow
polimorficznych Met1915Thr i 135 G>C, gendw odpowiednio BRCA2 i RADS 1, jeszcze
bardziej zwigksza to ryzyko (OR = 5,75; 95% PU 2,31 — 14,31). Polimorfizm
Met784Val nie ma wpltywu na ryzyko raka piersi. Wykazano, ze polimorfizm
Thr1915Met zmniejsza ryzyko raka piersi (OR = 0,62; 95% PU 0,49 — 0,79), natomiast
u nosicieli mutacji w genie CHEK?2 zwigksza ryzyko wystapienia tego nowotworu
(OR = 5,70; 95% PU 1,7 — 19,00) [40].

Badania przeprowadzone na synonimicznych wariantach polimorficznych BRCA2 —
Serd55Ser (c.1365A>G) (rs 1801439) i Ser2414Ser (c.7242A>G) (rs 1799955)
udowodnily, ze nie maja one zwiazku z ryzykiem raka piersi wystepujacego rodzinnie [54].

5. POLIMORFIZMY GENOW NAPRAWY DNA
PRZEZ NIEHOMOLOGICZNE LACZENIE KONCOW

W procesie naprawy dwuniciowych peknie¢ DNA przez niehomologiczne taczenie
koncow (NHEJ), zakonczenia uszkodzonych fragmentéw DNA sg zblizane do siebie,
modyfikowane w celu umozliwienia ich potaczenia i nastepnie taczone (ryc. 2).
Pierwszym etapem NHEJ jest zwiazanie bialek Ku (Ku70 i Ku80) z koncami DNA
i zabezpieczenie DNA przed degradacja przez egzonukleazy. Nastepnie do biatek Ku
dotacza si¢ podjednostka katalityczna kinazy biatkowej zaleznej od DNA (DNA-PK ),
ktora pehni role ,,molekularnego mostu™ zblizajacego do siebie oba konce uszkodzonego
DNA. Ostatnim etapem NHEJ jest ligacja koncow DNA przeprowadzana przez
kompleks bialek XRCC4/ligaza DNA 1V przy udziale biatka Cernunnos, zwanego
takze XLF. Proces ligacji poprzedzony jest przeksztalceniem nieligowalnych koncéw
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w konice mogace podlega¢ laczeniu. Kluczowa role w przeksztatcaniu koncow
odgrywa bialko Artemis tworzace kompleks z DNA-PK ¢ [35, 52].

Przedstawiono [12] analize 30 wariantéw polimorficznych SNP w 5 genach kodujacych
biatka procesu NHEJ, tj. Ku70, Ku80, DNA-PK ., ligaz¢ DNA IV i XRCC4. Badania
przeprowadzono na grupie 254 pacjentek z rakiem piersi oraz 379 osobach zdrowych.
Tylko w przypadku dwoch wariantow, tj. C-61G (c.88+57G>C) (rs 2267437) w genie
Ku70 oraz T1394G (c.3+475C>A) (rs 2075685) w genie XRCC4 wykazano zwiazek
ze wzrostem ryzyka raka piersi. Badania te pokazaly ponadto tendencje w kierunku
wzrostu ryzyka u kobiet, ktore maja wiecej zmiennych alleli genéw naprawy NHEJ (OR
= 1,46; PU 1,19 — 1,80). Zwiazek ten byl silniejszy u kobiet narazonych na dziatanie
estrogenu, a wigc m.in. takich, ktére nie byly w ciazy.

Badano [1] 4 warianty polimorficzne genu XRCC4 (rs1478485, rs13180316,
7963248, rs1056503) oraz ich zwiazek z wystgpowaniem raka piersi i wiekiem
zdiagnozowania tego nowotworu. Badania przeprowadzono na grupie 464 kobiet z
rakiem piersi (bez mutacji w genach BRCAI/2) i 576 osobowej grupie kontrolne;j.
Udowodniono, ze obecnos¢ haplotypu GG (rs1478485 i rs13180316) ma efekt
ochronny, podczas gdy haplotyp GA zwigksza ryzyko raka piersi. Zaobserwowano
takze, ze haplotyp AGTG ma zwiazek ze zdiagnozowaniem raka piersi w p6znym wieku
($rednia wieku 67,17 + 10,94), natomiast u nosicielek haplotypu GATT zdiagnozowanie
nowotworu ma miejsce wezesniej (Srednia wieku 54,04 £ 11,58) [1].

Analiza poréwnawcza roznych wariantow polimorficznych gendw naprawy DNA
i ich wplywu na ryzyko raka piersi wskazuje, ze to wlasnie polimorfizm gendéw
NHEJ moze odgrywac zasadnicza role w ksztaltowaniu tego ryzyka [16].

Polimorfizm ¢.1704T>C (Asp568Asp) (rs 1805386) w genie LIG4 zmniejsza ryzyko
raka piersi (CC vs TT OR = 0,7; PU 0,4 — 1,0) [13]. Badania przeprowadzone na populacji
koreanskiej [25] i meta-analiza wariantow polimorficznych tego genu przeprowadzona dla
populacji polskiej i amerykanskiej nie potwierdzity jednak tego wyniku [13].

PODSUMOWANIE

W pracy przedstawiono przeglad dostepnych badan populacyjnych dotyczacych
zwigzku polimorfizméw SNP w genach naprawy dwuniciowych pegknie¢ DNA z
ryzykiem raka piersi. Z klinicznego punktu widzenia wariant polimorficzny moze by¢
uznany za rzeczywisty czynnik rozwoju choroby, jezeli znany jest fizjologiczny
mechanizm jego oddziatywania na organizm czlowieka i jezeli w sposob bezsporny
mozna przesledzi¢ jego wptyw na powstanie choroby. Na obecnym etapie, badania
koncentruja si¢ przede wszystkim na wytypowaniu wszystkich mozliwych wariantow
polimorficznych oraz ich kombinacji, potencjalnie mogacych bra¢ udzial w rozwoju
raka piersi. Ogromny postep w okreslaniu ryzyka raka na podstawie zmiennosci
genetycznej na pewno przyniosa badania z uzyciem mikroprocesorow DNA,
umozliwiajacych analiz¢ setek gendéw w niezwykle krotkim czasie.
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