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Polimorfizm genéw metaloproteinaz MMP-1i MMP-2 w ocenie

predyspozycji do zachorowania na raka krtani

Polymorphism of metalloproteinases MMP-1 and MMP-2 in risk of laryngeal cancer

Izabela Olejniczak', Wojciech Fendler?, Maciej Borowiec?, Wojciech Mtynarski?, Wioletta Pietruszewska'

SUMMARY
Introduction: The laryngeal cancer is the most common malignancy of the
head and neck squamous cell carcinoma. Recent studies have revealed the
role of genetic variations in the risk for laryngeal cancer. Polymorphic genes
of matrix metalloproteinases may affect an individual genetic predisposition
to the occurrence and clinical implications of the disease.

The aim of the present study: was to evaluate the role of polymorphic variants
of MMP-1and MMP-2 genes in the development of laryngeal carcinoma.
Material and methods: DNA was extracted from 633 individuals including
261 patients with laryngeal carcinoma and 372 healthy volunteers. Genotyping
was carried out using TagMan® SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems,
USA). The distribution of polymorphisms of metalloproteinases were analysed:
-1607 1G/2G MMP-1 and -1306 C/T MMP-2 gene.

Results: The distribution of genotypes of -1607 1G/2G MMP-1 polymorphism
was significantly different in controls vs patients (x2 15.05, p<0.001). The 2G
allele carriers of MMP-1-1607 1G/2G polymorphism were at higher risk for
laryngeal carcinoma development (p<0.001). In the present study, 2G/2G
polymorphic variant was the independent factor of cancer development
(p=0.0015).

Conclusion: Presented data suggest an implication of MMP-1 polymorphisms
in the laryngeal carcinoma susceptibility. The presence of the MMP-1 2G
allele seemed to be associated with increased risk for the disease. In summary,
the current study have provided the evidence that an individual's risk for
carcinoma of larynx is modulated by genetic factors.
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Wstep

W przypadku raka krtani udowodniono juz wplyw
czynnikéw egzogennych, takich jak palenie papierosow
czy spozywanie alkoholu, na rozwéj tego nowotworu.
Wiadomo jednak, ze takze u os6b o niskiej ekspozycji
na kancerogeny moze dojs¢ do rozwiniecia choroby
nowotworowej w obrebie glowy i szyi. Potwierdzono
genetyczne predyspozycje do zachorowania na raka
krtani, ale nie ulega kwestii, ze ten nowotwor nie
jest wynikiem prostego dziedziczenia genéw. Ryzyko
rozwoju raka krtani wiaze si¢ bowiem z indywidualna
odpowiedzia organizmu na czynniki kancerogenne,
a sam proces transformacji nowotworowej moze by¢
spowodowany szeregiem mutacji w obrebie protoonko-
genoéw i genéw supresorowych [1]. Zgodnie z modelem
rozwoju rakow glowy i szyi wg Califano i wsp. [2],
proces transformacji nowotworowej wynika z mutacji,
ktore prowadza do aktywacji protoonkogenow i zaha-

mowania ochronnego dziatania genéw supresorowych.
Prowadzone przez wiele lat badania molekularne do-
prowadzily do wykrycia i opisania okolo 150 genéw
zwiazanych z karcynogeneza w krtani. Wigkszos¢
z nich byta zwigzana z regulacja cyklu komoérkowe-
go, procesami réznicowania sie komoérek i apoptoza.
Zbadano dotychczas wiele mutacji, z ktorych kilka
uwaza sie za typowe dla raka krtani: delecje 18q21
(geny supresorowe DBC4, DCC), ztamanie 3pl4, am-
plifikacje 11q13 (cyklina D1), delecje 17p (mutacja
genu 53 uwazana za najwazniejsza w powstawaniu
nowotworow glowy i szyi) i 9p, utrate chromosomu Y,
czesciowa lub catkowitg utrate ramienia p chromo-
somu 3 (gen supresorowy FHIT) [3, 4].

W procesie rozwoju i progresji nowotworu, poza mu-
tacjami w obrebie genéw supresorowych i protoonkoge-
now, biora udzial geny uczestniczace w mechanizmach
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degradacji macierzy zewnatrzkomorkowej i procesie
angiogenezy. Naleza do nich geny metaloproteinaz,
ktére odgrywaja istotna role w chorobach rozrosto-
wych i przerzutowaniu nowotworéw oraz biorg udzial
w tworzeniu Srodowiska odpowiedniego dla progresji
nowotworowej. Zbadano i potwierdzono udziat MMP-1
w patogenezie raka przelyku, jelita grubego, pluca,
trzustki, rakow glowy i szyi, czerniaka, a takze MMP-2
w rakach glowy i szyi (w tym gruczotéw slinowych
i krtani), prostaty, sutka, ptuca i czerniaka [5-7]. Pod-
kresla si¢ takze role roznych wariantéw polimorficznych
wymienionych genéw [8].

Celem pracy bylo przeprowadzenie badan genetycz-
nych wybranych polimorfizméw genéw metaloproteinaz
(MMP-1 i MMP-2) oraz dokonanie analizy rozkladu po-
szczegb6lnych wariantéw polimorficznych i ich zwiazku
z rozwojem raka krtani.

Materiat i metoda

Badania przeprowadzono u 633 os6b. Grupe chorych
stanowilo 261 pacjentéw leczonych operacyjnie z po-
wodu raka krtani w Klinice Otolaryngologii i Laryngo-
logii Onkologicznej UM w Lodzi w latach 1994-2000.
Grupe kontrolna stanowito 372 potencjalnie zdrowych
ochotnikéw. Byli to chorzy hospitalizowani w Klinice
z powodu innych choréb laryngologicznych: skrzy-
wienia przegrody nosa, otosklerozy, nagtej gluchoty
czy krwawienia z nosa. Nie byli oni wczesniej leczeni
z powodu choroby nowotworowej, wywiad rodzinny co
do jej wystepowania byl ujemny.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komi-
sji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (nr
RNN/144/11/KE z dnia 12 lipca 2011 r.).

Do izolacji DNA wykorzystano material biologiczny
pobrany z: komoérek jednojadrzastych krwi obwodowej
zdrowych ochotnikéw (N=372) oraz wycinkow z guza
nowotworowego krtani (raka krtani) operowanych
pacjentéw, utrwalonych w formalinie i zatopionych
w bloczkach parafinowych (N=261). I1zolacje DNA prze-
prowadzono metoda kolumienkowa z zastosowaniem
AxyPrep Blood Genomic DNA MiniPrep Kit (Axygen,
Germany).

W celu analizy polimorfizméw pojedynczego nukleo-
tydu (SNP) wykorzystano system zoptymalizowanych
odczynnikéw do badania mutacji punktowych genow
— TagMan® SNP Genotyping Assays (Applied Biosy-
stems, USA). Wyizolowany DNA przenoszono na 96-dot-
kowa plytke reakcyjna (4 pl). Dodawano mieszanine
SNP Genotyping Assays (40 x SNP Genotyping Assai
- 0,3 pl/studzienke; 2 x TagMan Universal PCR Master
Mix - 6 pl/studzienke; wolna od DN-azy wode — 2 pl/
studzienke), nastepnie wirowano. Objetos¢ mieszani-
ny reakcyjnej wynosita 8 pl/studzienke. Amplifikacje
DNA metoda PCR prowadzono z wykorzystaniem apa-
ratu 2720 ThermoCycler (Applied Biosystems, USA)
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- wstepna denaturacja DNA w temp. 95°C przez 10 min,
nastepnie 40 cykli: denaturacja 92°C przez 15 sek.,
elongacja 60°C przez 1 min. Analize wynikéw przepro-
wadzono z uzyciem Apllied Biosystems 7900 HT Fast
Real-Time PCR (Applied Biosystems, USA). Uzyskane
wyniki analizowano w Sequence Detection System
(SDS) Software.

W celu analizy réznic liczebnosci miedzy grupami
wykorzystano test x? z poprawka Yatesa. Dla nosicieli
alleli i genotypow, ktérych czestosci réznily sie pomie-
dzy grupami obliczono wartos¢ ilorazu szans (odds
ratio; OR) wraz z 95% przedzialem ufnosci (95% CI).
Analizy wieloczynnikowej dokonano metoda regresji
logistycznej. Do koncowych analiz za znamienne sta-
tystycznie przyjeto wartosci p<0,05.

Wyniki

Charakterystyke grupy badanej przedstawiono w tabe-
lach I1i1II. Czestos$¢ obserwowanych genotypow polimor-
fizmu 1G/2G w pozycji -1607 genu MMP-1 nie réznila
sie istotnie od rozkladu Hardy'ego-Weinberga (HW-E
p=0,26). Poréwnujac rozklad genotypow z kontrola,
stwierdzono, ze heterozygoty 1G/2G wystepowaty z po-
dobna czestoscia w grupie chorych na raka krtani
i w grupie kontrolnej (50,39% vs 52,70%). Obserwo-
wano takze, ze homozygota polimorficzna 2G/2G wy-
stepowata istotnie czesciej u chorych na raka krtani
w poréwnaniu z grupa kontrolna (32,56% vs 20,54%).
Znamiennie czestsze bylo nosicielstwo insercji G u cho-
rych na raka krtani (82,95%) w stosunku do zdrowych
ochotnikow (73,24%).

Oceniano takze ryzyko zachorowania na nowotwor
zlosliwy krtani, poréwnujac poszczegolne genotypy
u chorych na raka krtani wzgledem zdrowych ochot-
nikéw. Stwierdzono znamienne zaleznosci pomiedzy
rozkladem genotypow a ryzykiem zachorowania na
raka krtani (x? 15,05; 2 stopnie swobody; p=0,0005).
Osoby z homozygotami polimorficznymi (2G/2G) lub
heterozygotami (1G/2G) chorowaly prawie 2-krotnie
czesciej na ten nowotwor niz z homozygotami dzikimi
(1G/1G) (OR 1,77; 95% CI 1,19-2,64; p=0,0043). Na
podstawie uzyskanych wynikéw mozna wnioskowac,
ze nosicielstwo allela 2G bylo zwiazane ze zwi¢ksze-
niem ryzyka zachorowania na raka krtani, a genotypy
podwyzszonego ryzyka stanowily: homozygota poli-
morficzna 2G/2G oraz heterozygota 1G/2G. Genotyp
dziki 1G/1G traktowano jako ochronny.

Czestos$é obserwowanych genotyp6w polimorfi-
zmu C/T w pozycji -1306 genu MMP-2 réznila sie od
rozkladu Hardy'ego-Weinberga (HW-E p=0,0014), ale
wykazywala podobienstwo z rozktadem w HapMap Pro-
ject w populacji europejskiej (CC/CT/TT odpowiednio:
58%/36%/6%). Rozktad genotypoéw w HapMap Project
wykazuje zgodnos$é z prawem Hardy'ego-Weinberga,
czego nie stwierdzono jednak w przypadku badanego
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