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1. INDEKS STOSOWANYCH SKROTOW I TERMINOW

A

Aa
AC
Ala
Allele

Ang.
Arg
ASA-PCR

Asn
Asp
BER

cDNA

ddH,0
DNA
dNTP

EDTA

G

G1-G3

Gln
Heterozygota

adenina

aminokwas

gruczolakorak (ang. adencarcinoma)

alanina

jedna z wersji genu w okreslonym miejscu (locus) na
danym chromosomie homologicznym

z jezyka angielskiego

arginina

reakcja fancuchowa polimerazy z wykorzystaniem
starterOw specyficznych dla allelu (ang. allele specific
amplification - polymerase chain reaction)

aspargina

kwas asparginowy

naprawa uszkodzonego DNA przez wycinanie zasady
(ang. base-excision repair)

cytozyna

przedziat ufnosci

cysteina

(komplementarny DNA, ang. complementary DNA) —
DNA uzyskany poprzez odwrotng transkrypcj¢ na matrycy
mRNA

woda podwdjnie destylowana

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)
tréjfosforan deoksyrybonukleozydu (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP)

kwas etylenodwuminoczterooctowy

guanina

stopien zr6znicowania histopatologicznego

glutamina

organizm posiadajacy dwa rozne allele danego genu



Homozygota
HR

LCC

Locus
mRNA

N

NDRP

NER

Nested PCR
OR
(ON)

Paczkolata

PCR

pTNM

Pz

RFLP

RNA
ROS

SCC

Ser

SNP

organizm posiadajacy dwa identyczne allele danego genu
wspotczynnik ryzyka (ang. hazard ratio)

rak wielkokomérkowy (ang. large cell carcinoma)
lokalizacja genu na chromosomie

informacyjny (matrycowy) RNA

liczba przypadkow

niedrobnokomérkowy rak ptuca (ang. non-small cell lung
cancer)

naprawa uszkodzonego DNA przez wycinanie nukleotydu
(ang. nucleotide-excision repair)

reakcja tancuchowa polimerazy z produktu PCR
wspotczynnik ryzyka (ang. odds ratio)

catkowite przezycie (ang. overall survival)

liczba paczek papieroséw wypalonych dziennie x lata
palenia

poziom istotnos$ci statystycznej

reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain
reaction)

stopien zaawansowania nowotworu oceniony przez
patologa

jednostka dtugosci tancucha DNA (pary zasad, ang. bp,
base pair)

polimorfizm dtugosci fragmentéw restrykcyjnych (ang.
restriction fragments length polymorphism)

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)
rak ptaskonabtonkowy (ang. squamous cell carcinoma)
seryna

polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single

nucleotide polymorphism)



SSCP

Taq

TNM

UICC

uv

\'A

8- 0xoG

polimorfizm konformacji jednoniciowych fragmentow
DNA (ang. single strand conformation polymorphism)
tymina

termostabilna polimeraza DNA (fac. Thermus aquaticus)
klasyfikacja zaawansowania raka (ang. T-tumor,
N-nodulus, M-metastasis)

Miedzynarodowa Unia do Walki z Rakiem (fr. Union
Internationale Contre le Cancer)

promieniowanie ultrafioletowe

versus

8-oksyguanina

Wielkosci fizyczne

ug
ul
Da
g
kb
kDa
ng
nm

min

Pz

mikrogram

mikorolitr

Dalton

gram

(kilo par zasad) 1 kbp = 1,000 pz
(kilodalton) 1 kDa = 1000 Da
nanogram

nanometr

minuta

mililitr

mol

milimol

pikomol

jednostka enzymu (ang. unit)
stopien Celcjusza

wolt

wat

pary zasad (ang. bp, base pair)
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2. WSTEP

2.1. Rak pluca

Rak pluca jest najczestszym nowotworem ztosliwym w Polsce 1 na
swiecie (100). Ze wzgledu na czgstos¢ wystgpowania oraz powazne rokowanie
guz ten stanowi jeden 2z najwazniejszych probleméw medycznych i
spolecznych.

Liczba zachorowan na raka pluca w Polsce w 2005 roku wynosita
ponad 20 000. Rak ptuca wystepuje trzykrotnie czgSciej u mezczyzn niz u
kobiet, a standaryzowany wspoétczynnik zachorowan na ten nowotwor w tym
samym roku wynosit 60,0 na 100 000 mgzczyzn 1 14,4 na 100 000 kobiet. Rak
pluca jest najczgstszym nowotworem ztosliwym u mezczyzn i stanowi 23,9%
wszystkich nowotworéw zlos§liwych. U kobiet rak pluca zajmuje drugie
miejsce pod wzgledem zachorowalnosci, po raku piersi i stanowi 7,8%
wszystkich nowotworéw ztosliwych. W ciagu ostatnich kilku lat, w wielu
krajach, w tym takze w Polsce, obserwuje si¢ zahamowanie wzrostu
zachorowan na raka pluca, ale trend ten dotyczy wylacznie me¢zczyzn. U
kobiet natomiast nastapit istotny wzrost zachorowan. Najwigksza liczba
zachorowan na raka ptuca przypada na 6-7 dekadg zycia (33).

Udokumentowanym czynnikiem etiologicznym raka pluca jest
palenie tytoniu (38). Epidemiologiczne i do§wiadczalne badania potwierdzaja
bezposredni zwigzek pomigdzy ekspozycja na sktadniki dymu tytoniowego i
kancerogeneza w obrgbie nabtonka btony sluzowej oskrzeli. Szacuje sig, ze
90% zachorowan na raka ptuca jest skutkiem czynnego palenia tytoniu (38), a
bierne palenie jest przyczyna 1/3 zachorowan na ten guz u oséb niepalacych
4,7).

Udokumentowane znaczenie w etiologii raka pluca ma takze
narazenie na czynniki zawodowe lub wynikajace z zanieczyszczenia
srodowiska. Dotyczy to takich kancerogennych substancji jak radon, azbest,

metale ci¢zkie czy promieniowanie jonizujace (7, 22, 88). Wykazano, ze
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niektére sposréd nich moga dziata¢ synergistycznie ze szkodliwymi
substancjami zawartymi w dymie tytoniowym (7, 28).

Obecnie obowiazujacy podziat pierwotnych rakéw pluca, na dwie
grupy (rak drobno- 1 niedrobnokomérkowy) jest zwigzany z réznym
przebiegiem klinicznym, rokowaniem 1 metodami leczenia.

Rak drobnokomoérkowy, stanowiacy 20% ogétu rakéw ptuca, jest
guzem o szczegllnie zloSliwym przebiegu. Charakteryzuje si¢ szybkim
wzrostem, sklonnoScia do wczesnego tworzenia przerzutow oraz znaczng
podatnoscia na chemioterapig, ktéra stanowi podstawowa metodg leczenia.

Raki niedobnokomoérkowe stanowia 80% nowotworéw ztosliwych
ptuca. Do tej grupy zalicza si¢: raka ptaskonabtonkowego, gruczolakoraka,
raka wielkokomérkowego 1 guzy mieszane (19). Rak ptaskonablonkowy
stanowi okoto 40% wszystkich pierwotnych nowotworéw ptuca. Jest najsilniej
wsréd rakow niedrobnokomoérkowych zwiazany z narazeniem na dym
tytoniowy. Wystepuje znacznie czgsciej u mgzczyzn niz u kobiet (121, 122).
Gruczolakorak jest drugim pod wzglegdem czgstosci wystgpowania
nowotworem pierwotnym pluc 1 stanowi okolo 30% przypadkéow. W
niektérych krajach stwierdza si¢ w ostatnich latach stopniowy wzrost odsetka
tego nowotworu. Gruczolakorak czesciej wystgpuje u kobiet. Charakteryzuje
si¢ sktonnoscia do naciekania naczyn krwionosnych i wczesnym tworzeniem
przerzutéw. Rak wielkokomdérkowy — najrzadszy sposréd pierwotnych rakéw
ptuca — stanowi okoto 10% przypadkow. Jego lokalizacja 1 przebieg kliniczny
sa zréznicowane.

Nadal nie ma skutecznych badan przesiewowych w kierunku raka
ptuca. Z powodu duzego zaawansowania choroby w chwili rozpoznania do
radykalnego leczenia kwalifikuje si¢ jedynie 15% chorych na NDRP.
Doszczgtna resekcja miazszu plucnego jest metoda z wyboru, gdy
zaawansowanie nowotworu nie przekracza stopnia IIIA. U wybranych
chorych z tej grupy stosuje si¢ pooperacyjna chemioterapi¢. Chorzy w stopniu
III tworza bardzo niejednorodna grupe, w ktérej wybor metody leczenia jest

wciaz kontrowersyjny. W zalezno$ci od klinicznych cech guza stosuje si¢ w
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tej grupie leczenie operacyjne (ewentualnie poprzedzone chemioterapia) lub
radioterapi¢ lub radiochemioterapi¢. U chorych z bardzo zaawansowana
choroba (stopien IV) stosuje si¢ chemioterapig lub leczenie objawowe.

Rak pluca nalezy do nowotworéw o powaznym rokowaniu. Odsetek
S-letnich przezy¢ chorych na NDRP wynosi ogétem 8%. Najwazniejszymi
czynnikami rokowniczymi NDRP sa: wyjSciowe zaawansowanie nowotworu,
stan sprawnosci oraz ubytek masy ciata. Nadal kontrowersyjna pozostaje
rokownicza warto$¢ rozpoznania histopatologicznego 1 stopnia zréznicowania
komoérek nowotworowych guza (51, 72, 97).

W ostatnim dziesigcioleciu coraz wigksza uwage zwraca si¢ na role
innych, niz parametry kliniczne, czynnikow rokowniczych. W wielu pracach
wykazano, ze zar6wno zmiany na poziomie molekularnym w komorkach
guza, jaki 1 lokalna odpowiedZ immunologiczna, moga mie¢ znaczenie
prognostyczne (72). Wydaje sig, ze gorsze rokowanie u chorych na NDRP,
moze by¢ zwiazane z uszkodzeniami niektorych gendéw supresorowych i
prooonkogenéw, a w szczegdlnosci genu TP53, K-ras czy C-erbB-2/HER-
2/neu (42, 81, 89, 106). Sa prace, w ktoérych wykazano, ze polimorfizm
genowy, czyli naturalna zmienno$¢ DNA, genéw supresorowych moze
rowniez mie¢ wplyw na rokowanie (126). W ostatnich latach coraz wigce]
uwagi poswigca si¢ na wyodrgbnienie takich cech biologicznych nowotworu,
ktére warunkowatyby jego wigksza podatnos¢ na chemioterapi¢ lub
napromienianie. Okreslenie tych cech umozliwi z kolei wyodrgbnienie grupy
chorych na NDRP, u ktérych odpowiednio dobrane leczenie uzupetniajace
przyniesie najwigksze korzysci.

W ostatnich latach coraz wigksza rolg w etiopatogenezie raka ptuca
przypisuje si¢ predyspozycji genetycznej. Zwrdcono uwage, ze ryzyko
zachorowania na raka ptuca u oséb spokrewnionych z chorymi na ten guz jest
nieco wyzsze niz u pozostatych (96, 110). Dotychczasowe badania genetyczne
pozwalaja przypuszczaé, ze zwigkszone ryzyko zachorowania moze byc¢
spowodowane polimorfizmem genowym w obrgbie gendw metabolizujacych

ksenobiotyki, genéw naprawczych oraz genéw waznych dla podstawowych
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czynnos$ci komorki, takich jak proliferacja, wzrost i réznicowanie lub zdolnos¢

do apoptozy (45, 47, 68, 113).

2.2. Gen hOGGI1

2.2.1. Budowa genu

Gen hOGGI nalezy do grupy genéw kodujacych biatka zdolne do
rozpoznawania i naprawy uszkodzen w obrgbie nici DNA. Jest zlokalizowany
na krétszym ramieniu chromosomu 3, w locus 3p25-26 (8, 62, 105). W genie
hOGGI wyr6znia si¢ pig¢ regiondw konserwowanych ewolucyjnie.
Sekwencje wystgpujace w tych domenach wykazuja duza homologi¢ u
odlegtych systematycznie gatunkéw. W dwoéch sposréd tych regionéw
znajduje si¢ sekwencja kodujaca miejsce aktywne Helix-hairpin-helix-K/PDV
(14).

»Alternatywne skladanie” regionu C-koncowego genu hOGGI pozwala
wyodrebni¢ dwie gtéwne grupy ,,suplice variants”, typ a i typ B, rézniace si¢
ostatnim egzonem w sekwencji. W przypadku o-hOGGI1 transkrybowany
region obejmuje mniej niz 7 kb sekwencji genomu i ma siedem egzonow.
Pierwsza czgs$¢ (6 egzondéw B-hOGG1) jest identyczna jak w typie a, a siodmy
egzon, w wyniku alternatywnego sktadania, jest zastapiony przez 8 egzon
zlokalizowany w odleglosci 8 kb za ostatnim (siddmym) egzonem w typie a.
(14). Opisano wiele alternatywnych wariantow sktadania dla tego genu, ale ich
szczegbtowa sekwencja nie zostala w peini poznana.

Odcinek N-koncowy genu hOGGI zawiera miejsce celowane dla
sygnatu z mitochondriéw, kluczowego dla lokalizacji mitochondrialne;j.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=Retrieve&do
pt=full_report&list_uids=4968)
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Rycina 1. Struktura genu hOGGI

Biale prostokaty w egzonach 1,7 i 8 reprezentuja odpowiednio 5’ 1 3’ regiony mRNA
nie podlegajace translacji

(na podstawie pozycji piSmiennictwa 14)

1 2 3 4 56 7 8
I —
T T
[ 11 I £

10 kb

2.2.2. Bialkowy produkt genu hOGGI - 8-oksyguaninowa
glikozylaza DNA 1

Na podstawie analizy sekwencji cDNA wykazano, ze istnieja dwa
rodzaje mRNA z otwartymi ramkami odczytu kodujacymi peptydy o
wielkosci 345 aa (38 780 Da) i 424 aa (47 kDa), odpowiednio a-hOGGI1 i B-
hOGG]1. Oba te biatka maja wspdlny N-koncowy odcinek ztozony z 316 aa.
Pierwsze 30 aminokwaséw w tym regionie jest przypuszczalnie miejscem
celowanym dla sygnatu z mitochondriéw. Oba biatka w istotny spos6b réznia
si¢ C-koncowym regionem. a-hOGG1 wykazuje silne podobienstwo z yOGG1
(Saccharomycen cerevisiae) (37% catkowitej identycznosci z sekwencja
aminokwaséw yOGG1), w szczegdlnosci homologiczna jest sekwencja dla
lokalizacji w jadrze oraz sekwencja kodujaca miejsce aktywne HhH-G/PD.
Ostatnie 29 aminokwaséw wystepujace w formie a, jest zastapione w formie 3
przez odcinek skladajacy si¢ ze 108 aminokwasow. Ta zmiana powoduje
usunigcie wysoce konserwatywnej sekwencji odpowiedzialnej za lokalizacjg
w jadrze komérkowym. Doswiadczalnie wykazano, ze forma o-hOGGI1
wystepuje prawie wyltacznie w jadrze komoérkowym, natomiast B-hOGG1 w

btonie wewngtrznej mitochondrium. Lokalizacja wewnatrzkomérkowa obu
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form hOGG1 pozwala przypuszcza¢, ze w przypadku izofomy alfa
mitochondrialny sygnat docelowy jest przekazywany z nadmierna czgstoscia
przez sekwencj¢ lokalizacji jadrowej — NLS (ang. Nuclear Localization

Signal) (14, 90, 117).

Rycina 2. Warianty skladania pierwotnego transkryptu hOGGI.

Strzatki wskazuja kierunek transkrypcji genu hOGGI. MTS-przypuszczalny sygnat
celowany mitochondrialny, NLS-sekwencja lokalizacji jadrowe;.

[zoformy alfa 1 beta hOGG1 skfadaja si¢ odpowiednio z 345 1424 aa.

K249 - lizyna odgrywajaca rolg katalizatora

A316 — alanina (ostatni aminokwas wspdlny dla izoform alfa i beta)

(na podstawie pozycji piSmiennictwa 14)

hOGG1
o B
Ly 4 NLS
MTS K249
MTS A316
v ¥
o I 345 aa
4 NLS
MTS K249
v

4
K249

8-oksyguaninowa glikozylaza DNA 1 - hOGG1 (ang. 8-oxoguanine-
DNA glicosylase 1) nalezy do grupy enzymdéw naprawiajacych uszkodzone

DNA poprzez wycigcie zasady (ang. base excision repair - BER). O
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przynaleznosci do nadrodziny BER decyduje obecno$¢ w sekwencji
aminokwaséw motywu ,,spinki do wtoséw” HhH-G/PD (Helix — hairpin —
Helix, Gly/Pro-rich-Asp motif) sktadajacego si¢ z 30 aminokwaséw. Miejsce
to jest konserwowane ewolucyjnie i1 aktywne dla wszystkich enzymoéw
nalezacych do nadrodziny BER. Na C-kofncowym odcinku motywu HhH-
G/PD znajduje si¢ aspargina, ktora peini kluczowa role¢ w katalizowaniu
rozszczepienia wiazania glikozylowego pomig¢dzy uszkodzona zasada a
cukrem we wszystkich glikozylazach nalezacych do BER. W sekwencji
aminokwasowej biatka hOGGI1 aspargina znajduje si¢ w pozycji 268. Drugi,
istotny aminokwas, ktéry odgrywa kluczowa rolg¢ katalizatora to lizyna.
Znajduje si¢ ona w pozycji 249 i1 odpowiada za aktywno$¢ liazy biatka
hOGG1 (78, 105).

Biatko hOGGI1 rozpoznaje 1 usuwa 8-oksyguaning (8-oxoG) z
uszkodzonego DNA. 8-0xoG jest najczgstszym, wysoce mutagennym,
uszkodzeniem DNA, ktére powstaje w wyniku dziatania reaktywnych form
tlenu (ang. reactive oxygen species — ROS) zawartych migdzy innymi w dymie
tytoniowym. 8-0xoG laczy si¢ podczas replikacji z cytozyna lub
nieprawidlowo z adenina. Adenina taczy si¢ w kolejnej replikacji z tymina, co
prowadzi w konsekwencji do transwersji pary guanina — cytozyna na parg
tymina — adenina (25, 133). Zwigkszone st¢zenie 8-oxyguaniny stwierdzono w
DNA wyizolowanym z obwodowych leukocytéw 1 z miazszu ptucnego u
nalogowych palaczy i u chorych na raka ptuca (10, 11, 43, 61).

hOGGI1 jest gtéwnym enzymem rozpoznajacym i naprawiajacym to
uszkodzenie DNA. Enzym ten ,skanuje” ni¢ DNA, wyszukujac
nieprawidlowe zasady. hOGG1 rozpoznaje 8-0x0G, poniewaz atom N7 w jej
czasteczce jest w stanie protonacji (w odréznieniu do czasteczki guaniny)
(40). W miejscu niestabilnosci nici DNA spowodowanej obecnoscia 8-
oxyguaniny, glikozylaza powoduje powstanie p¢tli DNA, a nastgpnie
,»wyciaga” na zewnatrz helisy nieprawidlowa zasade i wbudowuje ja do swego
centrum aktywnego (31). Nastgpnie katalizuje rozerwanie wiazania

glikozylowego pomigdzy 8-0xoG i1 deoksyryboza, powodujac odiaczenie
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uszkodzonej zasady od czasteczki DNA. W konsekwencji powstaje miejsce
nie zawierajace zasady (ang. AP site). hOGG1 dzigki posiadaniu aktywnosci
wewngtrznej o wlasciwos$ciach liazy, powoduje rozszczepienie DNA w tym
miejscu.  Nastgpnie inne enzymy nalezace do systemu BER
(dRPasa/polimeraza beta, ligaza) powoduja wlaczenie prawidlowej czasteczki
guaniny, w miejscu wycigtej 8-oxoG (31, 40, 41, 80) Udowodniono, ze
hOGG1 ma najwigksza swoistos¢ 1 aktywnos$¢ dla 8-oxoG polaczonej z
cytozyng (66). Obecnos¢ tyminy naprzeciwko 8-o0xoG, istotnie obniza
aktywno$¢ hOGG1. Natomiast w potaczeniach 8-0xoG z adening czy guaning
hOGGI1 jest prawie zupelnie nieaktywna. Odnosi si¢ to zaréwno do

glikozylazowej, jak i liazowej aktywnosci hOGG1 (14, 105).

Rycina 3. hOGG1 - naprawa uszkodzonego DNA przez wycinanie zasady
BER

S uszkodzenie DNA

CGACTAGDG

():1{1 ‘ hOGGH1 (glikozylaza)

AP site
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Biatko hOGG]1 ulega ekspresji w r6znych tkankach, najwigksze jego
ilosci stwierdzono w mézgu. Duza ekspresja wystgpuje réwniez w plucach,

nerkach, grasicy, jadrach i jajnikach (90).

2.2.3. Polimorfizmy genu hOGGI

Polimorfizmem genetycznym okresla si¢ wystgpowanie w populacji
dwoch lub wigcej alleli w danym locus z czgstotliwoscia wigksza niz
wynikajaca z ogélnej czgstosci mutacji. O polimorfizmie méwimy wtedy, gdy
najczestszy allel w danym locus wystgpuje z czgstoscia mniejsza niz 99%.
Polimorfizm moze wystgpowa¢ w egzonach (regiony kodujace) lub intronach
(regiony niekodujace).

Dotychczas opisano kilkanascie polimorfizméw w genie hOGGI.
Wszystkie sa zebrane w internetowej bazie danych National Center of
Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov) i ENSEMBL
(www.ensembl.org). Cztery sposrdd nich zlokalizowane sa w egzonach genu
hOGG]I (egzon 2, 4 1 7) 1 powoduja zmiang sekwencji aminokwaséw (tabela

I).

Tabela 1. Polimorfizmy genu hOGG1 zlokalizowane w egzonach

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?locusId=4968)

Pozycja w Pozycja

Region Zasada  Aminokwas kodonie = aminokwasu
egzon_2 T Ser [S] 1 85

G Ala [A] 1 85
egzon_4 A Gln [Q] 2 229

G Arg [R] 2 229
egzon_7 A Asn [N] 1 322

G Asp [D] 1 322

G Cys [C] 2 326

C Ser [S] 2 326
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Najlepiej poznany polimorfizm wystgpuje w kodonie 326 egzonu 7
(Ser326Cys). W pozycji drugiej tego kodonu moze wystgpowac cytozyna lub
guanina. Bialkowe produkty genu w zaleznosci od wariantu polimorficznego
r6znig si¢ obecnoscia seryny (Ser — kodon TCC) lub cysteiny (Cys - TGC)
(rycina 4).

Rycina 4 . Fragment sekwencji genu 2#OGGI1 - polimorfizm w kodonie 326

Fragment sekwencji genu hOGG1 zawierajacej kodon serynowy

5’- CTG CGC CAA TEC CGC CAT GCT CAG -3

Fragment sekwencji genu hOGG1 zawierajacej kodon cysteinowy

5’- CTG CGC CAA TG C CGC CAT GCT CAG -3

Ostatnie badania wskazuja, ze wariant polimorficzny, w ktérym
wystepuje cysteina wykazuje obnizong aktywno$¢ naprawcza wobec 8-0xoG
(136) 1 jest zwigzany ze zwigkszonym ryzykiem rozwoju NDRP, zwlaszcza u

dtugoletnich palaczy (98).

2.3.Gen MDM?2

2.3.1. Budowa genu

Gen MDM?2 (Murine double minute 2, lub HDM?2 — Human double
minute 2) jest zlokalizowany w chromosomie 12q14.3-q15 (84). Zawiera 12
egzonéw obejmujacych 25 kb DNA (64, 91). Gen MDM?2 zawiera dwa

regiony promotorowe, drugi z nich reguluje czynnos¢ p53.
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Gen MDM?2 jest zaliczany do protoonkogendéw, a jego aktywnosc
,pronowotworowa” ujawnia si¢ przede wszystkim w przypadku jego

nadekspresji 1 zwigkszonej produkcji kodowanego przez niego biatka (86).

Rycina 5. Budowa genu MDM?2 i kodowanych przez niego bialek
p76Mdm2 i p90Mdm2

Dwa promotory wskazano strzatkami. NLS-sygnat lokalizacji jadrowej; NES-sygnat
eksportu jadrowego; ZFr-domena palcéw cynkowych; NoLS-sygnat lokalizacji
jaderkowej; RF-domena RING-finger. Numery powyzej rysunkOw oznaczaja numery
aminokwaséw, a numeracja rzymska oznaczono numery  egzonow.
(www.p53.free.fr)

P76 p53-binding NLS NES ACIDIC ZF RF NoLS

‘B 11 . [ |
N

£y gy g g T T g ESy e g B

p53RE ﬁTG
[ 11 IR

p53-binding NLS NES ACIDIC ZF RF NoLS
p90

2.3.2. Biatkowy produkt genu MDM?2

Obecnos¢ dwoch regionéw promotorowych w genie MDM?2, umozliwia
tworzenie dwoéch biatek, biatka pelnej dtugosci - p9OMdm?2 i krétszego -
p76Mdm?2. Translacja biatka pP90Mdm?2 rozpoczyna si¢ od pierwszego kodonu
inicjujacego ATG w egzonie 3, a translacja krétszej formy - p76, zaczyna sig

od drugiego kodonu ATG w egzonie 4.
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Biatko p76Mdm2 nie zawiera czg$ci domeny wiazacej pS3, pelni
natomiast rol¢ glbwnego negatywnego inhibitora biatka pP90Mdm?2 i aktywuje
biatko p53 (64).

Pelnej dlugosci biatko Mdm2 (p90Mdm?2) ma masg czasteczkowa
90kDa. Biatko to peini kluczowa role w procesie regulacji st¢zenia biatka p53
w komoérce. W zdrowych komoérkach biatko Mdm2 tworzy z biatkiem p53
,hieczynny” kompleks, blokujac jego aktywno$¢ transkrypcyjna i prowadzac
do degradacji przez ubikwitynacj¢ (86) (rycina 6).

Rycina 6. P¢tla sprze¢zenia zwrotnego pS3-Mdm?2
(na podstawie pozycji piSmiennictwa 86)

we=——=> Degradacja

\
gen MDM2

Transkrypcja

W przypadku, kiedy wzrasta ilo§¢ biatka Mdm2 w komoérce coraz
wigksza ilos¢ biatka p53 jest blokowana w kompleksach, przez co traci ono
zdolnos¢ do petnienia swych funkcji. Wzrost ilosci biatka Mdm2 w komorce
moze nastapi¢ na drodze r6znych mechanizméw, takich jak: amplifikacja genu
MDM?2, jego zwigkszona transkrypcja oraz zwigkszona translacja biatka
Mdm?2.

Ostatnie badania wskazuja, ze nadekspresja lub amplifikacja genu
MDM?2 czgsto wystepuje w wielu nowotworach o réznej lokalizacji, w tym

raku ptuca (35, 39, 85, 93).
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2.3.3. Polimorfizm SNP309 genu MDM?2

W ostatnich latach zostat opisany polimorfizm w regionie
promotorowym genu MDM?2 oznaczany jako SNP309 (16, 17). W pozycji 309
pierwszego intronu moze wystgpowac tymina lub guanina. Wykazano, ze
obecnos¢ wariantu homologicznego guanina-guanina (GG) jest zwiazana ze
zwigkszong aktywnoscia transkrypcyjnego aktywatora Spl powodujac wzrost
illosci mRNA-MDM?2 oraz biatka Mdm2. To z kolei prowadzi do
zwigkszonego blokowania biatka p53 w kompleksach z biatkiem Mdm?2 (9,
16, 17). W rezultacie biatko p53 nie moze spetnia¢ swojej funkcji i w sytuacji
»stresu” np. uszkodzenia DNA przez reaktywne formy tlenu zawarte w dymie
tytoniowym nie sprowadza komoérki na drogg apoptozy, co utrwala mutacje i

moze prowadzi¢ do kancerogenezy (rycina 7).

Rycina 7. Zwigzek pomig¢dzy polimorfizmem SNP309 genu MDM?2 a
powstaniem nowotworu
(na podstawie pozycji piSmiennictwa 17)

dym tytoniowy

\
! —%\/

Nowotwoér

SNP309 g —’—| /\

dym tytoniowy
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2.4. Gen TP53

2.4.1. Budowa genu

Gen TP53, zwany tez ,straznikiem genomu”, jest genem
supresorowym, a jego rola polega na utrzymaniu integralnosci genomu. Gen
ten zlokalizowany jest na krétszym ramieniu chromosomu 17, w locus
17p13.1. Zawiera on 11 egzondéw oraz dwa regiony promotorowe w egzonie 1.
Alternatywne skladanie wyst¢puje w intronie 2 oraz pomigdzy egzonami 9 i
10. Gen TP53 zawiera takze wewngtrzny region promotorowy oraz miejsce

inicjacji transkrypcji w intronie 4 (18).

2.4.2. Biatlkowy produkt genu 7P53 - biatko p53

Biatko p53 jest fosfoproteing jadrowa, zbudowana z 393 aminokwaséw
(53kDa). Biatko to zawiera pig¢ regionow, ktére odpowiadaja za specyficzne
funkcje. N-koncowy odcinek (1-42 aa) zawiera domeng aktywujaca
transkrypcj¢ oraz miejsce wiazace biatko Mdm2 (109). Nastepny region (40-
92 aa) jest bogaty w proling i zawiera druga domen¢ odpowiedzialng za
aktywacje transkrypcji (34). Srodkowy region (101-306 aa) odpowiada za
przylaczanie si¢ biatka do DNA (101). Domena oligomeryzacyjna (307-355
aa) zawiera tancuch-beta oraz alfa-heliks, niezb¢dne do tworzenia dimeréw i
tetrameréw przez biatko p53 (24). Na C-koncowym odcinku (356-393 aa)
znajduje si¢ domena pelnigca funkcje regulatorowe oraz domena
odpowiedzialna za przytaczanie biatka do uszkodzonego DNA (140).

Biatko p53 jest zaangazowane w mechanizmy regulacji cyklu
komérkowego, naprawe uszkodzen genomu, indukcj¢ apoptozy, réznicowanie
komorek oraz angiogenezg. Petni rolg czynnika transkrypcyjnego 1 wiazac sig
do specyficznych sekwencji DNA, w sposéb wybiorczy aktywuje transkrypcje
innych genéw.

Istotng funkcja biatka p53 jest naprawa uszkodzonego DNA i

zapobieganie przekazaniu tego uszkodzenia komérkom potomnym. Jest to
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mozliwe dzigki zatrzymaniu cyklu komérkowego w fazie G1, co wydtuza czas
potrzebny na naprawg¢ DNA przed replikacja (2). Jezeli jednak uszkodzenie
jest zbyt duze, a naprawa nie jest mozliwa, biatko p53 kieruje komdrke na
droge apoptozy.

W zdrowych komérkach ilos¢ biatka p53 jest niska, a samo biatko
charakteryzuje si¢ krotkim okresem poéttrwania (okoto 6-20 minut). Uwaza sig,
ze gléwnym regulatorem biatka p53, odpowiadajacym za utrzymanie jego

niskiego stgzenia w komorce, jest biatko Mdm?2 (5).

2.5. Uzasadnienie podj¢cia badan

Palenie tytoniu jest gléwna przyczyna rozwoju raka pluca. W
poréwnaniu do os6b niepalacych, palacze tytoniu maja 10-krotnie wigksze
ryzyko zgonu z powodu raka pluca, a u nalogowych palaczy ryzyko to jest
jeszcze wigksze (15-25 razy) (21). Pomimo tej Scislej zaleznosci pomigdzy
paleniem tytoniu a rozwojem raka ptuca, szacuje sig, ze tylko 11% sposrod
nalogowych palaczy tytoniu choruje na ten nowotwor (3). Pozwala to
przypuszcza¢, ze musza istnie¢ inne czynniki warunkujace indywidualng
podatno$¢ na kancerogenne dzialanie substancji zawartych w dymie
tytoniowym.

Dotychczas nie opracowano skutecznych badan przesiewowych,
pozwalajacych na wczesne wykrywanie raka ptuca. Wydaje si¢ natomiast, ze
okreslenie biologicznych cech, ktére warunkuja wigksza ,,wrazliwo$¢” na
kancerogeny zwarte w dymie tytoniowym, umozliwitoby wyodregbnienie
populacji o szczegblnie wysokim ryzyku zachorowania na ten nowotwor.

Dotychczasowe badania pozwalaja przypuszczaé, ze zwigkszone
ryzyko zachorowania na NDRP u nalogowych palaczy tytoniu moze by¢
spowodowane polimorfizmem genowym w obrgbie gendw metabolizujacych
ksenobiotyki, genéw waznych dla podstawowych czynno$ci komorki, takich
jak proliferacja, wzrost 1 r6znicowanie lub zdolnos¢ do apoptozy oraz gendéw

naprawczych.
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Ostatnie badania wskazuja, ze polimorfizmy Ser326Cys genu hOGGI
oraz SNP309 genu MDM?2 moga by¢ zwiazane ze zwigkszonym ryzykiem
rozwoju NDRP, zwtaszcza u nalogowych palaczy tytoniu (73, 75, 98, 137).
Brak jednak szerszych danych dotyczacych tego zagadnienia. Dotychczasowe
analizy odnos$nie polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI przeprowadzono
gléwnie w grupach chorych z krajow Dalekiego Wschodu (63, 73, 114) i
wsrdd amerykanskiej rasy bialej (73, 98); niewiele jest publikacji dotyczacych
wystgpowania tego polimorfizmu wsréd ludnosci europejskiej (59, 129).
Zwiazek pomigdzy polimorfizmem SNP309 genu MDM?2 i ryzykiem rozwoju
NDRP oceniano dotychczas w pojedynczych analizach w populacji chinskiej
(58, 137), koreanskiej (99), kaukaskiej (74, 75, 104) oraz wsrdd
Afroamerykanéw (104); nie ma zadnych badan tego typu w populacji polskie;j.

W regionie péinocnej Polski odnotowuje si¢ wysoka zachorowalno$¢ na
raka pluca w skali kraju. W wojewddztwie pomorskim standaryzowany
wspotczynnik zachorowan na raka pluca u megzczyzn jest najwyzszy w
odniesieniu do innych wojewddztw 1 stanowi 76,7, a u kobiet jest na drugim
miejscu po wojewddztwie dolnoslaskim i stanowi 19,3 (33). Zatem wydaje si¢
celowe okreslenie czgsto$ci wystgpowania wariantow polimorficznych genu
hOGGI 1 genu MDM?2, zaréwno u chorych na NDRP, jak i u os6b zdrowych z
regionu wojewodztwa pomorskiego oraz znaczenia tych polimorfizméw w
odniesieniu do ryzyka zachorowania na NDRP.

Drugim zagadnieniem omawianym w niniejszej pracy jest zalezno$¢
pomigdzy wystgpowaniem wymienionych wariantéw polimorficznych i
mutacji w genie TP53. Najprawdopodobniej obecnos¢ okreslonych wariantéw
polimorficznych zwigzana jest z czgstszym wystgpowaniem uszkodzen DNA
w wyniku dziatania kancerogendéw i powstawaniem mutacji, ktére kieruja
komorke na droge kancerogenezy. Podjecie tego typu analizy jest istotnym

uzupelnieniem pierwszej czgsci pracy.
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3. CELE PRACY

Celem pracy jest okreslenie znaczenia polimorfizmu Ser326Cys genu

hOGG]I 1 odniesienie uzyskanych wynikéw do polimorfizmu SNP309 genu
MDM?2 w NDRP.

Cele szczegétowe obejmuja:

1.

Okreslenie czgstosci wystgpowania wariantOw polimorficznych
Ser326Cys genu hOGGI oraz SNP309 genu MDM?2 u chorych na
NDRP i w grupie kontrolne;j

Okreslenie znaczenia polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI
oraz polimorfizmu SNP309 genu MDM2 w odniesieniu do

ryzyka zachorowania na NDRP

. Ocena wartosci klinicznej polimorfizmu Ser326Cys genu

hOGG]I 1 polimorfizmu SNP309 genu MDM?2 u chorych na
NDRP
Ocena wartosci rokowniczej polimorfizmu Ser326Cys genu
hOGG]I1 1 polimorfizmu SNP309 genu MDM?2 u chorych na
NDRP

. Ocena wystgpowania polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI i

polimorfizmu SNP309 genu MDM?2 w odniesieniu do obecnosci
mutacji w genie 7P53
Ocena wspotwystgpowania obu polimorfizméw i ich znaczenie w

odniesieniu do ryzyka zachorowania na NDRP
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4. MATERIAL

4.1. Informacje ogélne

Badaniem zostalo objetych 142 chorych na NDRP operowanych w
latach 1996-2000 w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej (Kierownik — prof. dr
hab. Jan Skokowski, obecnie - dr hab. Witold Rzyman). Klasyfikacje
histopatologiczna i oceng stopnia zaawansowania nowotworu przeprowadzono
w Zaktadzie Patomorfologii AMG (Kierownik — prof. dr hab. Andrzej
Roszkiewicz, obecnie — dr hab. Kazimierz Jaskiewicz). Klasyfikacjg
histopatologiczna wszystkich skrawkéw, barwionych hematoksylina-eozyna
przeprowadzono zgodnie z klasyfikacja Swiatowej Organizacji Zdrowia.
Stopien zaawansowania nowotworu oceniano na podstawie skali pTNM
wedtug kryteriow UICC (87).

Grupg kontrolng stanowito 277 oséb. Kryterium doboru do tej grupy
bylo wykluczenie jakiejkolwiek choroby nowotworowe; w chwili
przeprowadzenia badania, 1 w przesziosci.

Wszystkie osoby wyrazily pisemna zgodg¢ na udziat w badaniu. Projekt
uzyskal zgod¢ Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych
przy AMG (nr NKEBN/854/2003).

Material do badan stanowito DNA wyizolowane z leukocytow
obwodowej krwi zylnej. Probki krwi byly pobierane od chorych przed
zabiegiem operacyjnym, a od osob z grupy kontrolnej — podczas rutynowych
badan stanu zdrowia. Krew pobierano kazdorazowo do probowek
prézniowych zwierajacych EDTA 1 przechowywano w temperaturze — 20 °C
do czasu wykonania izolacji DNA.

Baza danych chorych na NDRP zawierata nastgpujace informacje: wiek
w chwili zabiegu operacyjnego, pte¢, dane na temat palenia papieroséw, datg
zabiegu operacyjnego, stopien zaawansowania wg klasyfikacji pTNM, stopien
zréznicowania nowotworu, rozpoznanie histopatologiczne, datg¢ ostatnie]
obserwacji lub dat¢ zgonu, datg¢ wznowy, lokalizacj¢ wznowy, wariant

polimorficzny Ser326Cys genu hOGGI, wariant polimorficzny SNP309 genu
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MDM?2, obecno$¢ lub brak mutacji genu p53 oraz jej rodzaj. Baza os6b
zdrowych stanowiacych grupg kontrolng zawierala podstawowe informacje
takie jak: wiek, pte¢, informacje na temat palenia tytoniu, wariant
polimorficzny Ser326Cys genu hOGGI oraz wariant polimorficzny SNP309
genu MDM?2.

Dalsze informacje dotyczace przebiegu choroby gromadzono na
podstawie danych z czterech zrédel: 1) dokumentacja medyczna Poradni
Chirurgii Klatki Piersiowej przy Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej AMG, 2)
dokumentacja medyczna Wojewddzkiej Przychodni Onkologicznej w
Gdansku (obecnie Wojewddzkie Centrum Onkologii), 3) informacje od
lekarzy pierwszego kontaktu oraz 4) bezposrednio od chorych i cztonkéw ich
rodzin. Dane na temat daty zgondéw otrzymywano od urzedéw gminy lub

urzedéw stanu cywilnego.

4.2. Charakterystyka chorych na NDRP i o0s6b z grupy

kontrolnej

Grupg badana stanowito 142 chorych na NDRP. W grupie tej byto 126
mezczyzn i 16 kobiet. Sredni wiek chorych w momencie zabiegu wynosit 61
lat (zakres od 42 do 78).

W badanej grupie bylo 92 chorych, u ktérych rozpoznano raka
ptaskonabtonkowego, 37 — gruczolakoraka, 7 — raka wielokomérkowego i 6 —
raka o utkaniu mieszanym.

U 17 chorych stwierdzono raka dobrze zr6znicowanego (cecha G1), u
91 - raka srednio zréznicowanego (cecha G2) i u 30 - raka nisko
zroznicowanego (cecha G3). U 4 chorych brak danych na temat stopnia
zréznicowania nowotworu.

W badanej grupie 1A, IB, IA, IIB, IIA, IIIB i IV stopien
zaawansowania wedtug klasyfikacji pTNM stwierdzono odpowiednio u 7, 47,

I, 39, 34, 12 i1 2 chorych. Na podstawie pooperacyjnego badania
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histopatologicznego cechg¢ T1 stwierdzono - u 9 chorych, cechg T2 - u 88
chorych, cechg T3 - u 33 chorych, a cechg T4 - u 12 chorych. U 75 chorych
stwierdzono cechg NO, u 32 - ceche N1, a u 35 - ceche¢ N2. Cecha M1 byta
obecna u 2 chorych, u pozostatych chorych stwierdzono cechg MO.

W odniesieniu do 134 chorych (94,4%) retrospektywnie uzyskano
informacje na temat palenia papieroséw. W grupie tej 89 os6b palito papierosy
do czasu zabiegu operacyjnego lub rzucito palenie w ciagu 6 miesigcy przed
zabiegiem operacyjnym, 40 os6b rzucito palenie powyzej 6 miesigcy przed
zabiegiem, a 5 nigdy nie bylo czynnymi palaczami papieroséw. W grupie 99
chorych udato si¢ ustali¢ doktadna liczbg paczkolat.

U 137 chorych (96,5%) udato si¢ ustali¢ dane na temat przebiegu
klinicznego choroby nowotworowej. Wsrdd chorych zyjacych dwoje miato
kliniczne cechy nawrotu. Wsréd osob, ktére zmarly, u 70 wystapil nawr6t
choroby, w tym u 23 stwierdzono wznowg¢ miejscowa, u 47 przerzuty odlegle.

Grupg kontrolng stanowito 277 os6éb bez choroby nowotworowej w
chwili pobrania materialu na badanie i w przesztosci. W grupie tej byto 249
mezczyzn i 28 kobiet. Sredni wiek oséb w grupie kontrolnej wynosit 58
(zakres 42 - 78 lat). 260 os6b w tej grupie palito papierosy, a 17 nigdy nie byto

czynnymi palaczami.
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Tabela 2. Charakterystyka kliniczna chorych na NDRP (n = 142)

Cecha Kkliniczna Liczba chorych (%)
Wiek Srednia 61
Zakres 42-78
Pte¢ Kobiety 16 (11,3%)
Megzczyzni 126 (88,7%)
Typ histologiczny raka | Ptaskonabtonkowy 92 (64,8%)
Gruczolowy 37 (26,1%)
Wielokomérkowy 7 (4,9%)
Mieszany 6 (4,2%)
pT T1 9 (6,3%)
T2 88 (62,0%)
T3 33 (23,2%)
T4 12 (8,5%)
pN NO 75 (52,8%)
N1 32 (22,5%)
N2 35 (24,7%)
pM MO 140 (98,6%)
Ml 2 (1,4%)
Stopien zaawansowania | [A 7 (4,9%)
patologicznego IB 47 (33,1%)
IIA 1 (0,7%)
11B 39 (27,5%)
1A 34 (23,9%)
I11B 12 (8,5%)
v 2 (1,4%)
Stopien  zréznicowania | G1 17 (12,0%)
raka G2 91 (64,1%)
G3 30 (21,1%)
brak danych 4 (2,8%)
Palenie papierosow Niepalacy 53,5%)
Obecni palacze 89 (62,7%)
Byli palacze 40 (28,2%)
Brak danych 8 (5,6%)
Nawr6t choroby Bez nawrotu 61 (43,0%)
Miejscowy 24 (16,9%)
Odlegty 48 (33,8%)
Miejscowy i odlegty 0 (0%)
Zgon okotooperacyjny 4 (2,8%)
Brak danych 5 (3,5%)

31




5. METODY

5.1. Informacje ogolne

Analiz¢ molekularng polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI oraz
polimorfizmu SNP309 genu MDM?2 autorka rozprawy wykonata w Zakladzie
Biologii 1 Genetyki Akademii Medycznej w Gdansku (Kierownik — prof. dr
hab. Janusz Limon). Wystgpowanie mutacji w genie 7P53 oceniono wczesnie]
w Zaktadzie Biologii Molekularnej i Komérkowej Uniwersytetu Gdanskiego
(kierownik — prof. dr hab. Maciej Zylicz, wykonawca — dr Joanna
Jakobkiewicz-Banecka) oraz w Laboratorium Kliniki Onkologii Uniwersytetu

w Lund (kierownik - dr Oke Borg, wykonawca — dr Amelia Szymanowska).

5.2. Izolacja DNA

DNA izolowano z leukocytow zylnej krwi obwodowej, pobranej od
chorych na NDRP i od 0s6b z grupy kontrolnej do probéwek prézniowych,
zawierajacych kwas etylenodwuminoczterooctowy (EDTA). Krew do chwili
izolacji byta przechowywana w temperaturze — 20 st C. Do izolacji
genomowego DNA uzywano zestawu Blood DNA Prep Plus (A&A
Biotechnology, nr katalogowy 022-250). Procedur¢ izolacji przeprowadzono

zgodnie z instrukcja producenta.

5.3. Oznaczanie st¢zenia DNA

Stezenie wyizolowanego DNA mierzono za pomoca spektrofotometru

Gene Quant II. Wynik odczytywano przy dtugosci fali 260 nm.
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5.4. Metody badania polimorfizmu Ser326Cys genu hOGG1
5.4.1. ASA-PCR

Polimorfizm Ser326Cys genu hOGG1 badano przy uzyciu metody ASA-
PCR (ang. allele specific amplification - polymerase chain reaction). W celu
okreslenia polimorfizmu przeprowadzano réwnoczesnie dwie oddzielne
reakcje, jedna dla allelu kodujacego seryng, druga dla allelu kodujacego
cysteing ze wzgledu na opisywany w bazie ENSEMBL (www.ensembl.org)
polimorfizm wystepujacy w pozycji 3 kodonu 326, ktéry mégltby zafatszowac
wyniki, gdyby startery do ASA-PCR byly zaprojektowane standardowo dla
jednej reakcji. Startery zaprojektowano na podstawie sekwencji genu hOGGI
dostepnej w bazie internetowej National Center of Biotechnology Information
(NCBI) (www.ncbi.nlm.nih.gov). Amplifikowana sekwencje z
uwzglednieniem miejsc komplementarnych do zastosowanych starteréw
przedstawiono na rycinie 8 (dla allelu kodujacego seryng¢) i na rycinie 9 (dla

allelu kodujacego cysteing). Zastosowane startery przedstawiono w tabeli 3.
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Rycina 8. Sekwencja egzonu 7 genu hOGGI1 zawierajaca kodon serynowy

ACTGTCACTAGTCTCACCAGCCCTGACCCCAGTGTACCCTC
CTCCCCACACAGACTCCACCCTCCTACAGGTGCTGTTCAGT
GCCGACCTGCGCCAATCCCGCCATGCTCAGGAGCCACCA
GCAAAGCGCAGAAAGGGTTCCAAAGGGCCGGAAGGCTAG
ATGGGGCACCCTGGACAAAGAAATTCCCCAAGCACCTTCC

Rycina 9. Sekwencja egzonu 7 genu hOGGI zawierajaca kodon
cysteinowy

ACTGTCACTAGTCTCACCAGCCCTGACCCCAGTGTACCCTC
CTCCCCACACAGACTCCACCCTCCTACAGGTGCTGTTCAGT
GCCGACCTGCGCCAATGCCGCCATGCTCAGGAGCCACCA
GCAAAGCGCAGAAAGGGTTCCAAAGGGCCGGAAGGCTAG
ATGGGGCACCCTGGACAAAGAAATTCCCCAAGCACCTTCC

Tabela 3. Startery do reakcji ASA-PCR

Nazwa Sekwencja
hOGG1_Forward 5’ = ACTGTCACTAGTCTCACCAG -3’
hOGG1_Rewerse 5’ — GGAAGGTGCTTGGGGAAT -3’
hOGG1_SER_Forward 5’ —= AGTGCCGACCTGCGCCAATC -3
hOGGI1_CYS_Forward 5’ — AGTGCCGACCTGCGCCAATG -3’
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Tabela 4. Sklad mieszaniny do reakcji ASA-PCR okreslajacej obecnosé

allelu kodujacego syrene

Sktadnik mieszaniny Stezenie Objetosc (ul)
Bufor 10x 2,5
MgCl, 25mM 2,5
dNTPs 10mM 1,0
hOGG1_Forward 10pmol/pl 0,5
hOGG1_Rewerse 10pmol/pul 0,5
hOGG1_SER_Forward 10pmol/pl 1,0
Polimeraza Taq Gold 5U/ul 0,1
ddH,0O - 15,9
DNA 60ng/pul 1,0
Razem - 25

Tabela 5. Sklad mieszaniny do reakcji ASA-PCR okreslajacej obecnosé

allelu kodujacego cysteing

Sktadnik mieszaniny Stezenie Objetosc (ul)
Bufor 10x 2,5
MgCl, 25mM 2,5
dNTPs 10mM 1,0
hOGG1_Forward 10pmol/pl 0,5
hOGGI1_Rewerse 10pmol/pul 0,5
hOGG1_CYS_Forward 10pmol/pl 1,0
Polimeraza Taq Gold 5U/ul 0,1
ddH,0O - 15,9
DNA 60ng/pul 1,0
Razem - 25
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Mieszaniny o skladzie przedstawionym w tabelach 4 1 5, z wyjatkiem
DNA, rozdzielano do probéwek PCR o objetosci 200 pl. Nastgpnie dodawano
matrycowe DNA. Koncowa objgtoS¢ mieszaniny wynosita 25 pl. Przed
kolejnym etapem krétko worteksowano 1 odwirowywano probki. Reakcje PCR
przeprowadzano wykorzystujac termocykler GeneAmp PCR System 2700.

Reakcja amplifikacji przebiegala w doswiadczalnie ustalonych
warunkach, przedstawionych w tabeli 6. W celu kontroli prawidtowego
przeprowadzenia reakcji PCR do kazdej reakcji dofaczano kontrolg
negatywna, w ktérej DNA zastgpowano taka sama objgtoscia podwdjnie

destylowanej wody.

Tabela 6. Warunki reakcji ASA-PCR

Etap Temperatura (‘C) | Czas (min.) Liczba cykli
Wstepna denaturacja | 95 5:00 -
Denaturacja 95 0:30

Przylaczanie starterow | 56 0:45 35
Wydluzanie 72 1:30

Koncowe wydtuzanie | 72 7:00 -

Po zakonczeniu reakcji PCR probki wirowano, a nastgpnie pobierano z
kazdej 10 pl produktu PCR, ktére dodawano do 3 pl buforu obciazajacego.
Tak przygotowana mieszaning nanoszono, ha wczesniej przygotowany 2% zel
agarozowy wybarwiony bromkiem etydyny. Rozdzial elektroforetyczny
przeprowadzano w buforze TBE, przy napigciu 200V przez 30 minut.
Rozdziaty elektroforetyczne poddawano wizualizacji w swietle UV na
transluminatorze. Dtugos¢ produktéw oceniano wzgledem wzorca masowego
DNA. Fotografie i archiwizacj¢ uzyskanych wynikéw wykonywano przy

pomocy aparatury Gel Doc 2000 firmy Bio Rad i programu Quantity One.
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Rozdzial  elektroforetyczny  dla  poszczegdlnych  wariantéw
polimorficznych przedstawiono na rycinie 10. Sciezki 2,3,4 przedstawiaja
produkty amplifikacji ze starterem specyficznym dla allelu kodujacego seryng,
a $ciezki 6,7,8 przedstawiaja produkty amplifikacji ze starterem specyficznym
dla allelu kodujacego cysteing. Analizujac wyniki obu reakcji mozna
zréznicowa¢ wariant homozygotyczny kodujacy tylko seryng (Sciezki 1 i 4),
wariant heterozygotyczny ($ciezki 2 1 5) 1 wariant homozygotyczny kodujacy

tylko cysteing (sciezki 3 1 6).

Rycina 10. Rozdzial elektroforetyczny fragmentow DNA otrzymanych w
wyniku reakcji ASA-PCR

MW  Marker wielkosci 100-500 pz

114 Produkty amplifikacji dla homozygoty Ser/Ser

215 Produkty amplifikacji dla heterozygoty Ser/Cys

316 Produkty amplifikacji dla homozygoty Cys/Cys

KN  Kontrola negatywna

MW 1 2 3 MW 4 5 6 KN
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5.4.2. Nested PCR

W wybranych prébkach, ze wzgledu na niska wydajnos¢ PCR,
przeprowadzano nested PCR. W reakcji nested PCR uzywa si¢ dwoch par
startero0w, z ktérych wewngtrzna para przytacza si¢ do sekwencji
przysrodkowo do pierwszej pary. Otrzymany produkt amplifikacji z pierwsza
para staje si¢ wigc matryca dla drugiej pary starteréw, co znacznie zwigksza
specyficznos¢ reakcji PCR.

Metoda nested PCR oznaczono 81 probek. Pierwsza reakcje PCR
przeprowadzano ze starterami zewngtrznymi, a druga ze starterami
wewngtrznymi oraz starterem specyficznym dla allelu kodujacego seryng lub
starterem specyficznym dla allelu kodujacego cysteing (tabela 7). Startery
zewngtrzne 1 specyficzne byly identyczne jak stosowane w opisane]
poprzednio  metodzie =~ ASA-PCR.  Startery  wewngtrzne  réwniez
zaprojektowano na podstawie sekwencji genu hOGGI dostgpnej w bazie
internetowej National Center of Biotechnology Information (NCBI)

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

Tabela 7. Startery do reakcji nested PCR

Nazwa Rodzaj Sekwencja
hOGG1_Forward zewngtrzny | 57 — ACTGTCACTAGTCTCACCAG -3’
hOGG1_Rewerse zewnetrzny | 50 — GGAAGGTGCTTGGGGAAT -3’

hOGG1_N_Forward wewnetrzny | 5 — TCACCAGCCCTGACCCCAGT -3’

hOGG1_N_Rewerse wewnetrzny | 5, - GTCCAGGGTGCCCCATCTAG - 3’

hOGGI1_SER_Forward | specyficzny | 5> — AGTGCCGACCTGCGCCAATC -3’

hOGG1_CYS_Forward | specyficzny | 5> — AGTGCCGACCTGCGCCAATG -3’

Amplifikowana sekwencje¢ z uwzglednieniem miejsc komplementarnych
do =zastosowanych starterow przedstawiono na rycinie 11 (dla allelu

kodujacego seryng) 1 na rycinie 12 (dla allelu kodujacego cysteing).
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Rycina 11. Sekwencja egzonu 7 genu hOGGI zawierajaca kodon

Serynowy

ACTGTCACTAGTCICACCAGCCCTGACCCCAGTGTACCCTC

CTCCCCACACAGACTCCACCCTCCTACAGGTGCTGTTCAGT
GCCGACCTGCGCCAATCCCGCCATGCTCAGGAGCCACCA
GCAAAGCGCAGAAAGGGTTCCAAAGGGCCGGAAGGCTAG
ATGGGGCACCCTGGACAAAGAAATTCCCCAAGCACCTTCC

Rycina 12. Sekwencja egzonu 7 genu hOGGI zawierajaca kodon

cysteinowy

ACTGTCACTAGTCICACCAGCCCTGACCCCAGTGTACCCTC

CTCCCCACACAGACTCCACCCTCCTACAGGTGCTGTTCAGT
GCCGACCTGCGCCAATCCCGCCATGCTCAGGAGCCACCA
GCAAAGCGCAGAAAGGGTTCCAAAGGGCCGGAAGGCTAG
ATGGGGCACCCTGGACAAAGAAATTCCCCAAGCACCTTCC

Tabela 8. Sklad mieszaniny do reakcji ze starterami zewnetrznymi

Sktadnik mieszaniny Stezenie Objetose (ul)
Bufor 10x 3,5

MgCl, 25mM 2,0

dNTPs 10mM 1,0
hOGG1_Forward 10pmol/pl 1,0
hOGG1_Rewerse 10pmol/pl 1,0
Polimeraza Taq Gold 5U/ul 0,1

ddH,O - 25,5

DNA 60ng/pul 1,0

Razem

35
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Mieszaning o skladzie przedstawionym w tabeli 8, z wyjatkiem DNA,
rozdzielano do probowek PCR o objgtosci 200 pl. Nastgpnie dodawano
matrycowe DNA. Koncowa objgtos¢ mieszaniny wynosita 35 pl. Przed
kolejnym etapem krétko worteksowano 1 odwirowywano probki. Reakcje PCR
przeprowadzano wykorzystujac termocykler GeneAmp PCR System 2700.

Reakcja amplifikacji przebiegala w doswiadczalnie ustalonych
warunkach, przedstawionych w tabeli 9. Do kazdej amplifikacji dotaczano
kontrole negatywna, w ktérej DNA zastgpowano taka sama objetoscia

podwdjnie destylowanej wody.

Tabela 9. Warunki reakcji ze starterami zewngtrznymi

Etap Temperatura (‘C) | Czas (min.) Liczba cykli
Wstepna denaturacja | 95 5:00 -
Denaturacja 95 0:30

Przylaczanie starterow | 56 0:30 20
Wydluzanie 72 0:30

Koncowe wydtuzanie | 72 7:00 -

Po zakonczeniu reakcji PCR probki wirowano, a nastgpnie pobierano z
kazdej 10 pl produktu PCR, ktére dodawano do 3 pl buforu obciazajacego.
Tak przygotowana mieszaning nanoszono, ha wczesniej przygotowany 2% zel
agarozowy wybarwiony bromkiem etydyny. Elektroforez¢ przeprowadzano w
buforze TBE, przy napigciu 200V przez 20 minut. Naste¢pnie w swietle UV na
transluminatorze sprawdzano obecnos¢ produktu reakcji ze starterami
zewngtrznymi. Dlugo$¢ produktu oceniano wzgledem wzorca masowego
DNA. Fotografie i archiwizacj¢ uzyskanych wynikéw wykonywano przy

pomocy aparatury Gel Doc 2000 firmy Bio Rad i programu Quantity One.
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W nastgpnym etapie przeprowadzano druga reakcj¢ PCR, ze starterami

wewngtrznymi oraz starterem specyficznym dla allelu kodujacego seryng lub

starterem specyficznym dla allelu kodujacego cysteing.

Tabela 10. Sklad mieszaniny do reakcji ze starterami wewne¢trznymi oraz

starterem specyficznym dla allelu kodujgcego seryne

Sktadnik mieszaniny Stezenie Objetose (ul)
Bufor 10x 3,5
MgCl, 25mM 1,0
dNTPs 10mM 1,0
hOGG1_N_Forward 10pmol/ul 1,0
hOGG1_N_Rewerse 10pmol/pl 1,0
hOGG1_SER_Forward 10pmol/ul 2,0
Polimeraza Taq Gold 5U/ul 0,1
ddH,O - 23,5
Produkt PCR - 2,0
Razem - 35

Tabela 11. Sklad mieszaniny do reakcji ze starterami wewnetrznymi oraz

starterem specyficznym dla allelu kodujgcego cysteing

Sktadnik mieszaniny Stezenie Objetose (ul)
Bufor 10x 3,5
MgCl, 25mM 1,0
dNTPs 10mM 1,0
hOGG1_N_Forward 10pmol/pl 1,0
hOGG1_N_Rewerse 10pmol/pl 1,0
hOGG1_CYS_Forward 10pmol/pl 2,0
Polimeraza Taq Gold 5U/ul 0,1
ddH,O - 23,5
Produkt PCR - 2,0
Razem - 35

41




Mieszaniny o sktadzie przedstawionym w tabelach 101 11, z wyjatkiem
produktu otrzymanego w wyniku amplifikacji ze starterami zewngtrznymi,
rozdzielano do probowek PCR o objgtosci 200 pl. Nastgpnie dodawano
produkt PCR. Koncowa objgtos¢ mieszaniny wynosita 35 pl. Przed kolejnym
etapem krotko worteksowano 1 odwirowywano probki. Reakcj¢ PCR
przeprowadzano wykorzystujac Termocykler GeneAmp PCR System 2720.

Reakcja amplifikacji przebiegala w doswiadczalnie ustalonych
warunkach, przedstawionych w tabeli 12. Do kazdej amplifikacji dotaczano
kontrolg negatywna, w ktérej produkt PCR zastgpowano taka sama objetoscia

podwdjnie destylowanej wody.

Tabela 12. Warunki reakcji ze starterami wewnetrznymi i specyficznymi

Etap Temperatura (‘C) | Czas (min.) Liczba cykli
Wstepna denaturacja | 95 5:00 -
Denaturacja 95 0:30

Przylaczanie starterow | 66 0:30 35
Wydluzanie 72 0:30

Koncowe wydtuzanie | 72 7:00 -

Po zakonczeniu reakcji PCR probki wirowano, a nastgpnie pobierano z
kazdej 10 pl produktu PCR, ktére dodawano do 3 pl buforu obciazajacego.
Tak przygotowana mieszaning nanoszono, ha wczesniej przygotowany 2% zel
agarozowy wybarwiony bromkiem etydyny. Rozdzial elektroforetyczny
przeprowadzano w buforze TBE, przy napigciu 200V przez 30 minut.
Rozdziaty elektroforetyczne poddawano wizualizacji w swietle UV na
transluminatorze. Dtugos¢ produktéw oceniano wzgledem wzorca masowego
DNA. Fotografie 1 archiwizacj¢ uzyskanych wynikow wykonywano przy
pomocy aparatury Gel Doc 2000 firmy Bio Rad i programu Quantity One.
Identyfikacje¢ wariantéw polimorficznych przeprowadzano w ten sam sposob

jak opisano w rozdziale 4.4.1. ASA-PCR.

42




5.4.3. Sekwencjonowanie produktéw PCR

W celu weryfikacji otrzymanych wynikéw zsekwencjonowano 65
losowo wybranych prébek (15%). Wybrane do sekwencjonowania probki
powtdrnie amplifikowano za pomoca reakcji nested PCR. Obecnos¢
uzyskanych produktéw sprawdzano za pomoca elektroforezy agarozowej, jak
opisano powyzej w rozdziale 4.4.2. Nested PCR. Nastgpnie amplifikowane
fragmenty DNA oczyszczano z genomowego DNA 1 starterOw przy uzyciu
zestawu Clean-up (A&A Biotechnology, Polska).

Oczyszczone produkty PCR byty bezposrednio sekwencjonowane. Do
reakcji stosowano starter antysensowy. Sklad mieszaniny do reakcji
sekwencjonowania przedstawiono w tabeli 13. Warunki oraz profil
temperaturowy reakcji byly zgodne z zaleceniami firmy Applied Biosystems

(tabela 14).

Tabela 13. Sktad mieszaniny do reakcji sekwencjonowania

Sktadnik mieszaniny Objetosc (ul)
BigDye Terminator Cycle Sequencig Kit v 3.1 2
Sxbufor do sekwencjonowania 4
Starter (1uM) 2
Matrycowe DNA (produkt PCR) 12
Razem 20

Tabela 14. Warunki reakcji sekwencjonowania

Temperatura (°C) Czas (min.) Liczba cykli
96°C 1:00 -
96°C 0:10
50°C 0:05 25
60°C 4:00
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W celu usunigcia nadmiaru znakowanych dwudeoksynukleotydéw
(dANTPS) produkt reakcji oczyszczano przy uzyciu zestawu ExTerminator
(A&A Biotechnology, Polska). Tak przygotowane probki denaturowano przy
uzyciu termocyklera w temperaturze 95°C, przez 5 minut, nast¢pnie chtodzono
do temperatury 4°C. Probki analizowano przy uzyciu automatycznego
sekwenatora ABI PRISM 310 oraz programéw ABI PRISM 310 Data
Collection Software v 2.0 1 ABI PRISM DNA Sequencing Analysis Software v
3.7. Otrzymane sekwencje porownywano z sekwencja prawidtowa przy uzyciu
programu Sequencher v 4.7 demo (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, MI,
USA).

44



Rycina 13. Sekwencjonowanie fragmentu egzonu 7 genu hOGGI
zawierajacego kodon 326 — wariant polimorficzny Ser/Ser

G AT GG cle cgala T 1
G CAL GG C|JG G GIA LT
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Rycina 14. Sekwencjonowanie fragmentu egzonu 7 genu hOGGI
zawierajacego kodon 326 — wariant polimorficzny Ser/Cys

Ol

1]
£.T1

=i~
20
20
'_I.:—:.]
=i~
=i~

=3 (0]
ey
Dy
=3 (0]
=3 (0]
ey
f==1 >4

Rycina 15. Sekwencjonowanie fragmentu egzonu 7 genu hOGGI
zawierajacego kodon 326 — wariant polimorficzny Cys/Cys
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5.5. Metody badania polimorfizmu SNP309 genu MDM?2

5.5.1. RFLP-PCR

Polimorfizm SNP309 genu MDM?2 badano przy uzyciu metody RFLP
(Restriction Fragments Length Polymorphism — polimorfizm dlugosci
fragmentow restrykcyjnych). Ta metoda wykrywa si¢ rdéznice pomigdzy
rozmiarami fragmentéw DNA pocig¢tych enzymami restrykcyjnymi. Réznice
dtugosci fragmentéw DNA powstaja w wyniku polimorfizmu/mutacji, w

wyniku ktérych sa tworzone lub eliminowane miejsca rozpoznawane przez te
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enzymy. Badanie polimorfizmu SNP309 genu MDM?2 wykonano przy uzyciu

metody opisanej wczesnie] przez Sotamaa K (112). Amplifikowana sekwencjg

z uwzglednieniem miejsc komplementarnych do zastosowanych starteréw

przedstawiono na rycinie 16. Zastosowane startery przedstawiono w tabeli 15.

Rycina 16. Fragment sekwencji promotorowej genu MDM?2

CGCGGGAGTTCAGGGTAAAGGTCACGGGGGCCGGGGGCT
GCGGGGCCGCTT/GCGGCGCGGGAGGTCCGGATGATCGCA
GGTGCCTGTCGGGTCACTAGTGTGAACGCTGCGCGTAGTC
TGGGCGGGATTGGGCCGGTTCAGTGGGCAGGTTGACTCAG

Tabela 15. Startery do reakcji PCR

Nazwa

Sekwencja

MDM?2_ Forward

5" - CGCGGGAGTTCAGGGTAAAG -3’

MDM?2_ Rewerse

5" — CTGAGTCAACCTGCCCACTG - 3’

Tabela 16. Sktad mieszaniny do reakcji PCR

Sktadnik mieszaniny Stezenie Objetos¢/probke (ul)
Bufor 10x 2,5

MgCl, 25mM 1,5

dNTPs 10mM 0,5
MDM?2_Forward 10pmol/pul 0,3
MDM?2_Rewerse 10pmol/pul 0,3

Polimeraza Taq 5U/ul 0,1

ddH,0O - 18,9

DNA 60ng/pul 1,0

Razem - 25
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Mieszaning o sktadzie przedstawionym w tabeli 16, z wyjatkiem DNA,
rozdzielano do probowek PCR o objgtosci 200 pl. Nastgpnie dodawano
matrycowe DNA. Koncowa objgtos¢ mieszaniny wynosita 25 pl. Przed
kolejnym etapem krétko worteksowano 1 odwirowywano probki. Reakcje PCR
przeprowadzano wykorzystujac Termocykler GeneAmp PCR System 2700.

Reakcja amplifikacji przebiegata warunkach, przedstawionych w tabeli
17. W celu kontroli prawidtowego przeprowadzenia reakcji PCR do kazdej
reakcji dotaczano kontrolg negatywna, w ktérej DNA zastgpowano taka sama

objg¢toscia podwdjnie destylowanej wody.

Tabela 17. Warunki reakcji PCR

Etap Temperatura (‘C) | Czas (min.) Liczba cykli
Wstepna denaturacja | 94 5:00 -
Denaturacja 94 0:30

Przylaczanie starteréow | 60 0:30 35
Wydluzanie 72 1:00

Koncowe wydtuzanie | 72 7:00 -

Skutecznos$¢ reakcji PCR kontrolowano przy uzyciu elektroforezy w 2%
zelu agarozowym, a nastgpnie produkt amplifikacji o dlugosci 158 par zasad

trawiono enzymem restrykcyjnym MspA1l (New England BioLabs).

Tabela 18. Sklad mieszaniny przygotowanej do reakcji trawienia

Sktadnik mieszaniny Objetos¢/probke (ul)
Bufor NE 2,5
BSA 0,5
Enzym MspAll 0,6
Razem 3,6
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Mieszaning o sktadzie przedstawionym w tabeli 18 dodawano do 15 pl
produktu PCR, nastgpnie worteksowano 1 krétko odwirowywano. Reakcja
trawienia zachodzita podczas 16 godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C. Po
zakonczeniu inkubacji probki wirowano, a nast¢pnie pobierano z kazdej 5 pl
produktu, ktére dodawano do 2 pl buforu obciazajacego. Tak przygotowana
mieszaning  nanoszono, ha  wczesniej  przygotowany 10%  zel
poliakrylamidowy. Rozdzial elektroforetyczny produktéw PCR po trawieniu
przeprowadzano w buforze TAE, przy napigciu 200V przez 30 minut.
Nastgpnie przez okolo 3 minuty wybarwiano zel w buforze zawierajacym
bromek etydyny (200ml TAE 1 20 pl bromku etydyny). Rozdzialty
elektroforetyczne poddawano wizualizacji w §wietle UV na transluminatorze.
Dtugos¢ produktéw oceniano wzgledem wzorca masowego DNA. Fotografie i
archiwizacj¢ uzyskanych wynikéw wykonywano przy pomocy aparatury Gel
Doc 2000 firmy Bio Rad i programu Quantity One.

Enzym restrykcyjny MspAll rozpoznaje sekwencje 5° — CTGCGG -
3’, ktéra wystepuje, jesli w locus 309 znajduje si¢ guanina i przecina wowczas
amplifikowany fragment o dlugosci 158 par zasad na dwa fragmenty o
dlugosci 107 1 51 par zasad. Przykladowy zel poliakrylamidowy z rozdziatem

elektroforetycznym przedstawiono na rycinie 17.

Rycina 17. Rozdzial elektroforetyczny fragmentow DNA otrzymanych w
wyniku reakcji RFLP-PCR
MW  Marker wielkosci 25-700 pz
1 Homozygota SNP309 G/G
213 Heterozygoty SNP309 G/T
4 Homozygota SNP309 T/T
MW 1 2 3 4
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5.6. Metody badania mutacji genu 7P53

Analiz¢ wystgpowania mutacji w genie 7TP53 przeprowadzono
wczesniej. U 75 chorych wystgpowanie mutacji w genie TP53 oceniono przy
uzyciu metody SSCP w Zaktadzie Biologii Molekularnej 1 Komoérkowe;]
Uniwersytetu Gdanskiego (kierownik — prof. dr hab. Maciej Zylicz,
wykonawca — dr Joanna Jakobkiewicz-Banecka). Obecnos¢ wszystkich
mutacji wykrytych metoda SSCP potwierdzono sekwencjonowaniem. U 67
chorych wystgpowanie mutacji w genie 7TP53 oceniono metoda
bezposredniego sekwencjonowania w Laboratorium Kliniki Onkologii
Uniwersytetu w Lund (kierownik - dr Oke Borg, wykonawca — dr Amelia
Szymanowska). Badania przeprowadzono zgodnie z opisem w publikacjach

(65, 116).

Aparaturg, odczynniki 1 roztwory stosowane w analizie molekularnej

przedstawiono w zataczniku 1.

5.7. Metody analizy statystycznej

Analizg opisowa przeprowadzono przedstawiajac proporcje odsetkowe
dla zmiennych kategoryzowanych oraz mediang i zakres dla zmiennych
ciagtych. Test réwnowagi Hardy’ego-Weinberga sprawdzono za pomoca
modyfikacji testu dokladnego Fishera (48). Zmienne kategoryzowane
poréwnano za pomoca testu chi-kwadrat lub testu doktadnego Fishera w
zaleznosci od liczebnosci oczekiwanych. Zmienne ciagle poréwnano
nieparametrycznym testem Kruskala-Wallisa. Analiz¢ ryzyka zachorowania
na NDRP w zaleznosci od badanych polimorfizméw przeprowadzono wedtug
trzech modeli genetycznych (139), podajac wspdtczynniki ryzyka (ang. Odds
ratio) 1 95% zakresy ufnoSci na podstawie analizy regresji logistycznej
jednoczynnikowej i wieloczynnikowej, po skorygowaniu o podstawowe dane

demograficzne (wiek, pte¢, historia palenia tytoniu).
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W analizie przezycia zastosowano metod¢ Kaplana-Meiera. Krzywe
przezycia porOwnano testem log-rank. Przeprowadzono jedno- 1
wieloczynnikowa analiz¢ wedlug modelu proporcjonalnego ryzyka Cox’a
wedlug trzech wcze$niej opisanych modeli genetycznych. Nieskorygowane i
skorygowane wspotczynniki ryzyka zgonu (ang. hazard ratio) podano wraz z
odpowiadajacym im 95% zakresem ufnosci.

W analizie ryzyka zachorowania na NDRP w zaleznosci od obu
polimorfizméw wykorzystano wskaznik ryzyka (ang. risk score). Wskaznik
ryzyka zostal zbudowany na podstawie analizy jednoczynnikowej
polimorfizméw z uwzglednieniem nastgpujacych czynnikow ryzyka:
hOGG]1 Ser/Cys — 1 punkt
hOGGI Cys/Cys — 2 punkty
MDM?2 G/G - 1 punkt
Inne warianty polimorficzne — 0 punktow

Dla oceny lacznej wartosci predykcyjnej analizy genotypéw dla ryzyka
zachorowania na raka pluca zastosowano model wieloczynnikowej regresji
logistycznej, skorygowany o analizowane cechy demograficzne (wiek, plec,
historia palenia tytoniu). Do analizy witaczono model addytywny
polimorfizmu genu h/OGGI 1 model recesywny polimorfizmu genu MDM?2 (na
podstawie analizy jednoczynnikowej).

We wnioskowaniu zastosowano poziom istotnos$ci statystycznej
0=0,05. Nie stosowano poprawek dla wielokrotnosci testowania. Wszystkie
przeprowadzone testy statystyczne byty obustronne. Do analizy wykorzystano

programy statystyczne SPSS 14,0 oraz Statsdirect 2,0.
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6. WYNIKI
6.1. Polimorfizm Ser326Cys genu hOGGI1
6.1.1. Czestos¢ wystepowania wariantow polimorficznych
Ser326Cys genu hOGGI u chorych na NDRP i w grupie

kontrolnej

Czgstos¢ wystgpowania wariantow polimorficznych Ser326Cys genu
hOGG]1 okreslono u 142 chorych na NDRP i u 277 0s6b z grupy kontrolne]
obejmujacej osoby zdrowe. Stwierdzono istotne réznice w rozkladzie
genotypéw 1 alleli pomigdzy badanymi grupami (p<0,001). Wariant
polimorficzny Ser/Ser stwierdzono u 57,7% chorych na NDRP i u 78,7% os6b
z grupy kontrolnej. Heterozygoty stanowily 34,5% chorych 1 18,8% o0s6b z
grupy kontrolnej, a homozygoty Cys/Cys - 7,7% chorych i1 2,5% o0s6b
zdrowych. Czgstos¢ wystgpowania allelu Cys wynosita 25,0% w grupie
chorych i 11,9% w grupie kontrolnej (p<0,001). W tabeli 19 przedstawiono
rozktad poszczegélnych wariantéw polimorficznych oraz alleli u chorych na

NDRP i w grupie kontrolne;.

Tabela 19. Rozklad wariantéw polimorficznych Ser326Cys genu hOGGI
w grupie chorych na NDRP i w grupie kontrolnej

Ser326Cys Chorzy Grupa kontrolna p
Ser/Ser (%) 82 (57,7%) 218 (78,7%)
Ser/Cys (%) 49 (34,5%) 52 (18,8%) <0,001
Cys/Cys (%) 11 (7,7%) 7 (2,5%)
Czgstos¢ allelu Cys 25,0 % 11,9 % <0,001

Nie stwierdzono istotnych odchylen rozkiadu genotypéw od rozktadu
okreslonego przez test r6wnowagi Hardy’ego-Weinberga w grupie kontrolnej

(p= 0,084).
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6.1.2. Polimorfizm Ser326Cys genu hOGGI w odniesieniu do ryzyka

zachorowania na NDRP

Ryzyko zachorowania na NDRP w odniesieniu do wariantow
polimorficznych Ser326Cys genu hOGGI rozpatrywano wykorzystujac trzy
modele poréwnawcze: recesywny, dominujacy i addytywny. We wszystkich
modelach stwierdzono istotnie zwigkszone ryzyko zachorowania na NDRP u
nosicieli allelu Cys, zaréwno przed, jak i1 po skorygowaniu wzgledem pici,
wieku 1 historii palenia tytoniu (tabela 20 i tabela 21). Najwigksze ryzyko
zachorowania na NDRP stwierdzono w modelu addytywnym dla homozygot

cysteinowych (OR=3,78; 95% CI=1,39-10,28).

Tabela 20. Analiza wspolczynnikow ryzyka (OR) i 95% zakresow ufnosci
(95% CI) dla polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI. Model surowy
(nieskorygowany)

OR
P
(95% CI)
Model recesywny 3,24 0,0176
Cys/Cys vs Cys/Ser + Ser/Ser (1,23-8,55)
Model dominujacy 2,70 <0,0001
Cys/Cys + Cys/Ser vs Ser/Ser (1,74-4,20)
Model addytywny
Cys/Ser vs Ser/Ser 2,51 0,0001
(1,57-3,99)
Cys/Cys vs Ser/Ser 4,18 0,0043
(1,57-11,14)
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Tabela 21. Analiza wspoétczynnikéw ryzyka (OR) i 95% zakreséw ufnosci
(95% CI) dla polimorfizmu Ser326Cys genu hOGG1. Model skorygowany
wzgledem plci, wieku i historii palenia tytoniu

OR
P
(95% CI)
Model recesywny 2,81 0,041
Cys/Cys vs Cys/Ser + Ser/Ser (1,04-7,56)
Model dominujacy 2,84 <0,0001
Cys/Cys + Cys/Ser vs Ser/Ser (1,80-4,48)
Model addytywny
Cys/Ser vs Ser/Ser 2,70 <0,0001
(1,67-4,37)
Cys/Cys vs Ser/Ser 3,78 0,009
(1,39-10,28)

6.1.3. Kliniczna warto$¢ polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI u
chorych na NDRP

W analizie zaleznoSci pomigdzy wariantami polimorficznymi
Ser326Cys genu hOGGI a cechami klinicznymi uwzgledniono pte¢ 1 wiek
chorych, palenie tytoniu, posta¢ histologiczna raka, cecheg T i ceche N w skali
pTNM oraz stopien zréznicowania guza. Wykazano znamienne rdznice w
rozkladzie wariantéw polimorficznych w zaleznosci od cechy pN. Nie
wykazano zalezno$ci pomigdzy wystgpowaniem wariantow polimorficznych a
plcia, wiekiem, historig palenia tytoniu, postacia histologiczng raka, cecha pT

oraz stopniem zréznicowania guza (tabela 22).
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Tabela 22. Analiza zwiazku pomigedzy wystepowaniem wariantow

polimorficznych Ser326Cys genu hOGGI a wybranymi cechami
klinicznymi chorych na NDRP
Wariant Ser/Ser | Wariant Ser/Cys | Wariant Cys/Cys
Cecha p
n (%) n (%) n (%)

Ple¢
Mgzczyzni 72 (88%) 44 (90%) 10 (91%) 0,915
Kobiety 10 (12%) 5 (10%) 1 (9%)

Wiek
Mediana 62 60 64 0,617
Zakres 43-75 42-78 43-73

Palenie tytoniu
Nie 4 (5%) 1 (2%) 0 (0%) 0.498
Tak 70 (95%) 48 (98%) 11 (100%)

Postac¢ histologiczna

raka
SCC 54 (66%) 32 (65%) 6 (55%) 0.852
AC 22 (26%) 11 (23%) 4 (36%) ’
LCC 3 (4%) 3 (6%) 1 (9%)
mieszany 3 (4%) 3 (6%) 0 (0%)

pT
T1 5 (6%) 1 (2%) 3 (27%)
T2 53 (65%) 29 (59%) 6 (55%) 0,082
T3 18 (22%) 14 (29%) 1 (9%)
T4 6 (7%) 5 (10%) 1 (9%)

pN
NO 52 (63%) 17 (34%) 6 (55%) 0.030
N1 13 (16%) 16 (33%) 3 (27%) ’
N2 17 21%) 16 (33%) 2 (18%)

Stopien

zréznicowania
Gl 7 (9%) 8 (17%) 2 (18%) 0,488
G2 53 (66%) 30 (64%) 8 (73%)
G3 20 (25%) 9 (19%) 1 (9%)

54




6.1.4. Rokownicza warto$¢ polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI u
chorych na NDRP

Do chwili zamknigcia bazy danych (grudzien 2007) zyto 43 chorych
(30,3%), a zmarto 99 (69,7%). Cztery osoby zmarty w okresie
pooperacyjnym, czyli w ciagu pierwszego miesigca po zabiegu. Mediana
czasu obserwacji dla calej grupy chorych wynosita 9,4 lat, a zakres od 7,1 do
11,5 lat. Mediana czasu przezycia chorych wynosita 2,2 lata (95% CI: 1,6 —
2,9 lat) (rycina 18). Prawdopodobienstwo pigcioletniego przezycia wynosito

35% (95% CI: 27 - 42%).

Rycina 18. Prawdopodobienstwo przezycia w badanej grupie chorych na
NDRP (n=142)

1.0 Prawdopodobienstwo przezycia w catej grupie
0.8—
0.6—

04—

0.2—

PRAWDOPODOBIENSTWO PRZEZYCIA

0.0—

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

55



Zwiazek pomigdzy wystgpowaniem wariantow polimorficznych
Ser326Cys genu hOGGI a czasem catkowitego przezycia rozpatrywano
wykorzystujac trzy modele poréwnawcze: recesywny, dominujacy i
addytywny. Nie stwierdzono zwigzku pomigdzy wystgpowaniem wariantow
polimorficznych a czasem calkowitego przezycia w zadnym z wymienionych
wyze] modeli (tabela 23) (ryciny 19-21). Nie stwierdzono takze zwiazku
pomigdzy wystgpowaniem wariantow polimorficznych a mediang czasu

przezycia chorych. (tabela 24).

Tabela 23. Polimorfizm Ser326Cys genu hOGGI - analiza czasu przezycia
(model nieskorygowany i skorygowany o ple¢, wiek i stopien
zaawansowania)

HRqur p HRoryg p

95% CI) 95% CI)

Model recesywny 0,82 0,583 0,84 0,643

Cys/Cys vs Cys/Ser + Ser/Ser 0,40-1,69 0,41-1,75

Model dominujacy 0,87 0,494 0,71 0,113

Cys/Cys + Cys/Ser vs Ser/Ser 0,58-1,30 0,47-1,08

Model addytywny

Cys/Ser vs Ser/Ser 0,89 0,609 0,71 0,130
0,58-1,37 0,45-1,11

Cys/Cys vs Ser/Ser 0,78 0,518 0,74 0,430
0,37-1,64 0,35-1,56
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Rycina 19. Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia chorych na NDRP
w zalezno$ci od wariantu polimorficznego Ser326Cys genu hOGGI -

model recesywny
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Rycina 20. Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia chorych na NDRP
w zalezno$ci od wariantu polimorficznego Ser326Cys genu hOGGI -
model dominujacy

PRAWDOPODOBIENSTWO PRZEZYCIA
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Polimorfizm hOGG1, model dominujacy, log-rank P=0,49

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

58



Rycina 21. Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia chorych na NDRP
w zaleznosci od wariantu polimorficznego Ser326Cys genu hOGGI model

addytywny
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Tabela 24. Wystepowanie wariantéow polimorficznych Ser326Cys genu
hOGGI a czas przezycia

Mediana OS [lata]

95% CI [lata]

Log-rank (P)

Cata grupa 2,2 1,6-2,9

Model recesywny

Cys/Cys 6,5 3,4-9,7

Ser/Cys+Ser/Ser 2,0 1,3-2,7 0-58
Model dominujacy

Cys/Cys+Ser/Cys 2,2 0,7-3,8 0.49
Ser/Ser 2,2 1,4-3,0

Model addytywny

Cys/Cys 6,5 3,4-9,7

Ser/Cys 1,9 1,1-2,6 0,75
Ser/Ser 2,2 1,4-3,0

59




6.1.5. Zaleznos¢ pomiedzy wystepowaniem wariantow

polimorficznych Ser326Cys genu hOGGI i mutacji w genie TP53

U 75 chorych na NDRP mutacje oznaczono za pomoca metody SSCP.
W grupie tej mutacje w egzonach 5.-8. wykryto u 25 chorych (33,3%). We
wszystkich przypadkach obecnos¢ mutacji potwierdzono
sekwencjonowaniem. Przy uzyciu metody bezposredniego sekwencjonowania
mutacje wykryto u 26 (38,8%) sposréd 67 chorych. Razem w calej grupie
chorych (n=142) wykryto 51 mutacji genu TP53 (35,9%). Transwersje¢ G—T
stwierdzono u 9 chorych (17,6% wszystkich mutacji), z czego 7 mutacji miato
charakter zmiany sensu (missense), a 2 stanowily mutacje ,,milczace” (silent).

U homozygot serynowych stwierdzono 27 mutacji (33%), u heterozygot
- 22 (45%), a u homozygot cysteinowych — 2 (18%). Nie stwierdzono zwiazku
pomigdzy wystgpowaniem okreslonego wariantu polimorficznego Ser326Cys
genu hOGG]1 a czgstoScia wystgpowania mutacji w genie 7P53.

Transwersj¢ G—T stwierdzono u 6 chorych 2z wariantem
polimorficznym Ser/Ser 1 u 3 chorych z wariantem polimorficznym Ser/Cys.
U homozygot Cys/Cys nie stwierdzono zadnej transwersji G—T. Nie
stwierdzono zwiazku pomigdzy wystgpowaniem okreslonego wariantu
polimorficznego Ser326Cys genu hOGGI a czgstoscia wystgpowania

transwersji G—T (tabela 25).

Tabela 25. Wspolwystepowanie wariantéw polimorficznych Ser326Cys
genu hOGGI i mutacji w genie TP53

Cecha Wariant Ser/Ser | Wariant Ser/Cys | Wariant Cys/Cys p
n (%) n (%) n (%)
Mutacje TP53
Nie 55 (67%) 27 (55%) 9 (82%) 0,170
Tak 27 (33%) 22 (45%) 2 (18%)
Transwersja G—T
Nie 76 (93%) 46 (94%) 11 (100%) 0,644
Tak 6 (7%) 3 (6%) 0 (0%)
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6.2. Polimorfizm SNP309 genu MDM?2
6.2.1. Czestos¢ wystepowania wariantéw polimorficznych SNP309

genu MDM?2 u chorych na NDRP i w grupie kontrolnej

Rozktad wariantéw polimorficznych SNP309 genu MDM?2 okreslono u
132 chorych na NDRP (93%) oraz u 253 os6b z grupy kontrolnej (91%). W
grupie chorych najczgsciej wystgpowat genotyp T/G (45,5%), podczas gdy w
grupie kontrolnej — genotyp T/T (47,4%). Czgstos¢ wystgpowania genotypu
G/G wynosita 13,6% w grupie chorych i 6,7% w grupie kontrolnej (p=0,068).
Czestos¢ wystegpowania allelu G wynosita 36,36% w grupie chorych 1 29,6% w
grupie kontrolnej (p=0,061). W tabeli 26 przedstawiono czgstos¢

poszczegblnych wariantow polimorficznych 1 alleli w badanych grupach.

Tabela 26. Rozklad wariantéw polimorficznych SNP309 genu MDM?2 w
grupie chorych na NDRP i w grupie kontrolnej

SNP309 Chorzy Grupa kontrolna P
T/T (%) 54 (40,9%) 120 (47,4%)
T/G (%) 60 (45,5%) 116 (45,8%) 0,068
G/G (%) 18 (13,6%) 17 (6,7 %)

Czgstos¢ allelu G 36,36 % 29,6 % 0,061

Nie stwierdzono istotnych odchylen rozktadu genotypéw od rozktadu
okreslonego przez test rOwnowagi Hardy’ego-Weinberga w grupie kontrolne;j

(p=0,133).
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6.2.2. Polimorfizm SNP309 genu MDM2 w odniesieniu do ryzyka

zachorowania na NDRP

Ryzyko zachorowania na NDRP w odniesieniu do wariantow
polimorficznych SNP309 genu MDM?2 rozpatrywano wykorzystujac trzy
modele poréwnawcze: recesywny, dominujacy i1 addytywny. Przyjmujac
wariant surowy (nieskorygowany) wspétczynnik OR dla wariantu
polimorficznego G/G w modelu recesywnym wynosit 2,19, a w modelu
addytywnym 2,35; byly to rdéznice znamienne (odpowiednio p=0,028 i
p=0,023). Po skorygowaniu wzgledem pici, wieku i historii palenia tytoniu
wzrost wzglednego ryzyka zachorowania na NDRP dla homozygot G/G w
modelu addytywnym byt znamienny (OR=2,27; 95% CI=1,04-4,93) (tabela 27
1 tabela 28 ).

Tabela 27. Analiza wspétczynnikéw ryzyka (OR) i 95% zakreséw ufnosci
95% CI) dla polimorfizmu SNP309 genu MDM2. Model surowy
(nieskorygowany)

OR
P
(95% CI)
Model recesywny 2,19 0,028
G/G vs G/T + T/T (1,09-4,41)
Model dominujacy 1,30 0,222
G/G + G/Tvs T/T (0,85-1,99)
Model addytywny
G/T vs T/T 1,15 0,542
(0,73-1,80)
G/G vs T/T 2,35 0,023
(1,13-4,91)

62



Tabela 28. Analiza wspoétczynnikéw ryzyka (OR) i 95% zakreséw ufnosci
(95% CI) dla polimorfizmu SNP309 genu MDM?2. Model skorygowany
wzgledem plci, wieku i historii palenia tytoniu

OR
P
(95% CI)
Model recesywny 2,05 0,056
G/G vs G/T + T/T (0,98-4,29)
Model dominujacy 1,35 0,188
G/G + G/T vs T/T (0,86-2,12)
Model addytywny
G/T vs T/T 1,21 0,422
(0,76-1,94)
G/G vs T/T 2,27 0,039
(1,04-4,93)

6.2.3. Kliniczna wartos¢ polimorfizmu SNP309 genu MDM2 u
chorych na NDRP

W analizie zaleznosci pomigdzy wariantami polimorficznymi SNP309
genu MDM?2 a cechami klinicznymi uwzgledniono ple¢ 1 wiek chorych,
palenie tytoniu, posta¢ histologiczna raka, ceche T i cech¢ N w skali pTNM
oraz stopien zréznicowania guza. Nie wykazano zalezno$ci pomigdzy
wystgpowaniem wariantdw polimorficznych a wyzej wymienionymi cechami

klinicznymi (tabela 29).
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Tabela 29. Analiza zwiazku pomigedzy wystepowaniem wariantow
polimorficznych SNP309 genu MDM?2 a wybranymi cechami klinicznymi

chorych na NDRP
Cecha Wariant T/T Wariant T/G Wariant G/G p
n (%) n (%) n (%)

Ple¢
Mgzczyzni 48 (89%) 55 (92%) 14 (78%) 0,265
Kobiety 6 (11%) 5 (8%) 4 (22%)

Wiek
Mediana 63 62 59 0,819
Zakres 43-75 48-78 43-75

Palenie tytoniu
Nie 2 (4%) 4 (7%) 3 (17%) 0.181
Tak 49 (96%) 56 (93%) 15 (83%)

Postac¢ histologiczna

raka
SCC 37 (68%) 42 (70%) 9 (50%) 0.124
AC 12 (22%) 16 (27%) 5 (28%) ’
LCC 3 (6%) 0 (0%) 3 (17%)
mieszany 2 (4%) 2 (3%) 1 (5%)

pT
T1 0 (0%) 6 (10%) 3 (17%)
T2 35 (65%) 33 (55%) 12 (67%) 0,138
T3 15 (28%) 15 (25%) 2 (11%)
T4 4 (7%) 6 (10%) 1 (5%)

pN
NO 31 (58%) 28 (47%) 9 (50%) 0.805
N1 12 (22%) 15 (25%) 5 (28%) ’
N2 11 (20%) 17 (28%) 4 (22%)

Stopien zr6znicowania
Gl 7 (13%) 7 (12%) 1 (6%) 0.348
G2 35 (66%) 36 (62%) 15 (88%) ’
G3 11 (21%) 15 (26%) 1 (6%)
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6.2.4. Rokownicza warto$s¢ polimorfizmu SNP309 genu MDM2 u
chorych na NDRP

Zwiazek pomig¢dzy wystgpowaniem wariantow polimorficznych
SNP309 genu MDM?2 a czasem catkowitego przezycia rozpatrywano
wykorzystujac trzy modele poréwnawcze: recesywny, dominujacy i
addytywny. Nie stwierdzono zwigzku pomig¢dzy wystgpowaniem wariantow
polimorficznych a czasem calkowitego przezycia w zadnym z wymienionych
wyze] modeli (tabela 30) (ryciny 22-24). Nie stwierdzono takze zwiazku
pomigdzy wystgpowaniem wariantow polimorficznych a mediang czasu

przezycia chorych (tabela 31).

Tabela 30. Polimorfizm SNP309 genu MDM?2 - analiza czasu przezycia
(model nieskorygowany i skorygowany o ple¢, wiek i stopien
zaawansowania)

HRqur p HRoryg p

95% CI) 95% CI)

Model recesywny 0,96 0,892 1,11 0,728

G/G vs G/T + T/T 0,53-1,73 0,62-2,01

Model dominujacy 1,20 0,403 1,17 0,454

G/G + G/Tvs T/T 0,79-1,82 0,75-1,79

Model addytywny

G/T vs T/T 1,24 0,344 1,17 0,500
0,80-1,93 0,75-1,82

G/G vs T/T 1,07 0,828 1,20 0,573
0,57-2,02 0,64-2,27
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Rycina 22. Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia chorych na NDRP
w zaleznoS$ci od wariantu polimorficznego SNP309 genu MDM?2 - model

recesywny

1.0

PRAWDOPODOBIENSTWO PRZEZYCIA

Polimorfizm MDM2, model recesywny, log-rank P=0,89

0.0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Rycina 23. Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia chorych na NDRP
w zaleznoS$ci od wariantu polimorficznego SNP309 genu MDM?2 — model

dominujacy

1.0

0.2—

PRAWDOPODOBIENSTWO PRZEZYCIA

0.0

Polimorfizm MDM2, model dominujacy, log-rank P=0,40

. G/G+T/G
1—Iﬁ

et ‘== -+

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
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Rycina 24. Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia chorych na NDRP
w zaleznoS$ci od wariantu polimorficznego SNP309 genu MDM?2 - model

addytywny

1.0

PRAWDOPODOBIENSTWO PRZEZYCIA

0.0

Polimorfizm MDM2, model addytywny, log-rank P=0,63

TT
T/G

G/G

11 12

Tabela 31. Wystepowanie wariantéow polimorficznych SNP309 genu
MDM?2 a czas przezycia

Mediana OS [lata]

95% CI [lata]

Log-rank (P)

Cata grupa 2,2 1,6-2,9

Model recesywny

G/G 2,3 0-4,7 0,89
T/T+T/G 2,2 1,4-2.9

Model dominujacy

G/G+T/G 1.9 0,7-3,0 0,40
T/T 2,5 1,5-3,5

Model addytywny

G/G 2,3 0-4,7 0,63
T/G 1,7 0,7-2,6

T/T 2,5 1,5-3,5
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6.2.5. Zaleznos¢

pomiedzy

wystepowaniem

wariantow

polimorficznych SNP309 genu MDM?2 i mutacji w genie TP53

U homozygot T/T stwierdzono 19 mutacji (35%), u heterozygot - 22

(37%), a u homozygot G/G — 7 (39%). Nie stwierdzono zwiazku pomig¢dzy

wystgpowaniem okreslonego wariantu polimorficznego SNP309 genu MDM?2

a czgstoscia wystgpowania mutacji w genie TP53 (tabela 32).

Tabela 32. Wspoélwystepowanie wariantéw polimorficznych SNP309 genu
MDM? i mutacji w genie TP53

Wariant T/T

Wariant T/G

Wariant G/G

h p
sk n (%) n (%) n (%)
Mutacje TP53
Nie 35 (65%) 38 (63%) 11 61%) | 0,959
Tak 19 (35%) 22 (37%) 7 (39%)

6.3. Wspotwystepowanie polimorfizmow Ser326Cys genu hOGG1

i SNP309 genu MDM?2 w odniesieniu do ryzyka zachorowania

na NDRP

W niniejszej pracy analizowano ryzyko zachorowania na NDRP w

zaleznosci od obu polimorfizméw wykorzystujac wskaznik ryzyka (ang. risk

score).

Ze wzgledu na mata liczbg oséb z najwyzszym wskaznikiem ryzyka

(n=4), grupg t¢ poltaczono z grupa o dwdch czynnikach ryzyka.

Rozktad cech ryzyka przedstawiono w tabeli 33.
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Tabela 33. Rozklad cech ryzyka w badanej grupie

Wskaznik ryzyka Chorzy Grupa kontrolna
0 66 (50,0%) 189 (74,7%)
1 49 (37,1%) 53 (20,9%)
243 17 (12,9%) 11 (4,3%)

Tabela 34. Analiza wspolczynnikow ryzyka (OR) i 95% zakresow ufnosci

95% CI) w zaleznosci

od wskaznika

ryzyka. Model surowy

(nieskorygowany)
Wskaznik k OR
skaznik ryzyka
yy (95% CI) P
1,00
0 -
2,65
1 <0,0001
(1,64-4,27)
4,42
243 <0,0001
(1,97-9,93)

Tabela 35. Analiza wspolczynnikow ryzyka (OR) i 95% zakresow ufnosci
(95% CI) w zaleznosci od wskaznika ryzyka. Model skorygowany

Wskaznik ryzyka

OR
(95% CI)

1,00

2,65
(1,61-4,37)

<0,0001

2+3

4,01
(1,75-9,21)

<0,0001
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Analiza wspoétczynnikéw ryzyka w zaleznosci od wskaznika ryzyka
wykazala, ze ryzyko zachorowania na NDRP rosnie proporcjonalnie wraz ze
wzrostem wskaznika ryzyka.

Nastgpnie oceniono taczng warto$¢ predykcyjna analizy genotypow dla
ryzyka zachorowania na raka pluca. Do analizy wlaczone zostaly model
addytywny polimorfizmu genu hOGGI 1 model recesywny polimorfizmu genu

MDM?2 (na podstawie analizy jednoczynnikowej) (tabela 36).

Tabela 36. Model wieloczynnikowy skorygowany

OR
P
(95% CI)
hOGG1 — model addytywny
Cys/Ser vs. Ser/Ser 3,01 p<0,001
(1,81 -5,02)
Cys/Cys vs. Ser/Ser 3,43 p=0,017
(1,24 — 9,43)
MDM?2 — model recesywny
G/G vs. G/T+T/T 1,84 p=0,12
(0,86-3,94)

Model wskazuje, ze genotypowanie MDM?2 do genotypowania hOGGI
nie dodaje wartosci predykcyjnej dla oceny ryzyka zachorowania na raka

pluca.
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7. DYSKUSJA
7.1. Polimorfizm Ser326Cys genu hOGGI
7.1.1. Czestos¢ wystepowania wariantow polimorficznych
Ser326Cys genu hOGGI u chorych na NDRP i w grupie

kontrolnej

Jednym z celéw pracy byla ocena czgstoSci wystgpowania
wariantow polimorficznych Ser326Cys genu hOGGI w grupie chorych na
NDRP 1 wsréd oséb zdrowych stanowiacych grupe kontrolng. Réznice w
czgstosci wystgpowania wariantow polimorficznych i rozklad alleli pomigdzy
obiema grupami byly znamienne (p<0,001). Stwierdzono znamiennie wyzsza
czgstos¢ wystgpowania allelu Cys w grupie chorych na NDRP w poréwnaniu
do grupy kontrolnej (odpowiednio 24,95% 1 11,9%; p<0,001).

Czestos¢ wystgpowania wariantow polimorficznych Ser326Cys
genu hOGG1, zardwno wsrdd oséb zdrowych, jak i wsréd chorych na NDRP
w publikacjach réznych autoréw jest zr6znicowana (tabela 37). Istotnym
czynnikiem wptywajacym na rozklad wariantow polimorficznych jest rasa.
Stwierdzono znaczne rdznice w czgstosci wystgpowania poszczegdlnych
wariantow polimorficznych migdzy rasa kaukaska (biata) a rasa z6tta. Wsrod
osOb zdrowych rasy kaukaskiej (biatej) czgsto$¢ wystgpowania homozygot
serynowych waha si¢ w granicach 52-79%, a homozygot cysteinowych 1-9%.
Wsréd oséb zdrowych rasy zoéttej wartosci te wynosza odpowiednio 15-47% 1
13-38%. Poréwnujac obie te populacje mozna stwierdzi¢, ze liczba nosicieli
allelu Cys jest wyraznie wyzsza wsrdd osob rasy zoétte] w pordwnaniu do os6b
rasy biale;.

Wbrew przewidywaniom, odsetki poszczegdlnych genotypow
uzyskane w niniejszej pracy roznia si¢ od wynikéw jakie uzyskali Hung 1 wsp.
(59). Autorzy ci, przeprowadzili duze, wieloosrodkowe badanie w szeSciu
krajach europejskich (w tym w Polsce), obejmujace 2155 chorych na raka
ptuca i 2163 os6b zdrowych rasy kaukaskiej. W poréwnaniu z tym badaniem

czgstos¢ wystgpowania allelu Cys w populacji polskiej uzyskana w niniejszej
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analizie jest wyraznie mniejsza (odpowiednio 20,5% 1 11,5%). Wydaje sig, ze
ta réznica wynika¢ moze ze wspdlnej oceny wynikéw z szesciu krajow
europejskich (15 osrodkéw) w tym badaniu; ponadto badanie w Polsce byto
przeprowadzone wsrdd chorych na NDRP z okolic Warszawy i L.odzi. Wyniki
niniejszego badania r6znia si¢ takze w poréwnaniu do populacji dunskiej i
niemieckiej (czgsto$¢ wystgpowania allelu Cys odpowiednio 24,5%; 22,5%).

Podobne rdéznice w rozkladzie wariantéw polimorficznych
Ser326Cys genu hOGGI pomigdzy rasa kaukaska (biata) 1 rasa z6tta mozna
stwierdzi¢ wsrdd chorych na raka ptuca. Wsrdd chorych rasy zottej czgstosé
wystgpowania allelu Cys jest wyraznie wigksza w poréwnaniu z chorymi z
rasy kaukaskiej.

Hu YC 1 wsp. ocenili w swojej pracy czgstos¢ wystgpowania
wariantow  polimorficznych  Ser326Cys genu hOGGI wsréd  oséb
amerykanskiej rasy czarnej chorych na NDRP. Dotychczas jest to jedyne
doniesienie dotyczace tego zagadnienia ws$réd os6b rasy czarnej. Czgstos¢
wystgpowania allelu Cys w tej grupie chorych na NDRP byt najnizszy w
poréwnaniu do innych populacji 1 wynosit 13,5%.

Czestos¢ wystgpowania wariantow polimorficznych Ser326Cys
genu hOGGI wsréd chorych na NDRP w populacji polskiej oceniona w
niniejszej pracy jest najbardziej zblizona do czgstosci wsrdd chorych na raka
pluca z amerykanskiej rasy bialej opisywanej przez Parka J i wsp. oraz Le
Marchanda L 1 wsp., jakkolwiek odsetek homozygot cysteinowych jest w tej
grupie najwyzszy biorac pod uwage ras¢ kaukaska (biata). Wydaje si¢ zatem,
ze pod wzgledem genotypowym polska populacja jest najbardziej zblizona do

amerykanskiej rasy biatej (23, 37, 98).
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Tabela 37. Czgstos¢ wariantéw polimorficznych Ser326Cys genu hOGGI1
w populacjach z réznych regionow geograficznych

Populacja Zdrowi Chorzy na raka ptuca . Pozycja
Ser/Ser | Ser/Cys | Cys/Cys | Ser/Ser | Ser/Cys | Cys/Cys | piSmiennictwa
niemiecka 57% 41% 2% 65% 30% 5% 129
rasa kaukaska
(europejska 63% 33% 4% 65% 31% 4% 59
mieszana)
amerykafiska | ¢, 0, 33% 5% 62% 31% 7% 73
rasa biala
amerykafiska | 530 | 5sq, 2% 56% | 36% 7% 98
rasa biala
amerykanska : : : 60% | 38% 2% 56
rasa biala
amerykaiiska | 550, 36% 9% - - - 135
rasa biala
amerykaiiska | 7,0, 25% 1% - - - 23
rasa biala
amerykafiska. | 750, | 53¢, 2% - - - 37
rasa biala
amerykaiiska | g5, 32% 6% - - - 138
rasa biala
dunska 56% 39% 5% - - - 123
dunska 52% 40% 8% - - - 124
polska 79% 19% 2% 58% 34% 8% niniejsza
praca
Jjaponska 33% 49% 17% 31% 41% 28% 73
japonska 28% 49% 23% 29% 51% 20% 63
japonska 36% 48% 17% 36% 42% 20% 70
japonska 33% 43% 24% 27% 53% 19% 115
japonska 34% 48% 18% - - - 27
Brazylijczycy
pochodzenia 35% 44% 21% - - - 49
japonskiego
chinska 47% 39% 14% 31% 52% 17% 71
chinska 34% 53% 13% - - - 134
chinska 15% 60% 25% - - - 118
chinska 38% 45% 17% - - - 50
koreanska 17% 55% 28% - - - 27
koreanska 21% 53% 26% - - - 67
tajwanska 16% 46% 38% - - - 26
azjatycka 32% 54% 14% 35% 48% 17% 114
(mieszana)
hawajska 30% 50% 20% 20% 41% 39% 73
Brazylijczycy 60% 36% 4% - - - 49
Afroamerykanie - - - 83% 7% 10% 56

74




7.1.2. Polimorfizm Ser326Cys genu hOGGI w odniesieniu do ryzyka

zachorowania na NDRP

W niniejszym badaniu analizowano zwiazek pomigdzy ryzykiem
zachorowania na NDRP a polimorfizmem Ser326Cys genu hOGGI wedlug
trzech modeli genetycznych. We wszystkich trzech modelach wykazano
wplyw polimorfizmu na ryzyko zachorowania na raka. Najlepszym modelem
obrazujacym ten wzrost w zaleznosci od liczby alleli Cys jest model
addytywny. Stwierdzono, ze ryzyko zachorowania na NDRP ros$nie
proporcjonalnie wraz z liczba alleli Cys i dla heterozygot jest ponad 2,5-
krotnie wigksze (OR=2,70; 95%CI=1,67=4,37), a dla homozygot
cysteinowych niemal czterokrotnie wigksze (OR=3,78; 95%CI1=1,39-10,28) w
poréwnaniu do homozygot serynowych.

W wielu badaniach epidemiologicznych, autorzy podejmowali analizg
zalezno$ci pomigdzy polimorfizmem Ser326Cys genu hOGGI a ryzykiem
zachorowania na rézne typy nowotworéw (tabela 38).

Znamiennie zwigkszone ryzyko zwiazane z obecnoscia allelu Cys
stwierdzono dla raka nosogardzieli (26, 37), przetyku (134) i prostaty (23,
135). Natomiast w innych doniesieniach, takiej zaleznosci nie stwierdzono dla
raka zotadka (49, 118), nosogardzieli (138), przetyku (50), jelita grubego (67),
skory (124) oraz piersi (27, 123).
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Tabela 38. Zwiazek pomiedzy polimorfizmem Ser326Cys genu hOGGI a
ryzykiem zachorowania na raka w innej lokalizacji niz pluca (przeglad

piSmiennictwa)
Umiejscowienie Populacja | Chorzy | Kontrole | OR (95% CI) . P(?Z}/'CJ&
guza piSmiennictwa
Prostata kaukaska 199 174 3,2(1,2-8,7)" 135
1,8 (1,01-3,3)*
Prostata kaukaska 84 252 7,8 (1,7-36,2)" 23
2,1 (1,2-3,8)¢
Brazylijczycy 1,1 (0,5-2,2)*
Zoladek pochodzenia 58 127 0,8 (0,3-2,0)" 49
japonskiego 1,0 (0,5-1,9)¢
0,9 (0,6-1,3)"
Zotadek Brazylijczycy 208 205 1,0 (0,4-2,8) b 49
0,8 (0,6-1,3)°
. ., 0,8 (0,4-1,6)"
Zotadek chinska 101 198 0.7 (0.3-1.6) b 118
Przetyk chinska 196 201 1,9 (1,3-2,6)° 134
., 1,0 (0,7-1,4)°
Przetyk chinska 410 479 1.1 (0.7-1.6)" 50
) 1,6 (1,04-2,6) *
Nosogardziel kaukaska 167 331 4,1 (1,3-13) b 37
1,8 (1,1-2,9)*
Nosogardziel tajwanska 333 283 1,4 (0,9-2,4)° 26
1,6 (1,0-2,6) €
0,9 (0,8-1,1)*
Nosogardziel kaukaska 706 1196 1,0 (0,6-1,5) b 138
0,9 (0,8-1,1)°
. . 1,1(0,6-2,0)"
Jelito grube koreanska 125 247 12 (0.6-2.3)" 67
. , 0,9 (0,6-1,5)
Piers koreanska 265 284 1.2 (0.7-2.0)" 27
., ., 1,2 (0,8-1,9)°
Piers japonska 201 184 1.7 (0.9-3.0) 27
o, 0,8 (0,6-1,1)*
Piers kaukaska 425 434 1.0 (0.5-1.9)" 123
. 1,0 (0,7-1,4)°
Skora kaukaska 319 319 1.1 (0.6-2.0)" 124
* Ser/Cys vs Ser/Ser
> Cys/Cys vs Ser/Ser

¢ (Cys/Cys + Ser/Cys) vs Ser/Ser
4 Cys/Cys vs (Ser/Cys + Ser/Ser)
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Dotychczas ukazato si¢ osiem publikacji, w ktérych autorzy oceniali
zwiazek pomigdzy ryzykiem zachorowania na raka pluca a polimorfizmem
Ser326Cys genu hOGGI (tabela 39). W trzech badaniach stwierdzono istotnie
zwigkszone ryzyko zachorowania na raka pluca zwiazane z tym
polimorfizmem (71, 73, 98), podczas gdy w pigciu badaniach nie stwierdzono
takiego zwiazku (59, 63, 114, 115, 129).

Najbardziej zblizone wyniki do wynikéw niniejszego badania uzyskali
Park J 1 wsp. (98), w analizie obejmujacej jednolita etnicznie grupg 179
chorych na raka ptuca amerykanskiej rasy biatej (w tym 160 chorych na
NDRP). Grupe kontrolng stanowito 350 zdrowych oséb. Autorzy ci
stwierdzili, ze ryzyko zachorowania na NDRP dla heterozygot Ser/Cys jest
dwukrotnie wigksze, a dla homozygot cysteinowych niemal czterokrotnie
wigksze w poréwnaniu do homozygot serynowych.

Zwigkszone ryzyko zachorowania na raka pluca w zaleznosci od
polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI wykazali takze Le Marchand L 1 wsp.
(73), ktérzy objeli badaniem 298 chorych na raka ptuca 1 405 os6b zdrowych
stanowiacych grupge kontrolng. Grupy te byly niejednolite etnicznie 1
obejmowaty populacje¢ japonska, hawajska i1 kaukaska (amerykanska rasa
biata). Najwigksze, ponad trzykrotne, ryzyko zachorowania na raka ptuca
stwierdzono dla homozygot cysteinowych w populacji hawajskiej. Nieco
mniejsze, bo ponad dwukrotnie zwigkszone ryzyko zachorowania na raka
ptuca stwierdzono u chorych rasy zoltej (populacja japonska) (Cys/Cys vs
(Ser/Cys + Ser/Ser)). W grupie chorych amerykanskiej rasy bialej nie
stwierdzono istotnych zaleznosci pomigdzy ryzykiem zachorowania na raka
ptuca a polimorfizmem Ser326Cys genu hOGGI. Podobne wyniki, jak Le
Marchand 1 wsp., wsrdd chorych rasy zéttej (populacja chinska) uzyskali Lan i
wsp. (71), w badaniu obejmujacym 118 chorych na raka pluca i 119 os6b
zdrowych. Wykazali oni dwukrotnie zwigkszone ryzyko zachorowania na raka
ptuca zwiazane z polimorfizmem Ser326Cys genu hOGGI((Cys/Cys + Ser/Cys)
vs Ser/Ser).
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Tabela 39. Zwiazek pomiedzy polimorfizmem Ser326Cys genu hOGGI1
a ryzykiem zachorowania na raka pluca (przeglad piSmiennictwa)

Populacja Chorzy | Kontrole OR (95% CI) . Pf)zyc;a
pismiennictwa
. 076 (074_171) :
é??ﬁiﬁﬁi) 241 197 1,3 (0,6-2,6)" 114
1,7 (0,9-3,2)¢
. 2,2 (0,4-11,8)"
niemiecka 105 105 0.7 (0.4-13)° 129
, 0,6 (0,3-1,2)"
amenvkanska | a6 159 1,6 (0,5-6,1)" 73
1,9 (0,5-6,8)°
0,8 (0,4-1,6)"
japonska 97 150 2,0 (0,9-4,6)° 73
2,2 (1,1-4,7)°
1,1(0,4-3,2)"
hawajska 75 96 3,6 (1,0-11,9)" 73
3,4 (1,3-8,9)°
., 1,1(0,6-1,8)"
japonska 138 241 0.8 (0.4-1.5) b 63
. , 173 (078_272) :
japonska 198 152 0.9 (0.48-1.7)" 115
2,0 (1,1-3,6)°
chinska 118 119 1,8 (0,8-4,1)" 71
1,9 (1,1-3,3)¢
, 2,0 (1,3-3,1)°
ar?;gi?:lzka 179 350 | 3914-1L1)" 08
2,2 (1,4-3,3)¢
rasa
kaukaska 0,9 (0,8-1,1)*
(europejska 2155 2163 1,3 (0,9-1,9)b 59
mieszana)
2,7 (1,7-4,4)*
b
polska 142 277 3588(3{4é}f ’53))c niniejsza praca
2,8 (1,04-7,6)¢
* Ser/Cys vs Ser/Ser
> Cys/Cys vs Ser/Ser

¢ (Cys/Cys + Ser/Cys) vs Ser/Ser
4 Cys/Cys vs (Ser/Cys + Ser/Ser)
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Natomiast Hung 1 wsp. w duzym, wieloosrodkowym badaniu
przeprowadzonym w szesciu krajach europejskich (Rumunia, Wegry, Rosja,
Stowacja, Czechy 1 Polska) nie wykazali zwiazku pomigdzy ryzykiem
zachorowania na NDRP a polimorfizmem Ser326Cys genu hOGGI (59).
Badanie to obejmowato 2155 chorych na raka pluca i 2163 0s6b zdrowych
stanowiacych grupe kontrolna i do tej pory bylo jedynym badaniem o
wystarczajaco duzej mocy statystycznej. Aczkolwiek rozpatrujac oddzielnie
poszczegllne typy histopatologiczne raka, autorzy ci wykazali, ze ryzyko
zachorowania na gruczolakoraka jest niemal dwukrotnie wigksze dla nosicieli
wariantu Cys/Cys (OR=1,66; 95% CI=1,04-2,66). Wynik ten nie potwierdzit
wczesniejszych doniesien przeprowadzonych wsrdd chorych rasy zoéttej (63,
114, 115), w ktérych autorzy nie stwierdzili zaleznosci pomigdzy ryzykiem
zachorowania na gruczolakoraka a polimorfizmem Ser326Cys genu hOGGI.
Natomiast Sugimura i wsp. wykazali, ze ryzyko zachorowania na raka
ptaskonablonkowego jest trzykrotnie wigksze dla homozygot Cys/Cys vs.
Ser/Ser 1 Ser/Cys (OR=3,01; 95% CI=1,33-6,83), aczkolwiek rozpatrujac
wszystkie typy histopatologiczne raka ptuca tacznie, nie stwierdzili istotnej
zalezno$ci. Wikman H i1 wsp. réwniez nie wykazali zwigzku pomigdzy
ryzykiem zachorowania na NDRP a polimorfizmem Ser326Cys genu hOGGI
(129).

Bardzo interesujace wyniki uzyskali Paz-Elizur T 1 wsp. (102), ktérzy
badali zalezno$¢ pomigdzy aktywnoscia biatka hOGG1 a ryzykiem
zachorowania na NDRP. Analiza objgli 68 chorych na NDRP i 68 o0s6b
zdrowych rasy kaukaskiej. Autorzy wykazali, ze srednia aktywnos¢ biatka
hOGG1 u chorych na NDRP byta znamiennie nizsza niz u kontroli
(odpowiednio 5,8 1 7,1 U/ug), a ryzyko zachorowania na NDRP byto ponad
pigciokrotnie wigksze u chorych z niska aktywnoscia biatka hOGG1 (=< 7,2
U/ug). Ostatnie badania wskazuja, ze wariant polimorficzny Cys/Cys wiaze
si¢ z obnizona aktywnos$cia naprawcza wobec 8-0xoG (136). Zatem wyniki
przedstawione przez Paz-Elizur i wsp. moga potwierdza¢ istotny wplyw

polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI na ryzyko zachorowania na NDRP.
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Nalezy jednak pamigta¢, ze na aktywnos¢ biatka ma wplyw szereg czynnikdw.
Oprécz uwarunkowan genetycznych, sa to: ekspresja biatka, jego
potranslacyjne modyfikacje oraz obecno$¢ naturalnych inhibitoréw i
aktywatoréw. Z drugiej strony analiza molekularna polimorfizmu (za pomoca
PCR lub sekwencjonowania) jest duzo mniej skomplikowana procedura niz
ocena aktywnosci biatka, gdzie dodatkowo gléwnym ograniczeniem jest
koniecznos¢ izolacji limfocytéw z krwi obwodowej w ciagu 24 godzin. To
mogtoby ogranicza¢ w duzym stopniu przydatno$¢ wspomianej metody jako
badania przesiewowego.

W wielu wymienionych powyzej doniesieniach podejmowano réwniez
analiz¢ zwiazku pomigdzy ryzykiem zachorowania na raka pluca a
polimorfizmem Ser326Cys genu hOGGI w zaleznosci od natogu palenia
tytoniu. Uszkodzenie DNA (8-0x0G), ktére jest rozpoznawane i usuwane
przez biatko hOGG1, powstaje w wyniku dzialania reaktywnych form tlenu
zawartych miedzy innymi w dymie tytoniowym (10, 11, 25, 76, 77). Zatem u
palaczy tytoniu z obnizong aktywnoscia biatka hOGG1 (wariant polimorficzny
Cys/Cys) mutacje powstaja czgsciej niz u palaczy tytoniu z normalna
aktywnoscia biatka hOGG1 lub u os6b niepalacych z obnizona aktywnos$cia
hOGG]1. Zatem podjecie tego typu badan wydaje si¢ by¢ bardzo uzasadnione.
Interesujace wyniki otrzymali Park J 1 wsp. (98), ktérzy wykazali, ze ryzyko
zachorowania na raka pluca znacznie wzrasta wraz z liczba wypalonych
papierosOw mierzona w paczkolatach, osiagajac warto$¢ osmiokrotng dla
natogowych palaczy tytoniu (powyzej 34 paczkolat), ktérzy byli nosicielami
polimorficznego wariantu Cys/Cys (OR=8,1; 95%CI=1,7-39,1). Badanie to
potwierdzito wczesniejsze doniesienie Sugimury H i1 wsp. (114), w ktérym
autorzy wykazali, ze ryzyko zachorowania na raka pluca u nalogowych
palaczy (powyzej 40 paczkolat), ktérzy posiadali wariant polimorficzny
Cys/Cys byto dwukrotnie wigksze, aczkolwiek wartos¢ ta nie byla
statystycznie znamienna (OR=2,33; 95%CI=0,77-7,09). W wymienionym
wczesniej doniesieniu, Paz-Elizur T 1 wsp. (102) wykazali, ze wzgledne

ryzyko zachorowania na raka ptuca u palaczy z obnizong aktywnoscia biatka
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hOGG1 wynoszaca 6,0 U/ug lub 4,0 U/ug jest odpowiednio 34- lub 124-razy
wigksze niz u os6b niepalacych z aktywnos$cia biatka hOGG1 wynoszaca 7,0
U/ug. Z drugiej strony, u os6b niepalacych z obnizona aktywnoscia biatka
hOGG]1 (wartosci jak wyzej) wzgledne ryzyko zachorowania na raka pluca
byto juz tylko 1,9- lub 7,0-razy wigksze niz u 0s6éb niepalacych z aktywnoscia
biatka hOGG1 wynoszaca 7,0 U/ug. Wyniki te jednak nalezy traktowaé z
pewna ostroznoscia ze wzgledu na mata liczebnos¢ poréwnywanych ze soba
grup. W innych doniesieniach nie stwierdzono istotnych réznic we wzroscie
ryzyka zachorowania na raka ptuca dla palacych vs niepalacych oraz w
zaleznosci od liczby wypalonych papieroséw mierzonej w paczkolatach (59,
63, 73,71, 115, 129).

W niniejszym badaniu nie wykazano zalezno$ci pomigdzy czgstoscia
wystgpowania wariantOw polimorficznych Ser326Cys genu hOGGI a
ryzykiem zachorowania na NDRP w zaleznos$ci od palenia tytoniu. W chwili
zamknigcia bazy, na podstawie dokumentacji medycznej i wywiadow z
zyjacymi chorymi liczbg paczkolat okreslono u 99 na 142 chorych (70%).
Analiz¢ ograniczono wigc, do podzialu grupy chorych na palaczy tytoniu i
osoby, ktére nigdy nie pality.

Metaanaliza obejmujaca 30 badan dotyczacych zalezno$ci pomigdzy
polimorfizmami w genach naprawczych (analizowano 29 polimorfizméw
zlokalizowanych w 8 genach), a nowotworami o r6znym umiejscowieniu (w
tym pluco), wykazata, ze polimorfizm Ser326Cys genu hOGG] jest jednym z
trzech polimorfizméw majacych wpltyw na ryzyko zachorowania na chorobg
nowotworowa (45). Podobnie, na podstawie metaanalizy obejmujacej 116
badan dotyczacych zwigzku pomigdzy polimorfizmami w genach nalezacych
do grupy BER a ryzykiem zachorowania na rézne nowotwory (w tym 22
doniesien dotyczacych hOGGI), autorzy wykazali zwigkszone ryzyko
zachorowania na raka ptluca wsrdd nosicieli genotypu Cys/Cys (OR=1,24;
95%CI=1,01-1,53). Analiza ta objgta 3253 chorych na raka ptuca i 3371 oséb
zdrowych, stanowiacych grup¢ kontrolng z 7 badan. Autorzy nie stwierdzili

natomiast wplywu polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI na ryzyko
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zachorowania na inne nowotwory. Wykazali ponadto, Zze na efekt tego
polimorfizmu wzgledem ryzyka zachorowania na nowotwory nie ma wptywu
rasa (zotta vs. kaukaska) ani palenie tytoniu (60).

Podsumowujac, dotychczasowe doniesienia pozwalaja przypuszczac, ze
polimorfizm Ser326Cys genu hOGGI moze mie¢ wptyw na aktywnos¢
naprawcza biatka hOGG1 1 w konsekwencji na ryzyko zachorowania na r6zne
nowotwory, zwlaszcza na raka ptuca. Aczkolwiek wyniki dotychczasowych
doniesien sa niejednoznaczne. Moze to wynika¢ z wielu czynnikéw takich jak:
niska moc statystyczna wigkszosci badan, wyniki falszywie dodatnie,
zroznicowanie badanych populacji, nieuwzglednienie narazenia na dodatkowe

czynniki srodowiskowe oraz niepublikowanie tzw. ,,negatywnych” doniesien.

7.1.3. Kliniczna warto$¢ polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI u
chorych na NDRP

W niniejszej analizie wykazano istotne réznice w rozkladzie
wariantow polimorficznych w zaleznosci od cechy pN. Jednak wynik ten
nalezy interpretowac z ostroznoscig. Nie stwierdzono w tej zaleznoS$ci trendu
wraz ze wzrostem liczby alleli Cys. Nie wykazano zaleznoSci pomigdzy
wystgpowaniem wariantow polimorficznych a picia, wiekiem, historig palenia
tytoniu, postacia histologiczng raka, cecha pT oraz stopniem zrdznicowania
guza. W badaniu obejmujacym 141 chorych na NDRP, Hu i wsp. (56) nie
stwierdzili zwiazku pomigdzy czgstoscia poszczegdlnych genotypow a
wiekiem, plcia, historig palenia tytoniu, postacia histologiczng raka, stopniem
zaawansowania choroby 1 zréznicowaniem guza. Wykazali natomiast, ze
naduzywanie alkoholu (>= 1x dziennie) bylo czgstsze wsréd chorych z

genotypem Ser/Ser, aczkolwiek réznica ta nie byta statystycznie znamienna.
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7.1.4. Rokownicza warto$¢ polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI u
chorych na NDRP

W niniejszej pracy nie wykazano wplywu polimorfizmu Ser326Cys
genu hOGG]I na przezycie chorych na NDRP. Do tej pory ukazato si¢ jedno
doniesienie dotyczace rokowniczego znaczenia tego polimorfizmu u chorych
na raka ptuca (gruczolakoraka) (63). Autorzy tej pracy oceniali miedzy innymi
wspotczynnik OR dla genotypéw Ser/Cys lub Cys/Cys w odniesieniu do
okresu od rozpoznania i wykazali, ze jest on wyzszy w grupie chorych, u
ktorych rozpoznano raka ptuca w okresie nie dtuzszym niz 3 lata od wlaczenia
do badania, niz wsrdd chorych o dltuzszym przezyciu, aczkolwiek rdéznica ta
nie byta znamienna statystycznie (odpowiednio: OR=1,72; 95%CI1=0,88-3,39 1
OR=0,64; 95%CI1=0,36-1,14). Moze to wskazywac, ze genotyp Cys/Cys ma
zwiazek z gorszym rokowaniem, aczkolwiek obecna analiza nie potwierdzita

tego przypuszczenia.

7.1.5. Zaleinosé pomiedzy wystepowaniem wariantow

polimorficznych Ser326Cys genu hOGGI i mutacji w genie TP53

W  niniejszym badaniu nie stwierdzono zwiazku pomigdzy
polimorfizmem Ser326Cys genu hOGGI a czgstoscia wystgpowania mutacji
w genie TP53.

Transwersj¢ G—T stwierdzono u 6 chorych z wariantem
polimorficznym Ser/Ser 1 u 3 chorych z wariantem polimorficznym Ser/Cys.
U homozygot Cys/Cys nie stwierdzono zadnej transwersji G—T. Nie
stwierdzono zwiazku pomigdzy wystgpowaniem okreslonego wariantu
polimorficznego Ser326Cys genu hOGGI a czgstoscia wystgpowania
transwersji G—T.

Dotychczas ukazalo si¢ jedno doniesienie podejmujace analizg
polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI w odniesieniu do mutacji w genie

TP53 (56). Autorzy wykazali, ze mutacje w genie TP53 wystgpowatly
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znamiennie czgsciej (p=0,04) wsréd chorych na NDRP z genotypem Ser/Ser
(59%), niz wsréd chorych z genotypem Ser/Cys lub Cys/Cys (41%).
Natomiast transwersj¢ G—T stwierdzono w podobnym odsetku chorych na
NDRP z genotypem Ser/Ser, jak 1 wsrdd nosicieli allelu Cys (21,1% vs.
13,7%; p=0,37).

Powyzsze wyniki nie potwierdzaja wczesniejszych doniesien
dotyczacych wptywu polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI na aktywnos¢
naprawcza biatka hOGGI1. Aczkolwiek w niniejszym badaniu jak 1 w
doniesieniu Hu YC i wsp. grupy chorych z genotypem Cys/Cys byty bardzo
mate, zatem nie powinny stanowi¢ podstawy do wnioskéw na temat wplywu
polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI na czgstos¢ mutacji w genie TP53 w
tej grupie chorych. Z drugiej strony wyniki te moga sugerowa¢ dominujaca
rolg policyklicznych weglowodoréw aromatycznych (PAHs) w powstawaniu
transwersji G—T w obrgbie tytoniozaleznych nowotworéw (111). Te addukty
sa usuwane poprzez system naprawy DNA — NER (nucleotide excision repair)
1 moga maskowa¢ wplyw polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI na

aktywnos$¢ naprawcza wzgledem 8-oxo-G (12).
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7.2. Polimorfizm SNP309 genu MDM?2

7.2.1. Czestos¢ wystepowania wariantéw polimorficznych SNP309

genu MDM?2 u chorych na NDRP i w grupie kontrolnej

W  niniejszej pracy podjeto analizg¢ czgstosci wystgpowania
wariantéw polimorficznych SNP309 genu MDM?2 w grupie chorych na NDRP
1 wsréd oséb zdrowych stanowiacych grupg kontrolna. Réznice w czgstosci
wystgpowania wariantow polimorficznych pomigdzy obiema grupami oraz
rozklad alleli nie byty znamienne (odpowiednio p=0,068 i p=0,061). W tym
ostatnim przypadku stwierdzono wigksza czgstos¢ wystgpowania allelu G w
grupie chorych na NDRP w poréwnaniu do grupy kontrolnej (odpowiednio
36,36% 129,6%).

Czestos¢ wystgpowania wariantow polimorficznych SNP309 genu
MDM?2, zarbwno wsrdéd oséb zdrowych, jak i u chorych na raka ptuca w
publikacjach réznych autoréw jest zréznicowana (tabela 40). Podobnie jak w
przypadku polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI, istotnym czynnikiem
wplywajacym na rozktad wariantéw polimorficznych jest rasa. Stwierdza sig
znaczne rdéznice w czgstoSci wystgpowania poszczegllnych wariantéw
polimorficznych migdzy rasa kaukaska (biata), rasa zO6tta 1 rasa
afroamerykanska. Wsréd os6b zdrowych rasy kaukaskiej (bialej) czgstosc
wystgpowania homozygot T/T waha si¢ w granicach 36-44%, a homozygot
G/G - 10-19%. Wsréd oséb zdrowych rasy zottej wartosci te wynosza
odpowiednio 19-31% 1 20-28%, a ws$réd os6b zdrowych rasy
afroamerykanskiej — 80-85% 1 2%. Liczba nosicieli allelu G jest najwyzsza
wsrdd osob rasy zottej, a najnizsza wsrdd oséb rasy czarnej. Pine 1 wsp.
wykazali istotne réznice w rozkladzie genotypéw u rasy kaukaskie]
(amerykanska rasa biata) oraz rasy czarnej (p<0,001) (104). Bond GL 1 wsp.
ocenili w swojej pracy czgsto$S¢ wystgpowania wariantéw polimorficznych
SNP309 genu MDM?2 wéréd Zydéw aszkenazyjskich (15). Rozktad wariantéw

w tej grupie byt podobny do rozktadu stwierdzonego wsrdd oséb rasy zolte;j.
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Czestos¢ wystgpowania wariantow polimorficznych SNP309 genu
MDM?2 w populacji polskiej, oceniona w niniejszej pracy, rézni si¢ od
czgstosci jaka obserwowano ws$réd osob rasy kaukaskiej. Zaréwno odsetek
homozygot G/G, jak 1 nosicieli allelu G jest wyraznie nizszy. Wyniki
niniejszej pracy najbardziej pod tym wzgledem zblizone sa do wynikéw jakie
otrzymali Boersma BL 1 wsp. (13) wsréd amerykanskiej rasy biate;j.

Réznice w rozktadzie wariantéw polimorficznych SNP309 genu
MDM?2 pomigdzy poszczegllnymi rasami mozna stwierdzi¢ rowniez wsrod
chorych na raka ptuca. U rasy zoltej czgsto$¢ wystgpowania allelu G jest
wyraznie najwigksza, a wsrdd osob rasy czarnej - najmniejsza.

Czestos¢ wystgpowania wariantow polimorficznych SNP309 genu
MDM?2 wsréd chorych na NDRP w populacji polskiej, oceniona w niniejsze;j
pracy, jest podobna do czg¢sto$ci wsrdd chorych na raka pluca rasy kaukaskiej

opisywanej w trzech réznych doniesieniach (74, 75, 104).
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Tabela 40. Czestos¢ wariantéw polimorficznych SNP309 genu MDM?2 w
populacjach z réznych regionéw geograficznych

. Zdrowi Chorzy na raka pluca . P(.)ZyC.J a
Populacja pisSmiennictwa
T/T T/G G/G T/T T/G G/G
brytyjska 41% 43% 16% - - - 20
brytyjska 47% 37% 16% - - - 29
francuska 46% 40% 14% - - - 36
norweska 39% 50% 11% 38% 46% 16% 75
niemiecka 42% 44% 14% - - - 130
niemiecka 38% 51% 10% - - - 15
holenderska 30% 53% 17% - - - 128
dunska 41% 47% 12% - - - 107
finska 34% 47% 19% - - - 107
finska 37% 45% 18% - - - 112
wloska 43% 43% 13% - - - 82
amerykanska | 300 | g4 | 189 | - i i 12
rasa biata
amerykanska 360\ soq | 149 | 419 | 46% | 13% 74
rasa biata
amerykatska |- ya0 | g4 | 13% | 40% | 45% | 15% 104
rasa biata
amerykanska - pog | e | 16% | - : : 83
rasa biata
amerykanska |y 1g | gg | 109 | - i i 13
rasa biata
amerykanska
rasa biZla (98%) 42% 45% 13% i i i 30
Zydzi 27% | 49% | 24% - - - 15
aszkenazyjscy
polska 47 % 46 % 7 %o 41 % 45 % 14 % niniejsza praca
chinska 29% 50% 21% 22% 51% 27% 137
chinska 25% 50% 25% 23% 52% 25% 58
chinska 24% 51% 25% - - - 79
chinska 29% 50% 21% - - - 55
koreanska 21% 51% 28% 18% 48% 34% 99
japonska 23% 55% 22% - - - 92
japonska 19% 54% 27% - - - 32
japonska 31% 49% 20% - - - 54
Afroamerykanie | 80% 18% 2% - - - 83
Afroamerykanie | 80% 18% 2% 83% 15% 2% 104
Afroamerykanie | 85% 13% 2% - - - 13
amerykanska | - - | 2% | 40% | 18% 52
(rézne rasy)
eszAnd | 419 | 48% | 11% | - - - 125
(rézne rasy)
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7.2.2. Polimorfizm SNP309 genu MDM2 w odniesieniu do ryzyka

zachorowania na NDRP

W niniejszym badaniu analizowano zwiazek pomigdzy ryzykiem
zachorowania na NDRP a polimorfizmem SNP309 genu MDM?2 wedtug
trzech modeli genetycznych. Rozpatrujac model addytywny stwierdzono
ponad dwukrotny wzrost ryzyka zachorowania na NDRP dla homozygot G/G,
w poréwnaniu z homozygotami T/T (OR=2,27; 95%CI=1,04-4,93).

Bond GL i wsp. opisali polimorfizm SNP309 genu MDM?2 oraz
wykazali, ze jest on zwiazany ze zwigkszona ekspresja biatka Mdm?2 oraz
znamiennie mlodszym wiekiem pojawienia si¢ guzow u chorych z zespolem
Li-Fraumeni (16). Od tego czasu ukazato si¢ wiele badan epidemiologicznych,
w ktérych autorzy analizowali zaleznos¢ pomigdzy tym polimorfizmem a
ryzykiem zachorowania na rézne typy nowotwordw (tabela 41).

Znamiennie zwigkszone ryzyko zwiazane z obecnoscig allelu G
stwierdzono dla raka zotadka (92), przetyku (55), watroby (32), endometrium
(120, 125), nerki (54) 1 pgcherza moczowego (94). Takiej zaleznoSci nie
stwierdzono natomiast dla raka piersi (13, 20, 30, 79, 83, 103, 130), jajnika
(20), jelita grubego (6, 119) i skory (132).
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Tabela 41. Zwigzek pomigedzy polimorfizmem SNP309 genu MDM?2 a
ryzykiem zachorowania na raka w innej lokalizacji niz pluca (przeglad

piSmiennictwa)
Umiejscowienie Populacja Chorzy | Kontrole OR (95% CI) ., P(.)zyc.] a
guza pis$miennictwa
0,9 (0,6-1,3)"
. o 1,3 (0,9-2,1)"
Zotadek japonska 410 438 1,03 (0.7-1.5)°¢ 92
1,4 (1,02-2,0)¢
Przetyk chinska 758 1420 11’051 ((10’2%_11 62))1, 55
1,1 (0,8-1,5)"
Pier$ chinska 366 605 0,9 (0,6-1,4)° 79
1,03 (0,7-1,4)°
., amerykanska 1,1 (0,9-1,3)°
Piers rasa biala 1270 1133 0.9 (0.7-1.1) b 83
o ) 1,2 (0,9-1,6)"
Pier$ Afroamerykanie 767 680 0.8 (04-1. 6)b 83
Piers turecka 223 149 }’% Eg’gj’;; b 103
Piers niemiecka 549 1065 }; Eg’gj ;g b 130
., amerykanska 0,9 (0,8-1,1)*°
Piers rasa biata (98%) | 1°1° 2271 0,98 (0,8-1,2)" 30
amerykanska 0.6 (0.3-1,2)
Piers raszbiala 125 136 1,9 (0,8-4,6)" 13
0,8 (0,5-1,5)°¢
Piers Afroamerykanie 165 178 }’g Eg’g:g’ég c 13
Piers brytyjska 351 258 1,04 (0,7-1,6) d 20
Jajnik brytyjska 302 258 0,9 (0,5-1,4)° 20
1,6 (0,98-2,7)"
b
Watroba japonska 187 248 i’g 8’3:;’2% c 32
1,6 (1,1-2,5)°
mt‘;)zojna 0,9 (0,4-1,9)*
Endometrium ’ 73 79 2,6 (0,9-7,3)" 125
amerykanska 2.8 (1,1-7.2) d
rasa biata) AT
Endometrium | 2Mevkanska |y 13 1 19 1,32,7) 120
rasa biata
0,8 (0,5-1,3)"
Nerka japonska 200 200 1,8 (1,1-2,9)" 54
1,4 (0,9-2,2)¢
Pecherz turecka 75 103 2,7 (1,3-5,4) 94
MOCZOWY
*T/G vs T/T
*G/G vs T/T
“(G/G + T/G) vs T/T
4 G/G vs (T/G + T/T)
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Dotychczas ukazato si¢ sze$¢ publikacji, w ktérych autorzy oceniali

zwiazek pomigdzy ryzykiem zachorowania na raka pluca a polimorfizmem

SNP309 genu MDM? (tabela 42). Wyniki tych badan sa bardzo zréznicowane;

w dwoch badaniach stwierdzono istotnie zwigkszone ryzyko (75, 137), w

trzech nie wykazano takiej zaleznosci (58, 99, 104), a w jednym stwierdzono

protekcyjny efekt tego polimorfizmu (74).

Tabela 42. Zwiazek pomi¢dzy polimorfizmem SNP309 genu MDM?2 a
ryzykiem zachorowania na raka pluca (przeglad piSmiennictwa)

Populacja Chorzy | Kontrole | OR (95% CI) . Pf)zyc;a
pismiennictwa
, 1,04 (0,8-1,4)*
koreanska 582 582 1.3 (0.9-1.8) " 99
0,9 (0,7-1,3)"
norweska 341 412 | 1,57 (0,99-2,5)" 75
1,62 (1,06-2,5)¢
., 1,3 (191'196) *
chinska 1106 1420 1.8 (1,4-2.3) b 137
1,2 (0,9-1,5)°
chinska 717 1082 1,1 (0,8-1,5)" 58
1,2 (0,9-1,5)°
amerykanska 0.8 (0,7-0,98)"
rasz b 1026 1145 0,8 (0,6-1,1)" 74
0,8 (0,7-0,97)°¢
, 1,1(0,8-1,4)"
arﬁ‘fgﬁ‘:}fa 371 421 1,2 (0,8-1,9)" 104
1,1 (0,8-1,5)°¢
0,7 (0,4-1,3)"
Afroamerykanie 133 255 0,5 (0,1-3,0) b 104
0,7 (0,4-1,2)°¢
1,2 (0,8-1,9)°
b
polska 132 253 21’34((160;_ -24’19))0 niniejsza praca
2,1(0,98-4,3)¢
*T/G vs T/T
*GI/G vs T/T
“(G/G + T/G) vs T/T
4 G/G vs (T/G + T/T)

90




Lind H i wsp. na podstawie badania obejmujacego jednolita etnicznie
grup¢ 341 chorych na NDRP rasy kaukaskiej (populacja norweska) oraz 412
osob zdrowych stanowiacych grupe¢ kontrolna stwierdzili, ze genotyp G/G byt
zwiazany z ponad 1,5-krotnym wzrostem wzglednego ryzyka zachorowania na
NDRP (OR=1,62; 95%CI=1,06-2,50) (75). Jeszcze silniejszy efekt tego
polimorfizmu autorzy wykazali w grupie kobiet, w ktérej genotyp G/G byt
zwiazany z czterokrotnym wzrostem wzglednego ryzyka zachorowania na
NDRP (OR=4,06; 95%CI=1,29-12,8).

Wyniki powyzszego badania zostaly potwierdzone w duzej analizie
typu case-control obejmujacym jednolita etnicznie grupg 1106 chorych na
raka ptuca rasy zéttej (populacja chinska) oraz 1420 os6b zdrowych (137).
Autorzy wykazali, ze zardwno genotyp G/G, jak i T/G, moga mie¢ wpltyw na
wzrost wzglednego ryzyka zachorowania na raka ptuca (odpowiednio
OR=1,83; 95%CI=1,45-2,32 i OR=1,33; 95%CI=1,09-1,63). Jeszcze silniejszy
efekt tego polimorfizmu autorzy stwierdzili w grupie os6b ponizej 60 roku
zycia (odpowiednio OR=2,19; 95%CI=1,62-2,97 i OR=1,63; 95%CI=1,25-
2,11). W badaniu tym podjgto rowniez analiz¢ wplywu polimorfizmu SNP309
genu MDM?2 na ryzyko zachorowania na raka pluca w zaleznosci od historii
palenia tytoniu. Wyniki byly bardzo interesujace, gdyz wskazywaly na
addytywna zaleznos¢ tego polimorfizmu 1 palenia tytoniu. W grupie
nalogowych palaczy (powyzej 24 paczkolat) wzgledne ryzyko zachorowania
na raka pluca bylo ponad czterokrotnie wigksze dla genotypu T/G (OR=4,17;
95%CI-2,77-6,29) 1 ponad siedmiokrotnie wigksze dla genotypu G/G
(OR=7,49; 95%CI=4,56-12,29) w poréwnaniu z osobami niepalacymi z
genotypem T/T.

W trzech niezaleznych badaniach przeprowadzonych ws$réd o0s6b
chorych na raka ptuca rasy zéttej (58, 99), rasy kaukaskiej i1 rasy czarnej (104)
autorzy nie stwierdzili zwiazku pomigdzy polimorfizmem SNP309 genu
MDM?2 a ryzykiem zachorowania na raka ptuca. Na uwage zastuguje jednak
fakt, ze u chorych na gruczolakoraka ryzyko to bylo blisko dwukrotnie
wieksze w przypadku genotypu G/G (OR=1,91; 95%CI=1,16-3,14) (99).
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Natomiast odmienne wyniki przedstawili Li G. 1 wsp., ktorzy
analizowali jednolita etnicznie grupg 1026 chorych na raka ptuca i 1145 oséb
zdrowych amerykanskiej rasy biatej (74). Autorzy ci wykazali zmniejszenie
ryzyka zachorowania na raka pluca o blisko 20%, zwiazane z genotypem G/T
oraz G/T + G/G w poréwnaniu z genotypem T/T. Genotyp T/T byt zwiazany z
25% wzrostem ryzyka zachorowania na raka pluca, w porOéwnaniu z
pozostaltymi genotypami, a wzrost ten byl jeszcze bardziej wyrazny wsrdd
mezezyzn, palaczy tytoniu, w grupie chorych na raka plaskonabtonkowego
oraz w grupie chorych ponizej 60 roku zycia. Powyzsze wyniki byly w
sprzecznosci zarOwno w odniesieniu do wczesniejszych badan in vitro
dotyczacych roli polimorfizmu SNP309 genu MDM?2 w komorce, jak i badan
epidemiologicznych dotyczacych zaleznosci pomigdzy tym polimorfizmem a
nowotworami 0 réznym umiejscowieniu.

W 2007 roku ukazaly si¢ dwie metaanalizy analizujace zwiazek
pomigdzy polimorfizmem SNP309 genu MDM?2 a ryzykiem nowotworow.
Wilkening S 1 wsp. analizowali dane z 11 badan dotyczacych raka piersi
(obejmujacych 5737 chorych 1 6703 kontroli), 5 badan dotyczacych raka jelita
grubego (1620 chorych 1 886 kontroli) oraz 7 badan dotyczacych raka pluca
(4276 chorych 1 5318 kontroli) (w tym jedno badanie dotyczyto wytacznie
wptywu polimorfizmu SNP309 genu MDM?2 na czas przezycia chorych na
raka pluca). Autorzy wykazali niewielki, aczkolwiek znamienny wzrost
ryzyka zachorowania na raka pluca u chorych z genotypem G/G w
poréwnaniu z genotypem T/T (OR=1,27; 95%ClI=1,12-1,44), podczas gdy nie
znalezli podobnej zaleznosci w odniesieniu do tego polimorfizmu u chorych
na raka piersi oraz raka jelita grubego (131). W drugiej metaanalizie badaniem
objeto 14770 chorych na nowotwory o réznym umiejscowieniu i 14524 oséb
zdrowych stanowiacych grupg kontrolna z 25 badan typu case-control.
Wykazano, ze wariant G/G jest zwigzany ze znamiennym wzrostem ryzyka
zachorowania na nowotwory (wszystkie typy tacznie) (OR=1.17;95%CI=1,04-
1,33 dla modelu G/G vs T/T oraz OR=1,15; 95%CI-1,03-1,28 dla modelu

recesywnego) (57).
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Wyniki dotychczasowych doniesien sa niejednoznaczne. Wydaje si¢
jednak, ze polimorfizm SNP309 genu MDM?2 moze mie¢ wplyw na ryzyko
zachorowania na rdézne typy nowotwordéw, zwlaszcza na raka pluca.
Najpewniej istotny wplyw na zréznicowanie wynikOw moga mie¢ inne
modyfikacje genéw oraz czynniki srodowiskowe. Rozne podloze genetyczne i
réznorodne czynniki ryzyka moga wyjasnia¢, w pewnym stopniu, sprzeczne
wyniki badan przeprowadzonych na réznych typach nowotworéw i wsrod
réznych populacji. Ponadto wigkszos$¢ pojedynczych badah miata za mata moc
statystyczna dla wykrycia efektu dziatania genu o niskiej penetracji, co mogto
rOwniez wplywa¢ na wyniki. Nalezy podkresli¢ jednak, ze wyniki dwoch
metaanaliz, obejmujace duze populacje chorych i os6b grupy kontrolnej
wykazaly, potencjalng rol¢ omawianego polimorfizmu jako markera

wrazliwosci na zachorowanie.

7.2.3. Kliniczna wartos¢ polimorfizmu SNP309 genu MDM2 u
chorych na NDRP

W niniejszej pracy nie stwierdzono zaleznosci pomig¢dzy wariantami
polimorficznymi SNP309 genu MDM?2 a cechami klinicznymi chorych na
NDRP, takich jak pte¢, wiek, palenie tytoniu, posta¢ histologiczna raka, cecha
T 1 cecha N w skali pTNM oraz stopien zr6znicowania guza.

Natomiast Lind 1 wsp. w analizie obejmujacej 341 chorych na NDRP
wykazali, ze grupa chorych z genotypem G/G miata znamiennie wyzszy wiek

w chwili rozpoznania choroby niz chorzy z genotypem T/T (p=0,016) (75).
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7.2.4. Rokownicza warto$¢ polimorfizmu SNP309 genu MDM2 u
chorych na NDRP

Na podstawie niniejszej analizy nie stwierdzono wplywu polimorfizmu
SNP309 genu MDM?2 na przezycie chorych na NDRP. Rola biatka Mdm?2 jako
czynnika rokowniczego pozostaje niejasna i zalezy od typu guza oraz innych
czynnikow. Podczas, gdy nadekspresja biatka Mdm?2 koreluje dla pewnych
guzow ze ztym rokowaniem, to dla innych, paradoksalnie - z dobrym (95).
Réwniez analizy dotyczace tego zagadnienia u chorych na NDRP sg sprzeczne.
Dworakowska i wsp. wykazali u 116 chorych na NDRP, ze amplifikacja genu
MDM?2, wykryta u 21% chorych, byla zwigzana ze znamiennie krétszym
przezyciem (35). Natomiast Ko 1 wsp. stwierdzili, ze ekspresja Mdm2-mRNA
byta zwigzana z dtuzszym przezyciem u 81 chorych na NDRP (69). Z kolei
Wang i wsp. wykazali trend do skrécenia czasu do wznowy u chorych na
NDRP z niska ekspresja biatka Mdm?2 oraz stwierdzili lepsze rokowanie
zwiazane z fenotypem pS53(-)/Mdm2(+) (127). Podobne wyniki uzyskali
Higashiyama 1 wsp., ktorzy wykazali, ze u 110 chorych na NDRP 2z
dodatkowym brakiem ekspresji biatka pS3 obecnos¢ biatka Mdm?2 stanowita
czynnik korzystny rokowniczo (53). W innych doniesieniach natomiast nie
wykazano zwiazku pomiedzy ekspresja biatka Mdm2 a czasem przezycia u
chorych na NDRP (1, 46, 69).

Do tej pory ukazato si¢ jedno doniesienie dotyczace wplywu
polimorfizmu SNP309 genu MDM?2 na przezycie chorych na NDRP. Heist R i
wsp. na podstawie analizy obejmujacej 383 chorych na NDRP we wczesnym
stadium choroby (I 1 II stopien wedtug klasyfikacji TNM) wykazali, Ze genotyp
G/G moze by¢ zwiazany z krétszym catkowitym przezyciem (OS) w
poréwnaniu z genotypem T/T (HR=1,57; 95%CI=1,03-2,40). Jeszcze silniejszy
efekt tego polimorfizmu autorzy stwierdzili u chorych na raka
ptaskonablonkowego, wsrdd ktérych 5S-letnie przezycie w zaleznosci od

genotypu wynosito: 59% dla T/T, 53% dla T/G 1 7% dla G/G (52).
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Wplyw polimorfizmu SNP309 genu MDM?2 na rokowanie analizowano
rowniez wsrdd chorych na nowotwory o innym umiejscowieniu. Do tej pory
wykazano, ze genotyp G/G moze stanowi¢ niekorzystny czynnik rokowniczy u
chorych na raka zotadka (92). Z drugiej strony Sanchez-Carbayo i wsp.
wykazali, ze genotyp T/T byt zwigzany z krotszym catkowitym przezyciem u
chorych na raka pecherza moczowego (108). Natomiast u chorych na glejaka
(36) 1 raka jajnika (44) nie wykazano zwiazku migdzy polimorfizmem SNP309

genu MDM?2 a rokowaniem.

7.2.5. Zalezno$¢ pomiedzy wystepowaniem wariantow

polimorficznych SNP309 genu MDM?2 i mutacji w genie TP53

Nadekspresja  biatka Mdm2 uwazana jest =za mechanizm
komplementarny do inaktywacji drogi zaleznej od p53 spowodowanej przez
mutacje w genie TP53. A zatem, catkowita inaktywacja p53 przez
polimorfizm SNP309 genu MDM?2 mogtaby ograniczy¢ rol¢ mutacji w genie
TP53 u chorych z genotypem G/G. Jednakze, w niniejszym badaniu nie
stwierdzono zwiazku pomigdzy polimorfizmem SNP309 genu MDM?2 a
czgstosciag wystgpowania mutacji w genie 7P53. Podobnie, zwiazku takiego
nie stwierdzili réwniez Lind i1 wsp. (75).

Warto wspomnie¢, ze do tej pory ukazaly si¢ tylko trzy doniesienia
analizujace zalezno$¢ pomigdzy polimorfizmem SNP309 genu MDM?2 i
mutacjami w genie 7P53 w odniesieniu do wieku wystapienia nowotworu (75,
82) 1 przezycia (13). Menin i wsp. w badaniu obejmujacym 153 chorych na
raka jelita grubego wykazali, ze obecnos¢ allelu G byla zwigzana ze
znamiennie (p=0,03) nizszym wiekiem (10 lat) w chwili ustalenia
rozpoznania, u chorych posiadajacych ,typ dziki” biatka p53 (82). Wsrod
chorych, u ktérych stwierdzono mutacje genu 7P53, nie byto takiego zwigzku.
Z kolei Lind 1 wsp., wykazali, ze u chorych na NDRP z mutacjami w obr¢bie
genu TP53 obecnos¢ allelu G jest zwiazana z wyzszym wiekiem w chwili

ustalenia rozpoznania (p=0,037). Natomiast u chorych bez mutacji nie
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stwierdzono podobnej zalezno$ci (75). Boersma i wsp. analizowali zaleznos¢
polimorfizmu SNP309 genu MDM?2 i mutacji w genie TP53 w odniesieniu do
przezycia chorych na raka piersi. Na podstawie analizy obejmujacej 248
kobiet stwierdzili wzrost ryzyka zgonu (RR) zwigzany z mutacjami w genie
TP53 tylko u tych chorych, ktére posiadaty genotyp T/T (RR of death=2,33;
95%CI=1,08-5,03 dla T/T+typ dziki p5S3 vs T/T+mutacje p53) (13).

7.3. Wspolwystepowanie polimorfizméw Ser326Cys genu hOGGI
i SNP309 genu MDM?2 w odniesieniu do ryzyka zachorowania
na NDRP

W niniejszej pracy podjeto rowniez taczna analiz¢ obu polimorfizméw
w odniesieniu do ryzyka zachorowania na NDRP. Ze wzgledu na mala liczbg
badanych w poszczegdlnych grupach analiz¢ t¢ przeprowadzono przy
zastosowaniu wskaznika ryzyka, ktory zostal zbudowany na podstawie analizy
jednoczynnikowej obu polimorfizméw. Stwierdzono, ze ryzyko zachorowania
na NDRP rosnie proporcjonalnie wraz ze wzrostem wskaznika ryzyka.

W pismiennictwie na ten temat nie ma doniesien analizujacych oba
wyzej wymienione polimorfizmy 1acznie, w odniesieniu do ryzyka
zachorowania na raka. Zaréwno polimorfizm Ser326Cys genu hOGGI, jak i
polimorfizm SNP309 genu MDM?2 moga prowadzi¢ do kancerogenezy, jednak
na drodze dwoch réznych, niezaleznych mechanizméw. Istotng jednak
wydawala si¢ analiza obu polimorfizméw jako niezaleznych czynnikéw
predykcyjnych w NDRP. Jednak na podstawie modelu wieloczynnikowego
wykazano, ze genotypowanie MDM?2 nie dodaje wartosci predykcyjnej do

genotypowania hOGG1 dla oceny ryzyka zachorowania na raka ptuca.
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8. PODSUMOWANIE

W niniejszej pracy analizowano Kkliniczng 1 rokownicza wartos¢
polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI i polimorfizmu SNP309 genu MDM?2.
Wykazano, ze allel Cys oraz genotyp G/G moga by¢ istotnymi czynnikami
ryzyka zachorowania na NDRP. Analiz¢ zwiazku wymienionych
polimorfizméw a ryzykiem zachorowania na NDRP przeprowadzono wedtug
trzech modeli genetycznych: recesywnego, dominujacego i addytywnego,
uwzgledniajac kazdy rodzaj zaleznoSci pomigdzy allelami. W wigkszosci
doniesien dotyczacych omawianego zagadnienia autorzy, przedstawiaja jeden
ewentualnie dwa modele genetyczne (,.korzystne” dla wyniku badania). To
powoduje réwniez trudnosci w poréwnywaniu wynikow poszczegdlnych
analiz.

Przedstawiona praca ma przede wszystkim charakter poznawczy,
jednak jej wyniki sa zachgcajace. Do ich potwierdzenia wskazane sa dalsze
wieloosrodkowe badania na duzych grupach chorych. Dalsze badania nad
polimorfizmami genéw naprawczych oraz gendéw zaangazowanych w
podstawowe czynnosci komorki takie jak wzrost, réznicowanie czy apoptoza
mogtyby da¢ podstawy do wykorzystania powyzszych wynikow w praktyce
klinicznej. Wskazanie profilu genetycznego, ktéry zwigksza ryzyko
zachorowania na raka ptuca mogtoby pozwoli¢ na wyodrgbnienie populacji o
szczegblnie wysokim ryzyku zachorowania. W tej grupie zasadnym bytoby
wykonywanie badan majacych na celu wykrycie guza we wczesnym stadium
(np. spiralna tomografia komputerowa), co pozwoliloby na wczesne

rozpoczgceie leczenia 1 najpewniej zwigkszytoby jego skutecznose.

97



9. WNIOSKI

1. Czgstos¢ wystgpowania nosicieli allelu cysteinowego genu hOGGI
wsrdd chorych na NDRP jest znamiennie wyzsza w poréwnaniu do
grupy kontrolnej, natomiast rdznice w czgstosci wystgpowania
wariantow polimorficznych SNP309 genu MDM?2 pomigdzy chorymi
na NDRP a osobami zdrowymi nie sa statystycznie znamienne

2. Wystgpowanie allelu cysteinowego genu hOGGI oraz genotypu G/G
genu MDM?2 jest zwiazane ze znamiennie Wwyzszym ryzykiem
zachorowania na NDRP

3. Nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy wystgpowaniem wariantow
polimorficznych badanych gendéw a cechami klinicznymi chorych na
NDRP

4. Nie stwierdzono zaleznosci pomigdzy wystgpowaniem wariantow
polimorficznych badanych genéw a czasem przezycia chorych na
NDRP

5. Nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy wystgpowaniem wariantow
polimorficznych badanych genéw a czgstoscia wystgpowania mutacji w
genie TP53

6. Genotypowanie MDM?2 nie dodaje wartosci predykcyjnej do
genotypowania hOGG1 dla oceny ryzyka zachorowania na NDRP
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10. STRESZCZENIE

Celem niniejszego badania bylo okreSlenie znaczenia polimorfizmu
Ser326Cys genu hOGG1 1 odniesienie uzyskanych wynikéw do polimorfizmu
SNP309 genu MDM?2 w NDRP. Oceniono czgstos¢ wystgpowania wariantow
polimorficznych obu genéw u chorych na NDRP 1 w grupie kontrolnej oraz
ich znaczenie w odniesieniu do ryzyka zachorowania na NDRP. Ponadto
analizowano wartos¢ kliniczng i rokownicza obu polimorfizméw oraz ich
wystgpowanie w odniesieniu do obecno$ci mutacji w genie 7P53. Oceniono
rowniez wspotwystgpowanie polimorfizméw Ser326Cys genu hOGGI
1 SNP309 genu MDM?2 w odniesieniu do ryzyka zachorowania na NDRP.

Badaniem zostato objgtych 142 chorych na NDRP (126 mgzczyzn i 16
kobiet), w wieku od 42 do 78 lat (srednio 61 lat), poddanych doszczg¢tnej
resekcji migzszu ptucnego w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej Akademii
Medycznej w Gdansku w latach 1996-2000. Grupg kontrolng stanowito 277
zdrowych o0s6b z regionu wojewddztwa pomorskiego, dobranych pod
wzgledem wieku, pici 1 historii palenia tytoniu.

Analiz¢ polimorfizmu Ser326Cys genu hOGGI przeprowadzono z
zastosowaniem techniki ASA-PCR, w wybranych 81 prébkach ze wzgledu na
niska wydajnos¢ reakcji przeprowadzono nested PCR. W celu weryfikacji
uzyskanych wynikéw zsekwencjonowano 65 losowo wybranych prébek.
Analiz¢ polimorfizmu SNP309 genu MDM2 przeprowadzono z
zastosowaniem techniki RFLP-PCR.

Stwierdzono istotne réznice w rozkladzie genotypow Ser326Cys genu
hOGG]1 pomigdzy grupa chorych na NDRP a grupa kontrolna (odpowiednio
Ser/Ser — 58%, Ser/Cys — 35%, Cys/Cys — 8% 1 Ser/Ser — 79%, Ser/Cys —
19%, Cys/Cys — 3%; p<0,001). Nie stwierdzono istotnych réznic w rozktadzie
genotypéw SNP309 genu MDM?2 w obu badanych grupach (odpowiednio T/T
— 41%, T/IG — 46%, G/IG — 14% i TIT — 47%, TIG — 46%, G/IG — T%;
p<0,068). Wykazano istotny wzrost ryzyka zachorowania na NDRP w
zaleznosci od liczby alleli Cys genu hOGGI (odpowiednio OR=2,7;
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95%CI=1,67-4,37; p,0,0001 dla wariantu Ser/Cys oraz OR=3,78;
95%CI=1,39-10,28, p=0,009 dla wariantu Cys/Cys). Stwierdzono réwniez
istotny wzrost ryzyka zachorowania na NDRP dla homozygot G/G genu
MDM2 (OR=2,27; 95%CI=1,04-4,93, p=0,039). Na podstawie analizy
wieloczynnikowej wykazano, ze genotypowanie MDM?2 nie dodaje wartosci
predykcyjnej do genotypowania hOGG1 dla oceny ryzyka zachorowania na
NDRP.

Wykazano znamienne réznice w rozkladzie wariantow polimorficznych
Ser326Cys genu hOGGI w zaleznosci od cechy pN. Nie wykazano zaleznosci
pomigdzy wystepowaniem wariantéw polimorficznych obu opisywanych
gendw a plcia, wiekiem, historig palenia tytoniu, postacia histologiczng raka,
cecha pT oraz stopniem zréznicowania guza. Nie stwierdzono réwniez
zwiazku pomigdzy wystgpowaniem wariantow polimorficznych obu genéw a
czasem calkowitego przezycia oraz mediang czasu przezycia chorych.

Ponadto nie wykazano takze zwiazku pomigdzy wystgpowaniem
wariantéw polimorficznych obu genéw a czgstoscia wystgpowania mutacji w

genie TP53.
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11. SPIS

Tabela 1.
Tabela 2.
Tabela 3.
Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.
Tabela 7.
Tabela 8.
Tabela 9.
Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12.
Tabela 13.
Tabela 14.
Tabela 15.
Tabela 16.
Tabela 17.
Tabela 18.
Tabela 19.

Tabela 20

TABEL

Polimorfizmy genu hOGG]1 zlokalizowane w egzonach
Charakterystyka kliniczna chorych na NDRP (n = 142)
Startery do reakcji ASA-PCR

Sktad mieszaniny do reakcji ASA-PCR okreslajacej obecnos¢ allelu

kodujacego syreng

Sktad mieszaniny do reakcji ASA-PCR okreslajacej obecnos¢ allelu

kodujacego cysteing
Warunki reakcji ASA-PCR

Startery do reakcji nested PCR

Sktad mieszaniny do reakcji ze starterami zewngtrznymi
Warunki reakcji ze starterami zewngtrznymi

. Sktad mieszaniny do reakcji ze starterami wewngtrznymi oraz
starterem specyficznym dla allelu kodujacego seryng

. Sktad mieszaniny do reakcji ze starterami wewngtrznymi oraz
starterem specyficznym dla allelu kodujacego cysteing
Warunki reakcji ze starterami wewngtrznymi 1 specyficznymi
Sktad mieszaniny do reakcji sekwencjonowania

Warunki reakcji sekwencjonowania

Startery do reakcji PCR

Sktad mieszaniny do reakcji PCR

Warunki reakcji PCR

Sktad mieszaniny przygotowanej do reakcji trawienia

Rozktad wariantéw polimorficznych Ser326Cys genu hOGG1 w
grupie chorych na NDRP i w grupie kontrolnej.
. Analiza wspotczynnikoéw ryzyka (OR) 1 95% zakreséw ufnosci
(95% CI) dla polimorfizmu Ser326Cys genu hOGG1. Model

surowy (nieskorygowany)
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Tabela 21. Analiza wspotczynnikow ryzyka (OR) 1 95% zakreséw ufnosci
(95% CI) dla polimorfizmu Ser326Cys genu hOGG1. Model
skorygowany wzgledem pftci, wieku 1 historii palenia tytoniu

Tabela 22. Analiza zwigzku pomig¢dzy wystgpowaniem wariantow
polimorficznych Ser326Cys genu hOGGI a wybranymi cechami
klinicznymi chorych na NDRP

Tabela 23. Polimorfizm Ser326Cys genu hOGG]1 - analiza czasu przezycia
(model nieskorygowany i skorygowany o pte¢, wiek i stopien
zaawansowania)

Tabela 24. Wystgpowanie wariantow polimorficznych Ser326Cys genu
hOGG] a czas przezycia

Tabela 25. Wspoétwystgpowanie wariantow polimorficznych Ser326Cys genu
hOGG]1 1 mutacji w genie TP53

Tabela 26. Rozktad wariantow polimorficznych SNP309 genu MDM?2 w
grupie chorych na NDRP i w grupie kontrolnej.

Tabela 27. Analiza wspotczynnikow ryzyka (OR) 1 95% zakreséw ufnosci
(95% CI) dla polimorfizmu SNP309 genu MDM?2. Model surowy
(nieskorygowany)

Tabela 28. Analiza wspotczynnikéw ryzyka (OR) 1 95% zakreséw ufnosci
(95% CI) dla polimorfizmu SNP309 genu MDM?2. Model
skorygowany wzgledem pftci, wieku 1 historii palenia tytoniu

Tabela 29. Analiza zwigzku pomigdzy wystgpowaniem wariantow
polimorficznych SNP309 genu MDM?2 a wybranymi cechami
klinicznymi chorych na NDRP

Tabela 30. Polimorfizm SNP309 genu MDM?2 - analiza czasu przezycia
(model nieskorygowany i skorygowany o pte¢, wiek i stopien
zaawansowania)

Tabela 31. Wystgpowanie wariantow polimorficznych SNP309 genu MDM?2 a
czas przezycia

Tabela 32. Wspotwystgpowanie wariantow polimorficznych SNP309 genu
MDM? i mutacji w genie TP53
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Tabela 33.

Tabela 34.

Tabela 35.

Tabela 36.
Tabela 37.

Tabela 38.

Tabela 39.

Tabela 40.

Tabela 41.

Tabela 42.

Rozktad cech ryzyka w badanej grupie

Analiza wspotczynnikoéw ryzyka (OR) 1 95% zakreséw ufnosci
(95% CI) w zaleznosci od wskaznika ryzyka. Model surowy
(nieskorygowany)

Analiza wspotczynnikoéw ryzyka (OR) 1 95% zakreséw ufnosci
(95% CI) w zaleznosci od wskaznika ryzyka. Model skorygowany

Model wieloczynnikowy skorygowany

Czestos¢ wariantow polimorficznych Ser326Cys genu hOGGI w
populacjach z réznych regionéw geograficznych

Zwiazek pomigdzy polimorfizmem Ser326Cys genu hOGGI a
ryzykiem zachorowania na raka w innej lokalizacji niz ptuca
(przeglad piSmiennictwa)

Zwiazek pomigdzy polimorfizmem Ser326Cys genu hOGGI a
ryzykiem zachorowania na raka ptuca (przeglad piSmiennictwa)

Czestos¢ wariantéw polimorficznych SNP309 genu MDM?2 w
populacjach z réznych regionéw geograficznych

Zwiazek pomigdzy polimorfizmem SNP309 genu MDM?2 a
ryzykiem zachorowania na raka w innej lokalizacji niz ptuca
(przeglad piSmiennictwa)

Zwiazek pomigdzy polimorfizmem SNP309 genu MDM?2 a

ryzykiem zachorowania na raka ptuca (przeglad piSmiennictwa)
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12. SPIS RYCIN

Rycina 1. Struktura genu hOGG1
Rycina 2. Warianty sktadania pierwotnego transkryptu hOGG1
Rycina 3. hOGGI - naprawa uszkodzonego DNA przez wycinanie zasady
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Rycina 4 . Fragment sekwencji genu h/OGG]/ - polimorfizm w kodonie 326
Rycina 5. Budowa genu MDM?2 i kodowanych przez niego biatek p76Mdm?2 i
p90Mdm?2
Rycina 6. Petla sprzg¢zenia zwrotnego pS3-Mdm?2
Rycina 7. Zwiazek pomigdzy polimorfizmem SNP309 genu MDM?2 a
powstaniem nowotworu
Rycina 8. Sekwencja egzonu 7 genu hOGG1 zawierajaca kodon serynowy
Rycina 9. Sekwencja egzonu 7 genu hOGG1 zawierajaca kodon cysteinowy
Rycina 10. Rozdziat elektroforetyczny fragmentéw DNA otrzymanych w
wyniku reakcji ASA-PCR
Rycina 11. Sekwencja egzonu 7 genu hOGG1 zawierajaca kodon serynowy
Rycina 12. Sekwencja egzonu 7 genu hOGG1 zawierajaca kodon cysteinowy
Rycina 13. Sekwencjonowanie fragmentu egzonu 7 genu hOGG1
zawierajacego kodon 326 — wariant polimorficzny Ser/Ser
Rycina 14. Sekwencjonowanie fragmentu egzonu 7 genu hOGG1
zawierajacego kodon 326 — wariant polimorficzny Ser/Cys
Rycina 15. Sekwencjonowanie fragmentu egzonu 7 genu hOGG1
zawierajacego kodon 326 — wariant polimorficzny Cys/Cys
Rycina 16. Fragment sekwencji promotorowej genu MDM?2
Rycina 17. Rozdziat elektroforetyczny fragmentéw DNA otrzymanych w
wyniku reakcji RFLP-PCR
Rycina 18. Prawdopodobienstwo przezycia w badanej grupie chorych na

NDRP (n=142)
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Rycina 19. Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia chorych na NDRP w
zaleznosci od wariantu polimorficznego Ser326Cys genu hOGG1
— model recesywny

Rycina 20. Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia chorych na NDRP w
zaleznosci od wariantu polimorficznego Ser326Cys genu hOGG1
— model dominujacy

Rycina 21. Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia chorych na NDRP w
zaleznosci od wariantu polimorficznego Ser326Cys genu hOGGI
model addytywny

Rycina 22. Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia chorych na NDRP w
zaleznosci od wariantu polimorficznego SNP309 genu MDM?2 —
model recesywny

Rycina 23. Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia chorych na NDRP w
zaleznosci od wariantu polimorficznego SNP309 genu MDM?2 —
model dominujacy

Rycina 24. Prawdopodobienstwo catkowitego przezycia chorych na NDRP w
zaleznosci od wariantu polimorficznego SNP309 genu MDM?2 —

model addytywny
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ZALACZNIK 1

Aparatura

Aparatura

Nazwa producenta

Sekwenator automatyczny Genetic Analiser

ABI PRISM 310

Termocykler GeneAmp PCR System 2720

Termocykler GeneAmp PCR System 2700

Applied Biosystems

Zestaw do elektroforezy agarozowe]

Sub Cell GT

Zestaw do elektroforezy poliakrylamidowe;j

Mini Protein 3

Zasilacz do elektroforezy, PowerPac 3000

Transiluminator GelDoc 2000

System do archiwizacji zeli GelDoc 2000

Bio-Rad

Wiréwka MiniSpin Plus

Wiréwka 5804R

Wiréwka Mini Centrifiuge

Pipety automatyczne

Eppendorf

Vortex

IKA

Spektrofotometr Gene Quant II

Pharmacia LKB

Waga elektroniczna

CAS

Cieplarka Haraeus Function Line B6

Thermo Electron

Corporation

Chlodziarko-zamrazarka

Vestrofrost

Aparat do oczyszczania i dejonizacji wody

MilliQUF Plus

Millipor
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Odczynniki

Odczynnik

Nazwa Producenta

EDTA

KHCO;

NaCl

NH,CI

TEMED

APS

Bromek etydyny

Tris

Kwas borny

Biekit bromofenolowy

Cyjanol ksylenu

Sacharoza

Sigma

Bufor PCR

MgCl, 25mM

dNTPs

Polimeraza Taq Gold

Promega

Bufor z (NH4)2SO4

MgCl, 25mM

Polimeraza Taq

Marker wielkos$ci M25-700

MBI Fermentas

Startery

IBB PAN

Agaroza

Prona

Akrylamid

Bio-Rad

Marker wielkosci M100-500

DNA Gdansk 11

Kwas octowy

POCH

Zestaw Clean-Up

Zestaw Ex-Terminator

A&A Biotechnology
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BigDye Terminator Cycle Sequencig Kit v 3.1 | Applied Biosystems

Polimer POP-4

Enzym restrykcyjny MspA1l

NEBuffer 4 New England BioLabs

BSA

Roztwory

Roztwor Sktad

5x bufor TBE (1000 ml) S54¢g Tris
27,5g kwas borny
20 ml 0,5M, pH=0,8 EDTA
uzupetni¢ ddH,0

50x bufor TAE (1000 ml) 242¢ Tris
57.1nl lodowaty kwas octowy
100 ml 0,5M, pH=0,8 EDTA
uzupetni¢ ddH,0

6x bufor obcigzajacy 0,25 % bigkit bromofenolowy

0,25% cyjanol ksylenu

40% sacharoza

Zel agarozowy 2% (100ml)

2g agaroza
5 ul Bromek etydyny
100 ml 0,5 TBE

Roztwor akrylamidowy 10% (100ml)

33,3 ml 30 akrylamid
2 ml 50 x TAE
64,5 ddH,0

Zel poliakrylamidowy

5 ml 10% roztwoér akrylamidowy
40 ul APS
10 ul TEMED
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Roztw6r do barwienia zeli 20 pl bromek etydyny
poliakrylamidowych 100 ml 1x TAE
NaCI/EDTA (1000 ml) 4,37 g NaCl
2ml 0,5M EDTA
uzupetni¢ ddH,0
10% SDS (100 ml) 10 g SDS
uzupetni¢ ddH,0
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