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STRESZCZENIE

Rak piersi jest najczesciej wystepujacym nowotworem zto§liwym wsréd kobiet w Polsce i na
$wiecie. Zachorowalno$¢ na ten typ nowotworu wzrosta dwukrotnie, w naszym kraju, w ciggu
ostatnich trzech dekad i stanowi 22% wszystkich zdiagnozowanych nowotworéw. Ilos¢ zgonow
powodowana tym typem nowotworu systematycznie spada od poczatku lat 90. ubieglego wieku i
obecnie stanowi ok 13% wszystkich zgonéw powodowanych choroba nowotworowa u kobiet.

Gléwnymi czynnikami ryzyka zachorowania na ten typ nowotworu sg wiek, otylosc¢, d}ugbéé
ekspozycji na estrogeny (np. stosowanie hormonalnej terapii zastgpczej, wezesna pierwsza miesigczka
i p6zne wejscie w okres menopauzy), bezdzietno$¢ oraz spozywanie alkoholu.

Ze wzgledu na szczegdlng rolg estrogendéw w etiologii raka piersi nowotwor ten zaliczany jest
do grupy nowotwor6éw estrogenozaleznych. Estron i 17-B-estradiol na skutek wigzania z receptorami
estrogenowymi alfa (ERa kodowany przez ERS1) i beta (ERP kodowany przez ESR2) inicjujg
aktywacje tych receptorow. W badaniach prowadzonych na liniach komoérkowych raka piersi
wykazano, ze receptory te pelnia antagonistyczne role na etapie inicjacji procesu nowotworowego.
ERa odpowiada za proliferacje i wzrost komoérek nowotworowych, natomiast ERB promuje apoptozeg i
hamuje ich wzrost.

Rola czynnikéw transkrypcyjnych jaka petnia ERa i ERp w komorce mozliwa jest dzigki
specyficznej budowie domeny wigzacej DNA. Aktywowane ligandem receptory ulegajg dimeryzacji, a
nastepnie za pomocg palcéw cynkowych wiaza si¢ z DNA w miejscu ERE (ang. estrogen response
element) inicjujgc tym samym proces transkrypcji genéw wybranych bialek.

Struktura palcéw cynkowych jest szczegoOlnie wrazliwa na dziatanie reaktywnych form tlenu
(RFT), ktére utleniajgc jony cynku niszcza trzeciorzgdows strukture biatka. W celu zapobiegania temu
niekorzystnemu zjawisku w kompleks biatkowy otaczajacy ERa wlgczone s3 enzymy
antyoksydacyjne takie jak cynkowo-miedziowa dysmutaza ponadtlenkowa (Zn/Cu-SOD, kodowana
przez gen SOD1) oraz reduktaza tioredoksyny (TrxR).




Zn/Cu-SOD katalizuje reakcje dysmutacji anionorodnika ponadtlenowego do nadtlenku
wodoru, natomiast TrxR wraz z tioredoksyng utrzymuje redukcyjne srodowisko w komdrce. Innym
istotnym enzymem antyoksydacyjnym, nie wchodzacym w struktur¢ kompleksu jest cytozolowa
peroksydaza glutationowa (GPx-1 kodowana przez gen GPX1), ktéra przeksztatca nadtlenek wodoru i
nadtlenki organiczne odpowiednio do wody i alkoholi, réwnoczesnie utleniajac zredukowany
glutation.

Zaburzenie réwnowagi pomiedzy iloscia generowanych RFT, a aktywnoscia enzyméw
antyoksydacyjnych powoduje powstawanie stresu oksydacyjnego. Zjawisko to jest powszechnie
wykorzystywane w terapii przeciwnowotworowej. Podawanie lekéw zwigkszajacych stezenie RFT w
komérkach nowotworowych prowadzi do licznych uszkodzen struktur komérkowych, co indukuje
proces apoptozy.

Obecno$¢ receptoréw estrogenowych jak i aktywnosé enzymoéw antyoksydacyjnych jest
istotna na etapie indukcji, rozwoju oraz w procesie leczenia nowotworu piersi. Profil ekspresji genow
tych bialek w réznym materiale biologicznym moze mie¢ istotne znaczenia w ocenie przebiegu
choroby i skutecznos$ci procesu leczenia.

Nie bez znaczenia wydaje si¢ réwniez wystepujacy wariant genetyczny ESRI. W licznych
badaniach wykazano, ze polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw wystepujace w genie tego
receptora mogg wplywac na zwiekszenie lub zmniejszenie ryzyka wystapienia raka piersi.

Gtéwnym celem rozprawy bylo okreslenie zwiazku pomigdzy receptorami estrogenowymi
alfa i beta a markerami stresu oksydacyjnego u kobiet z rakiem piersi, z uwzglgdnieniem dodatkowych
czynnikéw takich jak polimorfizm genetyczny receptora estrogenowego alfa i obraz kliniczny
choroby. Cel ten zostal zrealizowany poprzez oceng profilu ekspresji genow ESRI, ESR2, SODI i
GPXI w tkance guza i tkance prawidiowej pobranej srodoperacyjnie od pacjentek z rakiem piersi oraz
w leukocytach krwi obwodowej kobiet z rakiem piersi i kobiet zdrowych, a takze okreSleniem
wzajemnych zaleznosci pomiedzy ekspresja genéw ESRI i ESR2 a GPXI i SODI w badanym
materiale biologicznym. Ponadto okreslono zwigzek pomigdzy genotypem ERo a ryzykiem
zachorowania na raka piersi oraz jego wplyw na markery stresu oksydacyjnego w grupie kobiet z
rakiem piersi i grupie kontrolne;j.

Profil ekspresji genéw oznaczono technika Real-Time PCR z wykorzystaniem tkanki guza i
otaczajacej go tkanki prawidlowej pobranej od 37 pacjentek oraz leukocytow krwi obwodowe;j
pobranych od 67 kobiet rakiem piersi oraz 71 kobiet zdrowych. Polimorfizm genetyczny ESR! zostat
oznaczony z wykorzystaniem sond TagMan w leukocytach krwi obwodowej 223 kobiet z rakiem
piersi i 209 kobiet zdrowych. Ponadto u wszystkich kobiet oznaczono stezenie TBARS w osoczu i
aktywno$¢ GPx-1 i Zn/Cu-SOD w erytrocytach.

Wykazano znamiennie statystycznie nizsza ekspresj¢ genu ESRI i GPXI w tkance guza w
poréwnaniu do tkanki prawidlowej. W przypadku ekspresji genu ESRI réznica ta wynosita 12,8%,
natomiast dla genu GPXI1 6,9% (NRQ(ESRI) = 0,872; NRQ(GPX1)=0,971; p<0,05). Obnizeniem
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ekspresji genu ESRI charakteryzowaly si¢ wszystkie guzy bez wzgledu na typ histopatologiczny (typ
przewodowy: NRQ(ESR/)=0,921; typ inny niz przewodowy: NRQ(ESRI)=0,861; p<0,05), guzy o
wigkszej niz 2 cm S$rednicy (T2) (NRQ(ESRI)=0,907; p<0,05), o dodatnim statusie receptora
estrogenowego (ER+) (NRQ(ESRI)=0,934; p<0,05), o ujemnym statusie receptora progesteronowego
(PR-) (NRQ(ESRI)=0,793; p<0,05), guzy z prawidlowa ekspresja receptora HER2 (HER2-)
(NRQ(ESRI)=0,875; p<0,05) oraz guzy pacjentek u ktorych nie stwierdzono przerzutéw do weziow
chfonnych (N0O) (NRQ(ESRI)=0,890; p<0,05). Podobnie jak w przypadku genu ESRI obnizenie
ekspresji genu GPX1 dotyczylo tkanek guza bez wzgledy na typ histopatologiczny nowotworu (typ
przewodowy: NRQ(GPX1)=0,947; typ inny niz przewodowy: NRQ(GPX1)=0,860; p<0,05) oraz
guzow o $rednicy wiekszej niz 2 cm (NRQ(GPX1)=0,895; p<0,05). Ponadto ekspresja genu GPX]
byla znamiennie nizsza w guzie bez wzgledu na status receptor6w hormonalnych (ER+:
NRQ(GPX1)=0,897; ER-: NRQ(GPX1)=0,889; PR+: NRQ(GPX1)=0,893; PR-: NRQ(GPX1)=0,901;
p<0,05). Obnizenie to dotyczylo rowniez guzéw o prawidlowej ekspresji receptora HER2
(NRQ(GPX1)=0,901; p<0,05), oraz pacjentek u ktorych nie wystgpowaly przerzuty do weziow
chtonnych (NRQ(GPX1)=0,875; p<0,05).

Zaobserwowano rowniez istotna statystycznie korelacje pomig¢dzy ekspresjami genéw ESRI i
GPXI1 w tkance guza jak i tkance prawidlowej (Rs=0,360 oraz Rs=0,450; p<0,05) oraz ujemna
zalezno$¢ pomiedzy wartosciami ekspresji genéw ESRI i SODI w obu badanych tkankach (guz: Rs=-
0,389; prawidlowa: Rs=-0,362; p<0,05). Dodatnia korelacja charakteryzowata réwniez eksprésjc;
genéw GPX1 i SOD1 w tkance guza (Rs=0,436; p<0,05).

Na podstawie uzyskanych wynikow ekspresji genow ESRI, ESR2, SODI i GPXI w
leukocytach krwi obwodowej kobiet z rakiem piersi i kobiet zdrowych zaobserwowano, ze pacjentki z
rakiem piersi charakteryzowaly si¢ obnizona ekspresja genu ESRI oraz podwyzszong ekspresja genow
SOD1 i ESR2 w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ekspresja genu ESRI byla nizsza w grupie kobiet
chorych 0 9,3% (NRQ(ESRI)= 0,907; p<0,05), natomiast ekspresja genu ESR2 byla podwyzszona o
28,5% (NRQ(ESR2)= 1,285; p<0,05), a genu SODI o 2,5% (NRQ(SODI)= 1,025; p<0,05), w
poréwnaniu do ekspresji tych gendw w leukocytach kobiet zdrowych.

Dla obu badanych grup wykazano pozytywna znamienna korelacje liniowa pomigdzy
warto$ciami ekspresji wszystkich badanych genéw tzn. ESRI, ESR2, SODI i GPX1. W grupie kobiet z
rakiem piersi istotne statystycznie korelacje wynosily: ESRI/ESR2 Rs=0,3547, ESRI/GPXI
Rs=0,8905, ESRI/SODI Rs=0,9895, natomiast dla grupy referencyjnej: ESRI/ESR2 Rs=0,5743,
ESRI/GPXI Rs=0,6518, ESR1/SODI Rs=0,6495 (p<0,05 dla wszystkich korelacji). Ponadto w grupie
kobiet zdrowych zaobserwowano dodatnig zalezno$¢ pomig¢dzy stezeniem TBARS, a ekspresja genow
ESR2 (Rs=0,3436; p<0,05), GPXI (Rs=0,3612; p<0,05) i SODI (Rs=0,3653; p<0,05). Réwniez
aktywno$¢ GPx1 korelowala znamiennie z ekspresja genow ESRI (Rs=0,2556; p<0,05), ESR2
(Rs=0,3552; p<0,05), SODI (Rs=0,3175; p<0,05) i GPX1 (Rs=0,3472; p<0,05) w tej grupie. Stezenie




TBARS znamiennie korelowato z ekspresjg genu ESR2 (Rs=0,4126; p<0,05) oraz wykazano zwiagzek
pomiedzy aktywnoscig GPx-1 i aktywnoscia Zn/Cu-SOD (Rs=0,3975; p<0,05).

Ponadto stwierdzono znamienny statystycznie dodatni wplyw aktywnosci GPx-1 na stgzenie
TBARS w grupie kobiet zdrowych (B-coef= 0,278; p<0,05) oraz wptyw ekspresji genu ESRI i ESR2
oraz stezenia TBARS na ekspresje genéw enzymoéw antyoksydacyjnych GPXI i SODI (grupa badana:
ESR1/GPX1 B-coef= 0,989; ESR2/GPXI B-coef= 0,356; ESR1 + TBARS/GPXI B-coef= 0,991; ESR2
+ TBARS/GPXI B-coef= 0,506; ESRI/SODI B-coef= 0,908; ESR2/SODI B-coef= 0,388; ESRI +
TBARS/SODI B-coef= 0,910; ESR2 + TBARS/SOD! B-coef= 0,536; grupa kontrolna: ESRI/GPXI B-
coef= 0,642; ESR2/GPXI B-coef= 0,849; TBARS/GPXI B-coef= 0,388; ESR1 + TBARS/GPXI PB-
coef= 0,599; ESR2 + TBARS/GPXI B-coef= 0,815; ESR1/SODI B-coef= 0,650; ESR2/SOD1 B-coef=
0,901; TBARS/SODI B-coef= 0,390; ESRI + TBARS/SODI B-coef= 0,606; ESR2 + TBARS/SODI B-
coef=0,874; p<0,01)

Wykazano réwniez istotng statystycznie réznice rozkladu genotypéw ESRI rs3798577
pomiedzy grupa badang i grupa kontrolna: dla modelu recesywnego (grupa badana: ESRI TT-31,4% i
ESRI CT+CC- 68,6% vs grupa kontrolna: ESRI TT- 22,5% i ESRI CT+CC- 77,5%; p<0,05) oraz
znamienny statystycznie zwigzek pomigdzy zachorowaniem na raka piersi a wystepujacym
polimorfizmem ESRI rs3798577, przy czym zalezno$¢ ta dotyczyta modelu recesywnego rozktadu
genotypdw (OR=0,624; p=0,039).

Znamienng statystycznie réznice pomiedzy réznymi wariantami genetycznymi wykazano dla
stezenia TBARS w grupie kontrolnej: kobiety o wariancie genetycznym AG polimorfizmu ESRI
19340799 charakteryzowaly si¢ istotnie nizszym st¢zeniem TBARS w poréwnaniu do kobiet o
genotypie ESRI AA i ESRI GG (ESRI AG: 2,22 nmol/ml vs ESRI AA: 2,32 nmol/ml i ESRI GG: 2,32
nmol/ml; p=0,004). Réwniez nizsze st¢zenie TBARS wykazano w przypadku kobiet z rakiem piersi o
genotypie ESRI AG w poréwnaniu do pacjentek z genotypem ESRI GG (ESRI AG: 2,25 (1,80-2,84)
nmol/ml vs. ESRI GG: 2,69 (2,02-3,50) nmol/ml; p<0,05).

Znamienne statystycznie réznice pomigdzy grupa badang i grupa kontrolng o wariancie
genetycznym AA4 dla polimorfizmu ESRI rs9340799 i CT dla polimorfizmu ESRI rs3798577
obserwowano dla aktywnosci Zn/Cu-SOD. Aktywnos$¢ Zn/Cu-SOD byla istotnie wyzsza w grupie
badanej w poréwnaniu do grupy referencyjnej (ESRI rs9340799 - AA4: 6,613 (5,839-7,635) je/mg Hb
vs. 6,169 (5,456-6,875) je/mg Hb; p=0,017 oraz ESRI rs3798577- CT: 6,578 (5,702-7,438) je/mg Hb
vs. 6,299 (5,632-6,785) je/mg Hb; p=0,013).

Na podstawie otrzymanych wynikéw mozna sformutowaé nastepujace wnioski:

1. Istnieje silna zalezno$¢ pomigdzy ekspresja genow ESRI i ESR2 a ekspresjg genéw enzymow
oksydacyjnych GPX1 i SODI bez wzgledu na stan zdrowia kobiety.

2. Istnieje zalezno$¢ pomiedzy ekspresja gendw ESRI i GPXI zaréwno w tkance prawidlowe;j jak i
tkance guza kobiet z rakiem piersi, przy czym charakter tej zaleznosci jest zblizony w obu
tkankach.




3. Zmiany profilu ekspresji genéw ESRI, ESR2 i SOD1 widoczne sa w leukocytach krwi obwodowej
kobiet z rakiem piersi w poréwnaniu do kobiet zdrowych.

4. Obserwuje si¢ zwigzek pomigedzy polimorfizmem genetycznym ESRI rs3798577 a zachorowaniem
na raka piersi, przy czym w grupie badanej genotyp 77 wystepuje z istotnie wyzszg czgstoscig w
poréwnaniu z grupa odniesienia, co moze sugerowa¢ niekorzystna jego rolg w rozwoju raka piersi.

5. Posiadany wariant genetyczny polimorfizméw ESRI rs3798577 i rs9340799 nie ma wplywu na
aktywno$¢ GPx-1 i Zn/Cu-SOD oraz stezenie TBARS u kobiet z rakiem piersi oraz w grupie
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odniesienia.




