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ABSTRACT: Wstep: Pomimo intensywnych badar nad poprawg diagnostyki i leczenia, rak jelita grubego (R]G) nadal pozostaje drugg
najczestszg przyczyng zgondw z powodu nowotworu w Polsce. Jednym z czynnikéw zwiekszonego ryzyka RJG moga by¢
indywidualne réznice w wydajnosci biatek odpowiedzialnych za metabolizm ksenobiotykéw. Wydaje sie, ze usuniecie
potencjalnie szkodliwych substancji egzogennych znaczgco zmniejsza ryzyko kancerogenezy.

Cel: W naszej pracy przeanalizowalismy wptyw polimorfizmu genéw odpowiedzialnych za metabolizm ksenobiotykéw na
ryzyko R)G — polimorfizm rs72554606 genu NAT1, polimorfizm rs1799930 genu NAT2 i polimorfizm rs1799814 genu CYP1A1,
a takze poziom ekspresji tych gendw.

Whioski: Wyniki wskazuja, ze genotyp GCdla NAT7 i genotyp GA dla CYP1A1 moga zwiekszaé ryzyko RIG, a u 0s6b z rozpoznanym
R]G poziom ekspresji NAT1 byt znacznie nizszy niz w grupie kontrolnej. Uwazamy, ze powyzsze czynniki moga miec potencjalne
znaczenie prognostyczne i diagnostyczne w leczeniu R]G.

KEYWORDS: CYP1A1, ekspresja genéw, metabolizm ksenobiotykéw, NIL1, NiL2, polimorfizm gendw, rak jelita grubego

ABSTRACT: Introduction: Colorectal cancer (CRC), despite intensive research on the improvement of diagnosis and treatment, is still the
second most deadly cancer in Poland in terms of mortality. One of the factors predisposing to a higher risk of CRC may be
the individual differences in the effectiveness of proteins responsible for the metabolism of xenobiotics — it seems that the
removal of potentially harmful exogenous substances significantly reduces the risk of carcinogenesis.

Aim: In this work, we analyzed the effect of polymorphisms of genes responsible for metabolizing xenobiotics on the risk
of CRC —rs72554606 polymorphism of NAT1 gene, rs1799930 polymorphism of NAT2 gene and rs1799814 polymorphism of
CYP1A1 gene, as well as the level of expression of these genes.

Conclusions: The results indicate that the GC genotype for NAT1 and the GA genotype for CYP1A1 may increase the risk of CRC,
and in those already diagnosed with colorectal cancer, the expression level of NAT1 is significantly lower than in the control. We
believe that these factors may have potential prognostic and diagnostic significance in the treatment of CRC.

KEYWORDS: colorectal cancer, CYP1A1, gene expression, gene polymorphism, NiL1, NIL2, xenobiotic metabolism

WYKAZ SKROTOW WPROWADZENIE

CYP P450 — cytochrom 450 Rak jelita grubego (RJG), drugi pod wzgledem $miertelnosci no-
EMK - enzymy metabolizujace ksenobiotyki wotwor zlosliwy w Polsce, obejmuje raka: okreznicy, zgiecia esicze-
GST - transferazy glutationowe go, odbytnicy i odbytu [1, 2]. Choroba ta najczesciej dotyka os6b
NAT - N-acetylotransferazy powyzej 50. roku zycia. Na $miertelno$¢ wplywa skuteczno$¢ lecze-
PCR - reakcja laricuchowa polimerazy nia i stopient zaawansowania choroby. Ryzyko zgonu z powodu RJG
RJG - rak jelita grubego wzrasta wraz z wiekiem, poczawszy od szdstej dekady zycia, a szczyt
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Tab. I. Rozktad genotypdw, czestosci alleli i analiza ilorazu szans (OR) dla polimorfizmu rs72554606 genu NATT u pacjentéw z RIG i w grupie kontrolnej.

GG 44

GC 152
cC 21
C 240
C 194

*rozktad genotypdw w rownowadze Hardy'ego-Weinberga, X2 = 0,409

243

189

1 (ref) o
2,173 (1,323-3,389) 0,002
0,5668 (0,297—1,082) 0,084
1 (ref) -
1,039 (0,795-1,359) 0,777

Tab. II. Rozktad genotypdw, czestosci alleli i analiza ilorazu szans (OR) dla polimorfizmu rs1799930 genu NAT2 u pacjentéw z RJG i w grupie kontrolne;j.

GG 52

CA 12

AA 51
G 216
A 214

*rozktad genotypéw w réwnowadze Hardy'ego-Weinberga, X* = 0,281

osiaga po 80. roku zycia [3—5]. Czynniki predykcyjne wystapienia
RJG podzielono na cztery gléwne grupy: epidemiologiczne, jelitowe,
dietetyczne i mieszane. Ponadto zauwazono zwigkszong podatnosé
na zachorowanie wéréd oséb rasy bialej, a wyzsza zachorowalno$¢
obserwuje sie w regionach pétnocnej Europy. Otylos¢ i palenie tyto-
niu réwniez przyczyniaja sie do wystepowania tego typu nowotworu
[6, 7]. Niezwykle istotny jest wywiad rodzinny w kierunku raka, ktéry
potwierdza wniosek, ze podobnie jak w przypadku wigkszosci cho-
réb nowotworowych, RJG ma podioze wieloczynnikowe, wynikajace
ze wspoldziatania czynnikéw genetycznych i $rodowiskowych [8].
Podstawowym mechanizmem obrony przed rakiem jest usuwanie
substangji, ktére moga uszkadzaé materiat genetyczny i powodowaé
mutacje. Proces ten opiera si¢ na metabolizmie i eliminacji zwigz-
kéw genotoksycznych. Podatnos$¢ na nowotwory mozna zatem po-
strzega¢ jako wynik réznic w metabolizmie ksenobiotykéw, co jest
zwigzane z czynnoscig enzyméw metabolizujacych ksenobiotyki [9].
Ksenobiotyki przechodza zlozony proces detoksykacji dzieki enzy-
mom je metabolizujacym, dzieki czemu sg mniej toksyczne i prze-
ksztalcaja je w bardziej rozpuszczalne pochodne, ktére nastepnie
wydalane s3 z moczem. Istnieja dwie grupy enzyméw metabolizujg-
cych ksenobiotyki (EMK): enzymy fazy I i enzymy fazy II. Pierwsza
faza polega na usunieciu pierwotnego zwigzku i utlenieniu przez
cytochrom 450 (CYP P450). CYP aktywuja srodowiskowe czynniki
rakotworcze i zwiekszajg ich toksyczno$¢. Nastepnie enzymy fazy
11, takie jak transferazy glutationowe (GST) i N-acetylotransferazy
(NAT), sprzegaja je i zwiekszaja ich rozpuszczalnosé, co pozwala
ostatecznie wydali¢ wszystkie metabolity ksenobiotyku i zakon-
czy¢ proces detoksykacji [10]. W naszej pracy zbadali$my wptyw
wybranych polimorfizméw i ekspresji NAT1, NAT2 i CYP1AI na
modulacje ryzyka R]G. NAT sprzegaja wiele zwigzkéw azotowych,
takich jak aminy i amidy aromatyczne, hydrazyny i hydrazydy, a tak-
ze detoksykuja i aktywuja aminy aromatyczne, dzigki czemu biora
udzial w biotransformacji i usuwaniu wielu zanieczyszczen $ro-
dowiska i farmaceutykéw [11]. Udzial tych czynnikéw w procesie
karcynogenezy zostat potwierdzony w przypadku raka: piersi [12],
pecherza [13], pluc [14] i jelita grubego [15]. CYPIAI odpowiada
za metabolizm zanieczyszczen srodowiskowych, zwigzkéw fizjolo-
gicznych i lekéw. Bierze udzial w biotransformacji farmaceutykéw,

49
107
43
205

193

1 (ref) -
0,986 (0,615-1,581) 1
1,118 (0,637-1,962) 0,699

1 (ref) -
1,052 (0,801-1,382) 0,718

m.in. lekédw przeciwzapalnych, jest odpowiedzialny za metabolizo-
wanie réznych czynnikéw rakotwoérczych oraz lekéw przeciwno-
wotworowych. Rodzina CYP jest od dawna badana pod katem jej
roli w rozwoju i progresji nowotworu [16, 17]. Nasza praca opiera
sie na analizie: polimorfizméw rs72554606 genu NAT 1, polimorfi-
zmu rs1799930 genu NAT?2, polimorfizmu rs1799814 genu CYPIAI,
ekspresji tych gendw oraz ocenie przydatnosci takich badan jako
skutecznego testu wspierajacego diagnostyke i ocene ryzyka RJG.

MATERIALY | METODY

Pacjenci

Prébki krwi obwodowej i prébki tkanek pobrano od pacjentéw z po-
twierdzonym histopatologicznie RJG. Pacjenci byli hospitalizowa-
ni w Klinice Chirurgii Ogoélnej i Kolorektalnej WAM Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi. Sredni wiek badanych wynosit 67 (+ 9,7) lat.

Grupa kontrolna obejmowala osoby bez raka, dopasowane pod
wzgledem wieku i pici, poddawane zabiegom medycznym w tym
samym szpitalu. Sredni wiek wynosit 58 (+ 7,1) lat. Kryteriami wy-
kluczenia byl wywiad rodzinny w kierunku raka i wczesniejsze roz-
poznanie raka dowolnego typu.

Krew pobrano od 220 pacjentéw (131 mezczyzn i 89 kobiet) oraz 207
0s6b z grupy kontrolnej (98 kobiet i 109 mezczyzn). Prébki tkanek
pobrano od 37 pacjentéw i 24 0séb z grupy kontrolne;j.

Badanie zostalo zatwierdzone przez Komisje Bioetyczng Uniwer-
sytetu Medycznego w Lodzi, a kazdy pacjent wyrazil pisemnag zgo-
de na udziat w nim.

IzolacjaDNAiRNA

Genomowy DNA wyizolowano z prébek krwi za pomoca zestawu
QIAamp DNA Blood Mini Kit do izolacji DNA o duzej masie cza-
steczkowej (Qiagen, Chatsworth, CA, USA). RNA wyizolowano
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Tab. I11. Rozktad genotypdw, czestosci alleli i analiza ilorazu szans (OR) dla polimorfizmu rs1799814 genu CYP1A1 u pacjentéw z RJG i w grupie kontrolnej.

GG 4
GA 159
AA 1
241
A 181

*rozktad genotypéw w réwnowadze Hardy'ego-Weinberga, X? = 0,336

72 1 (ref) -
91 2,859 (1,814-4,507) <,0001
38 0,474 (0,219-1,022) 0,054
235 1 (ref) -
167 1,057 (0,802-1,394) 0,699
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Ryc. 1. Ekspresja genéw NAT1, NAT2 i CYP1A1 w grupie kontrolnej i wirdd pacjentéw z R)G okreslona metodg PCR w czasie rzeczywistym.

z tkanek przy uzyciu dostepnego w handlu zestawu GeneElute Mam-
malian Total RNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich), zgodnie z dostar-
czony instrukgja.

Genotypowanie

Genotypowanie wykonano przy uzyciu sond TagMan w oparciu
o analize produktéw reakcji PCR w czasie rzeczywistym. Reakcja zo-
stala przeprowadzona zgodnie z podrecznikiem technologii TagMan.

W czasie analizy zmieszano 100 ng genomowego DNA, TagMan®
Genotyping Master Mix (Applied Biosystems™) i sondy TagMan
specyficzne dla badanego polimorfizmu, a nastepnie mieszani-
ne poddano reakcji PCR przeprowadzonej w urzadzeniu Agilent
Stratagene (model Mx3005P) w nastepujacych warunkach: 95°C
przez 10 min. wstepnej denaturacji, nastepnie 55 cykli z 92°C
przez 15 s i 60°C przez 1 min.
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Reakcja odwrotnej transkryptazy

W celu zsyntetyzowania jednoniciowego cDNA wykorzysta-
no High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit wraz z 10 pl
uprzednio wyizolowanego RNA.

PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR)

W celu analizy ekspresji genéw przeprowadzono reakcje PCR w cza-
sie rzeczywistym z wykorzystaniem testéw ekspresji genéw TagMan
i TagMan Universal Master Mix firmy Applied Biosystems oraz CFX96
Touch Real-Time PCR (BioRad). Poziomy badanych genéw znormali-
zowano wzgledem GAPDH dla kazdej prébki i poréwnano z warto-
$ciami uzyskanymi dla probki jadra uzytej jako kontrola pozytywna.
Prdbce jadra uzytej jako kontrola pozytywna przypisano arbitralna
warto$¢ 100. Prog wartosci AACt <10 zostal arbitralnie przyjety jako
wynik ujemny.

WWW.PPCH.PL
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Analiza statystyczna

Liczbe otrzymanych genotypdw poréwnano z wartoscig oczekiwang
zgodnie z prawem Hardy'ego-Weinberga. Istotnos¢ réznic miedzy
czestoscia alleli i genotypami dla poszczeg6lnych grup oceniano za
pomoca testu x2. Ryzyko wystapienia zdarzenia oceniano za po-
mocg analizy regresji wieloczynnikowej (iloraz szans, OR) z odpo-
wiednim przedziatem ufnosci (CI 95% — przedzial ufnosci 95%).

Istotno$¢ réznic w ekspresji genéw u os6b z grupy kontrolnej i pa-
cjent6éw z RJG oceniano testem U Manna-Whitneya. Kryterium
istotno$ci statystycznej ustalono na poziomie p < 0,05.

WYNIKI

Genotypowanie

Analiza rozkladu genotypow, czestosci alleli oraz analiza ilorazu
szans dla polimorfizmu rs72554606 genu NAT1 wykazala, ze ge-
notyp GC zwigksza ryzyko wystapienia RJG (OR 2,1173; CI1 95%
1,323-3,389; p = 0,002), jak pokazano w Tab. I. Nie stwierdzono
zwiazku dla polimorfizmu rs1799930 genu NAT2. Podobnie jak
w przypadku CYP1A1I, badanie rs1799814 wykazato zwiekszo-
ne ryzyko RJG w przypadku genotypu GA (OR 2,859; CI 95%
1,814-4,507; p < 0,0001, Tab. III.).

Ekspresja genéw

Ocena ekspresji NAT1, NAT2 i CYPIAI u pacjentéw z rozpo-
znanym RJG wskazuje, ze poziom mRNA NAT1I jest znaczaco
nizszy u pacjentéw niz u oséb zdrowych. Nie zaobserwowano
zmian dla NAT?2, natomiast dla CYPIA1 poziom byl obnizony,
ale w sposéb nieistotny statystycznie. Wyniki dla wszystkich
testowanych genéw przedstawiono na Ryc. 1.

DYSKUS]A

Metabolizm ksenobiotykdw jest niezwykle waznym aspektem strate-
gii radzenia sobie organizmu ze zwiazkami pochodzenia zewnetrzne-
go. Od jego efektywnosci moze zaleze¢ zachowanie homeostazy oraz
ciaglosci i spojnosci materiatu genetycznego. R6znice w skuteczno-
$ci tych mechanizméw, wynikajgce z polimorfizmu genéw, od dawna
byly przedmiotem badan pod katem ich wplywu na zachorowalnos¢
na nowotwory zlogliwe [18—20]. Ich wydajno$¢ moze by¢ jednak row-
niez pochodna profilu ekspresji gendw, dlatego coraz wiecej badan
koncentruje sie na badaniu tego aspektu [21, 22]. W naszej pracy
zbadali$my wybrane polimorfizmy genéw NAT1, NAT2 i CYPIA1
pod katem ich wptywu na modulacje ryzyka RJG i stwierdzilismy, ze
genotyp GC polimorfizmu NATI rs72554606 moze zwigkszad ryzy-
ko rozwoju raka. Nie ma doniesien o roli tego polimorfizmu w RJG,
ale jak dotad zostat on zidentyfikowany jako czynnik ryzyka raka pe-
cherza moczowego w populacji libariskiej [23]. Jest to jednak kolejny
z serii polimorfizméw NAT1 cisle zwiazanych ze zwiekszonym ry-
zykiem R]G, zwlaszcza z narazeniem na dym tytoniowy i wysokim
spozyciem miesa [24, 25]. NAT1 jest waznym czynnikiem w usu-
waniu ksenobiotykéw z ustroju; gdy jego wydajnosc jest zmniejszo-
na, naraza to caly organizm na zwiekszona ekspozycje na czynniki
kancerogenne, ktérych gléwnym Zrédlem moze by¢ dym tytoniowy
oraz nadmierne spozycie czerwonego miesa [26]. W przypadku genu
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rs1799930 NAT2 nie znalezli$my zwiazku ze zwigkszonym ryzykiem
RJG. Réwniez nie ma doniesien o roli tego polimorfizmu w rozwo-
juRJG, ale istnieja podejrzenia co do jego wplywu na zdolnos¢ rege-
neracyjng watroby [27] i udzialu w patogenezie raka ptuca [28]. Dla
genu rs1799814 CYP1A1, podobnie jak w przypadku NAT1, analiza
wykazala, ze genotyp GA moze zwiekszac ryzyko RJG. Chociaz nie
ma doniesien o roli tego polimorfizmu w RJG, do tej pory wigzano go
z: gruczolakorakiem zatoki sitowej typu jelitowego [29], rakiem pluc
[30, 31] i rakiem pecherza moczowego [32]. Odrebnym zagadnie-
niem pozostaje ekspresja badanych genéw. O ile polimorfizmy beda
przede wszystkim wplywac na aktywnos¢ bialek poprzez modyfikacje
ich struktury, o tyle zmiany w profilu ekspresji beda oznacza¢ gléw-
nie modyfikacje ilosciowe. Nie wyklucza to jednak zwigzku miedzy
tymi zdarzeniami, poniewaz moga one zachodzi¢ jednoczesnie i ze
soba oddziatywac [33, 34]. NAT1 jest badany jako potencjalny czyn-
nik prognostyczny — jego niedobé6r moze prawdopodobnie powodo-
wac niewystarczajaca skuteczno$¢ w metabolizowaniu potencjalnie
rakotworczych zwiazkéw, prowadzac do ich akumulacji i uszkodze-
nia DNA. W trakcie naszych badarn obserwowalismy istotnie nizszy
poziom ekspresji NAT1 u chorych na RJG niz w grupie kontrolnej,
ajego niedostateczng ekspresje obserwowano juz w réznych typach
nowotwordéw, zwlaszcza w raku piersi [35], natomiast Cai i wsp. do-
nosili, ze w RJG podwyzszony poziom NAT1 hamuje proliferacje ko-
morek nowotworowych poprzez modulacje PI3K/Akt/mTOR [36].
Nalezy jednak zwréci¢ uwage na czynniki modulujace poziom NAT1,
poniewaz oprécz czynnikéw genetycznych moga wystapi¢ czynni-
ki $rodowiskowe, takie jak zwiekszone spozycie czosnku, wskazane
przez Chunga i wsp. dla linii komérkowych RJG [37]. Nie znalezli-
$my dowoddéw na réznice w ekspresji genu NIL2 u pacjentéw z RJG
w poréwnaniu z grupa kontrolna, co wydaje sie potwierdza¢ doniesie-
nia, ze NIL1 i NIL2 majg niezalezne $ciezki aktywacji i r6zne mecha-
nizmy dzialania; chociaz ich funkcja jest podobna, istnieja wyrazne
réznice w ich dziataniu [38]. W odniesieniu do CYPIA1 nasze bada-
nie nie wykazato réznicy w jego ekspresji u pacjentéw z RJG. Zmia-
ny w ekspresji tego genu s3 uznanym czynnikiem prognostycznym
ryzyka nowotworéw [39], zwlaszcza raka pluca [40]. Istnieja réwniez
doniesienia o jego zmienionej ekspresji w R]G, jednak wskazuja one
na nadekspresje w tkankach nowotworowych [41]. Jak wspomniano
wczesniej, réznice w wynikach nalezy upatrywa¢ w czynnikach sro-
dowiskowych, ktére moga powodowac¢ zmiennos¢ miedzypopulacyj-
na i w konsekwencji prowadzi¢ do réznych, a czasem nawet sprzecz-
nych wynikéw badan.

WNIOSKI

Podsumowujac, proponujemy uwzglednienie polimorfizméw
rs72554606 i rs1799814 odpowiednio dla NAT1 i CYP1A1 jako
czynnikéw prognostycznych w diagnostyce RJG. Ponadto uwa-
zamy, ze obnizony poziom ekspresji NATI moze przyczyniac
sie do zwiekszonego ryzyka RJG, co moze réwniez stuzy¢ jako
uzyteczne narzedzie diagnostyczne, ale powinno by¢ takze roz-
wazane jako mozliwe podejscie terapeutyczne. Dalsze badania
w tym obszarze sg niezbedne, aby w pelni zrozumie¢ role bada-
nych czynnikéw w patogenezie i progresji RJG.

FINANSOWANIE
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