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Podstawy teoretyczne:

Rak jelita grubego (RJG) jest jedng z wiodgcych choréb nowotworowych w krajach
zindustrializowanych, ktérg cechuje wysoki poziom $miertelnosci. Zdecydowana wiekszo$¢ RIG (>60%)
to tzw. przypadki sporadyczne, o charakterze niedziedzicznym. Komérki nowotworu jelita wykazujg
najczesciej fenotyp niestabilnosci chromosomowej (CIN, ang. chromosomal instability), ktéra objawia
sie zmianami w strukturze chromosomow, poliploidig, aneuploidig czy utratg heterozygotycznosci.
Ekspozycja na czynniki Srodowiskowe, tj. promieniowanie jonizujgce, palenie tytodniu czy niewtasciwa
dieta, sprzyja powstawawaniu wielu typéw uszkodzeri DNA. Sposréd nich najwieksze zagrozenie dla
stabilnosci genomu stanowig peknigcia dwunicowe DNA (DSB, ang. doulbe stranded breaks). W celu
obrony przed negatywnymi skutkami DSB komérki w toku ewolucji wyksztatcity dwa wzajemnie
kompensujace sie mechanizmy naprawcze, tj. rekombinacje homologiczng (HRR, ang. homologous
recombination) oraz taczenie niehomologicznych koricdw (NHEJ, ang. non-homologous end joining).
Niefektywne funkcjonowanie ktérego$ z nich moze sprzyja¢ akumulowaniu sie mutacji, ktére w
krytycznym momencie uruchomig proces kancerogenezy. Zmiennosci osobnicze genéw powoduja, iz
jedna czesé¢ populacji moze by¢ bardziej podatna na nowotwor od innej. Powszechnie rozwazanym
czynnikiem, ktéry moze modulowac interakcje gen - srodowisko w kontekscie nowotworzenia sg
polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP, ang. single nucleotide polymorphism), szczegélnie te
obecne w tak kluczowych mechanizmach, jak naprawa DNA. Wsréd gendw HRR do wiodgcych zalicza
sie gen RAD51 kodujgcy rekombinaze odpowiadajaca za odszukiwanie obszaru homologii oraz XRCC3
kodujgcy biatko pomocnicze dla RAD51. W przypadku genéw NHEJ, wsrdd kluczowych wymienia sie
XRCC6 kodujacy biatko KU70, ktére uczestniczy w zblizaniu wolnych koricow uszkodzenia, a takze gen
XRCC4 kodujacy biatko pomocnicze dla ligazy katalizujgcej wigzanie zerwanych nici. Wyzej wspomniane
geny sg bogate w SNP, ktérych warianty moga wptywac¢ na ryzyko RIG.

Cele:

Pierwszym celem byta ocena zwigzku pomiedzy rozktadem genotypéw oraz czestosci
wystepowania alleli a ryzykiem rozwoju lub progresji RIG w polimorfizmach genéw zwiazanych z HRR
135G/C (rs1801320), 172G/T (rs1801321), -4791A/T (rs2619679); -4601A/G (rs5030789) genu RAD51;
241Thr/Met (rs861539) genu XRCC3. oraz NHEJ -991T/C (rs5751129) genu XRCC6, -1394G/T
(rs6869366) genu XRCC4.

Drugim celem byta ocena efektu fenotypowego dla polimorfizméw znajdujgcych sie w
regionach promotorowych gendw.

Kolejng podjetg kwestig byta ocena réznic w efektywnosci naprawy przez HRR i NHEJ
u pacjentéw z RJG oraz oséb bez raka z grupy kontrolnej, a takze w liniach komdrkowych RIG i
prawidtowego epitelium jelita.



Ostatnig kwestig byta ocena uzyskanych wynikéw w kontekscie przydatnosci w diagnostyce i
prewencji raka jelita grubego.

Materiaty i metody:

Do oznaczania genotypéw zaangazowano 200 os6b z histopatologicznie potwierdzonym
rakiem jelita grubego oraz 200 osdb stanowiacych grupe kontrolng, dopasowang pod wzgledem ptci i
wieku. DNA zostafo wyizolowane z limfocytéw krwi obwodowej. Z kazdej z grup wybrano po 3 osoby
do oceny efektywnosci naprawy NHEJ i HRR. W badaniach modelowych wykorzystano dostepne
komercyjnie komérki RJG linii HT-29, prawidtowe komorki epitelialne jelita linii CCD841 oraz fibroblasty
mysie MEF.

Do genotypowania wykorzystano metode RFLP-PCR oraz Real-Time PCR z uzyciem sond
TagMan. Oceny promotoréw poszczegélnych genéw dokonano przy uzyciu systemu reporterowego z
genem kodujgcym lucyferaze. W oznaczaniu aktywnos$ci NHEJ oraz HRR wykorzystano test TAK z
zastosowaniem pozachromosomalnego substratu dostarczanego do badanych komérek metoda
elektroporacji.

Wyniki:

Analiza statystyczna wykazata, iz nastepujgce genotypy oraz allele s3 zwigzane z podniesionym
ryzykiem RJG: allel T polimorfizmu 172G/T genu RAD51, allel A polimorfizmu -4601A/G genu RAD51,
genotyp T/G oraz allel G polimorfizmu-1394G/T genu XRCC4, genotyp T/C, C/C oraz allel C
polimorfizmu -991T/C genu XRCC6. Z kolei, wariant Thr/Met oraz allel Met polimorfizmu 241Thr/Met
genu XRCC3 s zwigzane z obnizonym ryzykiem RJG.

Analiza statystyczna kombinacji podwdjnych SNP wykazata zwiekszone ryzyko RIG dla
nastepujgcych wariantéw: GT/AA, GT/GG, TT/AG, GG/AG, TT/GG, GT/AA w kombinacji polimorfizméw
kolejno 172G/T oraz -4601A/G genu RAD51; TM/GT, TM/GG w kombinacji polimorfizméw 241Thr/Met
genu XRCC3 oraz 172G/T genu RAD51; TT/TC, TG/TC, TG/TT, TT/CC, TG/CC, GG/TC w kombinacji
polimorfizméw 1394G/T genu XRCC4 oraz -991T/C genu XRCC6.

Analiza zwigzku polimorfizmdw z ryzykiem progresji nie wykazata istotnych statystycznie réznic
w rozktadzie genotypdw i czestosci wystepowania alleli.

Ocena aktywnosci promotoréw wykazata, iz allel T polimorfizmu 172G/T obniza aktywno$é
promotora genu RAD51 w komdrkach prawidtowych CCD841. Podobnie wariant C polimorfizmu -
991T/C obniza aktywnos¢ promotora genu XRCC6 w komérkach prawidtowych epitelium jelita.

Poréwnanie efektywnosci naprawy NHEJ/HRR w limfocytach pobranych od pacjentéw i oséb z
grupy kontrolnej nie wykazato istotnych statystycznie réznic. Podobnie, Zadnych réznic nie
zaobserwowano pomiedzy liniami komoérek RJG oraz prawidtowych komérek epitelialnych jelita.

Whioski:
Polimorfizmy 172G/T i -4601A/G, genu RAD51, -1394G/T genu XRCC4 oraz

-991T/C genu XRCC6 s kandydatami, by zosta¢ markerami oceny ryzyka wystgpienia RIG. Ocena
efektywnosci naprawy NHEJ i HRR wymaga dalszych prac z zastosowaniem czulszych metod.
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