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Nosicielstwo mutacji w eksonie 6 genu NBS1
a ryzyko zachorowania na mieSniaki macicy

Dorota Czapczak!, Anna Markowska?, Magdalena Pigtkowskal,
Zbigniew Friebe?, Andrzej Polaszewski4, Magdalena Chechlifiska®,

Janina Markowska®, Anna Kluska!, [Jan Steffen)®

Cel pracy. Zespdl Nijmegen (nijmegen breakage syndrome — NBS) jest rzadkim schorzeniem genetycznym, zaliczanym
do grupy choréb zwiqzanych z nadmierng lamliwosciq chromosomow, uwarunkowanym homozygotycznymi mutacjami w
genie NBS1. Gen ten koduje nibryne¢ — biatko biorgce udzialt w naprawie podwdjnych peknie¢ DNA. U chorych na NBS
notuje si¢ wysokq czestos¢ zachorowarn na nowotwory, a heterozygotyczni nosiciele mutacji w genie NBSI1 sq obcigzeni
zwiekszonym ryzykiem zachorowania na nowotwory. Miesniaki macicy sq lagodnym rozrostem miesniowki. Ich czestsze
wystepowanie u krewnych pierwszego stopnia sugeruje podioze genetyczne tej choroby. Aberracje chromosomowe wystepujgce
w migsniakach macicy dotyczqg m.in. chromosomow 7 i 14, ulegajqcych aberracjom rowniez w zespole NBS. Celem badari
bylo okreslenie, czy nosicielstwo mutacji genu NBS1 wplywa na ryzyko rozwoju miesniakow macicy.

Material i metody. Material badawczy stanowily probki krwi od 570 chorych na miesniaki macicy oraz od
1 000 noworodkow pochodzqcych z woj. wielkopolskiego. Za pomocq DHPLC (denaturing high-performance liquid
chromatography) oraz sekwencjonowania oznaczano nosicielstwo mutacji 657del5, R215W, V210F i G224E w eksonie 6
genu NBS1. Czestosé mutacji genu NBSI analizowano testem 2 oraz testem Fishera.

Wyniki. Czestos¢ nosicielstwa badanych mutacji w eksonie 6 genu NBS1 w grupie chorych na miesniaki macicy wynosila
0,014, a w populacji kontrolnej 0,013. Mutacja R215W wyrdzniata si¢ ponad 3-krotnie czestszym wystgpowaniem w grupie
chorych na migsniaki niz w populacji ogolnej. Znalezione roznice nie wykazywaly znamiennosci statystycznej.

Wniosek. Nosicielstwo mutacji 657del5, R215W, V210F i G224E w eksonie 6 genu NBS1 nie ma istotnego zwigzku
z ryzykiem rozwoju miesniakow macicy.

Heterozygous germline mutations in the exon 6 of the NBS1 gene
and the risk of uterine myoma

Aim. Nijmegen breakage syndrome (NBS) is a rare autosomal recessive condition of chromosomal instability, caused by
mutations in the NBS1 gene. The NBS1 product, nibrin, is involved in double-strand break DNA repair. Patients with NBS
have high incidence rate of cancer. Heterozygotic carriers of NBSI mutations are at increased risk of developing cancer.
Uterine myomas are common, benign tumors of the smooth muscle cells of the myometrium. Uterine myomas are often
found in family members of the patient. These benign tumours have been linked with chromosomal abnormalities, including
chromosomes 7 and 14 affected in the NBS patients. We aimed to study the influence of heterozygous NBS1 mutations on
the risk of developing uterine myomas.

Material and methods. The heterozygous mutations in the exon 6 of the NBS1 gene, 657del5, R215W, V210F and
G224E, were assessed by DHPLC (denaturing high-performance liquid chromatography) and sequencing in 570 patients
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with uterine myomas and in the geographically matched population control group of 1000 blood samples from newborns.
The ? and Fisher tests were employed for the statistical analyses.

Results. The carrier frequencies in patients with myoma and in the control population were 0.014 and 0.013, respectively.
The R215W mutation was most frequent among myoma patients, and 3-times more frequent than in the control population.
However, none of the differences in frequencies reached statistical significance.

Conclusion. Mutations in the exon 6 of the NBS1 gene, 57del5, R215W, V210F and G224E, seem not to predispose to

uterine myoma.

Stowa kluczowe: mutacje NBS1, mi¢$niaki macicy
Key words: NBS1 gene mutations, uterine myoma

Wstep

Zespol Nijmegen (nijmegen breakage syndrome — NBS)
jest rzadkim schorzeniem genetycznym, dziedziczonym
w sposdb autosomalny recesywny, zaliczanym do grupy
chordb zwigzanych z nadmierng tamliwoscia chromo-
soméw [1]. Wystepowanie tego zespotu jest wynikiem
homozygotycznych mutacji w genie NBS! [2]. Chorzy na
NBS charakteryzuja si¢ zmianami fenotypowymi, m.in.:
malogtowiem, nietypowa budowg czaszki, pierwotnym
niedoborem wzrostu, a takze zaburzeniami odporno-
Sci, niestabilnoScia chromosomowa, nadwrazliwoscia
na promieniowanie jonizujace i cytostatyki o dziataniu
radiomimetycznym oraz zwig¢kszona zapadalnoScia na
nowotwory. Zachorowania na nowotwory, najcz¢sciej na
biataczki i chtoniaki, obserwuje si¢ u chorych na NBS
juz przed 21 r.z. [3, 4]. Terapi¢ przeciwnowotworows
komplikuje zwigkszona wrazliwo$¢ chorych na dziatanie
promieniowania jonizujacego i chemioterapeutyki, ktore
indukuja peknigcia podwojnej nici DNA [5]. Choroby
nowotworowe sg glowna przyczyng zgonéw chorych z ze-
spotem Nijmegen.

Ponad 90% chorych na NBS ma homozygotycznag
mutacje 657delS w genie NBS1, zwang mutacja stowian-
ska, poniewaz najwigcej chorych pochodzi z Europy
Srodkowo-Wschodniej. Gen NBS1 (inaczej: NBN od
ang. Nijmegen Breakage Nibrin), zlokalizowany w dfugim
ramieniu chromosomu 8, w locus 21.3 (8q21.3), koduje
nibryne — biatko wchodzace w sktad kompleksu bioracego
udzial w naprawie podwdjnych peknie¢ DNA, najbardziej
szkodliwych uszkodzen DNA, skutkujacych aberracjami
chromosomowymi i rearanzacjami chromosoméw, pro-
wadzacymi do Smierci komorki lub do transformacji
nowotworowej [6-8]. Naprawa podwojnych peknig¢ DNA
z udzialem nibryny zachodzi na drodze homologicznej
rekombinacji (HR — homologous recombination) lub nie-
homologicznego faczenia koncéw (NHEJ — non-homo-
logous end joining) [9, 10]. Nibryna odgrywa rowniez
role w normalnych procesach rekombinacji genetycznej
w uktfadzie odpornos$ciowym i w gonadach oraz w stabili-
zacji telomerdw i aktywacji genéw kontrolujacych apop-
toze i cykl komoérkowy [11, 12].

Recesywny charakter dziedziczenia zespoléw nie-
stabilnoSci chromosomowych nie wyklucza wystgpowa-
nia pewnych dysfunkcji w naprawie uszkodzonego DNA
i regulacji cyklu komorkowego u heterozygotycznych
nosicieli defektow genowych; dysfunkcje te moga pro-

wadzi¢ do karcynogenezy [13-15]. Heterozygotycznych
mutacji genu NBS1 poszukiwano poczatkowo wérdd cho-
rych na chloniaki i biataczki, poniewaz na te nowotwory
najczeSciej zapadali chorzy z zespotem Nijmegen i ich
krewni [3, 16-20]. Seemanova i wsp., na podstawie badan
rodzin chorych na zesp6t Nijmegen, wysungli hipotezg,
ze heterozygotyczni nosiciele nieznanej wowczas mutacji
maja w wieku dojrzalym podwyzszone ryzyko zachorowa-
nia na nowotwory zlo§liwe, zwlaszcza przewodu pokar-
mowego i narzadu rodnego [21]. Obserwowano wzrost
zachorowan na nowotwory wsrod heterozygotycznych
nosicieli mutacji 657del5, bedacych krewnymi chorych na
zespOl Nijmegen [21-23]. Dalsze badania wiasne i bada-
nia innych grup wykazaly, ze nosiciele mutacji 657del5 sa
obciazeni kilkakrotnie zwigkszonym ryzykiem zachoro-
wania na raka piersi, czerniaka, chioniaki nieziarnicze,
raka prostaty oraz ostrg biataczke limfoblastyczng (acute
lymphoblastic leukaemia — ALL), a nosiciele mutacji
R215W maja zwigkszone ryzyko zachorowania na raka
jelita grubego [24-28]. Steffen i Siwicki [13] zapropo-
nowali oszacowanie czestosci nosicielstwa mutacji genu
NBS1 wsrod chorych na nowotwory w réznych umiejsco-
wieniach i w populacji og6lne;j.

Analizujac fenotypy nosicielek mutacji genu NBS!
chorych na raka piersi i/lub jajnika, zwréciliSmy uwage na
czeste wystepowanie u tych chorych migsniakéw macicy.

Wsrdd chorych z zespotem Nijmegen nie notowano
zachorowan na mig$niaki macicy, jednak chorzy ci czgsto
umierajg w mlodym wieku, a mi¢Sniaki macicy wystepuja
gléwnie powyzej 30. roku zycia.

Migsniaki macicy, ktére sa monoklonalnymi nowo-
tworami, powstaja z miesni gladkich mioblastu lub Sciany
naczynia myometrium [29, 30]. Szacuje si¢, ze wystgpu-
ja one u okoto 20-30% kobiet powyzej 30 roku zycia.
Badania mig$niakoéw w rodzinach wskazaly na ich czest-
sze wystgpowanie u krewnych pierwszego stopnia [31].
W czeSci migSniakdw macicy, podobnie jak w przypadku
wielu innych zmian tagodnych, obserwuje si¢ aberracje
chromosomowe. Rearanzacje chromosomowe wystepu-
jace w mig$niakach macicy dotyczg chromosomow 7 i 14,
tak jak w zespole NBS, oraz chromosoméw 1, 2, 61 12
[32-36].

Celem naszych badan byto okreSlenie, czy nosiciel-
stwo mutacji genu NBSI wplywa na ryzyko rozwoju mig-
Sniakdw macicy.



Material

U chorych na mig$niaki macicy i w populacji kontrolnej, tj.
populacji Wielkopolski, poszukiwano najczestszej w Polsce,
zarodkowej mutacji 657del5, ktora wystepuje w eksonie 6 genu
NBSI. W tym samym eksonie oznaczano réwniez nast¢pujace
rzadkie mutacje: R215W, V210F i G224E.

Chore

Badaniami obj¢to 570 kobiet, u ktdrych zdiagnozowano mig-
$niaki macicy (wiek: 19-76 lat, mediana 45 lat) w Klinikach
Perinatologii i Choréb Kobiecych oraz Ginekologii Katedry
Ginekologii i Potoznictwa Uniwersytetu Medycznego w Pozna-
niu, w Oddziale Ginekologii Szpitala Wojewo6dzkiego w Pozna-
niu oraz w Oddziale Ginekologii Katedry Onkologii Uniwersy-
tetu Medycznego w Poznaniu. Chore nie byly selekcjonowane ze
wzgledu na typ, liczbe i wielko$¢ migSniakdw oraz wiek zacho-
rowania. Material do badan stanowily probki krwi w postaci
wysuszonych plam na bibutkach Guthriego. Wszystkie chore,
u ktérych wykonano badania genu NBS1, wyrazily na to pisem-
na zgode.

Populacja kontrolna

Badaniami obj¢to populacje wojewddztwa wielkopolskiego
(n=1000). Material do badan stanowily anonimowe probki
krwi noworodkéw, uzyskiwane w postaci wysuszonych plam na
bibutkach Guthriego, pozostate po obowiazkowych badaniach
populacyjnych ukierunkowanych na wykrywanie fenyloketonu-
rii. Liczbe probek w obrebie 19 powiatdow wojewodztwa wielko-
polskiego dobierano w proporcji do liczby urodzen.

Metody

Genomowe DNA izolowano z wysuszonych plam krwi na bibul-
kach Guthriego przy uzyciu zestawu ,,Genomic Mini AX kit”
(A&A Biotechnology, Gdansk, Poland). Do poszukiwania
mutacji genu NBSI zastosowano nast¢pujace techniki: denatu-
rujaca wysokocisnieniowa chromatografi¢ cieczowa (DHPLC
— denaturing high-performance liquid chromatography) oraz
sekwencjonowanie.

Genomowe DNA amplifikowano uzywajac nast¢pujacych
starterow:
F: 5-CAGATAGTCACTCCGTTTACAA-3’ n=22
R: 5-ATGAATAGGCCAGTTATCACAG-3’ n=22

Reakcje PCR prowadzono w termocyklerach Applied
Biosystems w nastepujacych warunkach: 94°C — 10 min. (94°C
- 30 sek, 58°C — 30 sek, 72°C — 30 sek) x35, 72°C — 7 min., 4°C
— oo. W wyniku reakcji powstawal produkt o diugosci 406 pz,
obejmujacy poza sekwencja eksonu 6 takze przylegajace
sekwencje intronowe. DHPLC wykonywano w aparacie firmy
Transgenomic Inc. Badane prébki (nieoczyszczony produkt
PCR) poddawano elucji w liniowym gradiencie acetonitrylu
(czynnik denaturujacy). Gradient acetonitrylu, temperaturg
i czas rozdziatu dobierano przy pomocy programu kompute-
rowego firmy Transgenomic Inc. Kazdg badang probke porow-
nywano z kontrola pozytywna i negatywna. Probki wykazujace
profil odmienny niz kontrola negatywna sekwencjonowano.

DNA zamplifikowane w reakcji PCR, po oczyszczeniu na
kolumnach Centricon-100 (Millipore), sekwencjonowano przy
pomocy zestawdéw BigDye®Terminator v3.1 Cycle (Applied
Biosystems). Sekwencjonowanie prowadzono w termocyklerach
Applied Biosystems w nast¢pujacych warunkach: 95°C — 2 min.,
(95° - 10 sek, 58°C — 5 sek, 60°C — 4 min.) x 28 cykli, 4°C — .
Produkty sekwencjonowania oczyszczano (octan sodu pH 4,8,
96% etanol; 1:25) i poddawano elektroforezie w 5% denatu-
rujacym zelu poliakrylamidowym (Panalytica). Elektroforeze

prowadzono w aparacie ABI Prism 377 (Applied Biosystems)
przy napigciu 2,4 kV — 6 godzin.

Analiza statystyczna

Do analizy czesto$ci mutacji genu NBS1 zastosowano testy: x>
i Fisher’a.

Wyniki i dyskusja

Przedmiotem badan byla czesto$¢ nosicielstwa heterozy-
gotycznych mutacji genu NBSI u chorych na mig$niaki
macicy na tle populacji ogdlnej tego samego regionu
geograficznego, tj. populacji Wielkopolski.

Tab. 1. Nosicielstwo mutacji w eksonie 6 genu NBS1I u chorych
na mie$niaki macicy
i w populacji wojewddztwa wielkopolskiego

Mutacja  Chore (%) Populacja (%) OR (95% CI) p
657del5  2/570(0,3)  10/1000 (1,0) 0,35 (0,08-1,58)  0,2586
R215W  4/570(0,7)  2/1000 (0,2) 3,50 (0,64-19,18)  0,2649
V210F 1/570 (0,2) ~ 1/1000 (0,1) 1,74 (0,11-27,93) 0,7360
G224E 1/570(0,2)  0/1000

Lacznie  8/570 (1,4)  13/1000 (1,3) 1,07 (0,44-2,60)  0,8760

W grupie 570 kobiet, u ktoérych zdiagnozowano
migdniaki macicy, wykryto tacznie 8 nosicielek mutacji
w eksonie 6 genu NBS1 (Tab. I). Chore, u ktérych wykry-
to mutacj¢ ,stowianska” 657del5, mialy rozpoznane
miesniaki w wieku 38 i 45 lat, chore z mutacjg R215W
— w wieku 29, 47, 48 i 53 lat, chora bedaca nosiciel-
ka mutacji V210F — w wieku 51 lat, a chora z mutacja
G224E — w wieku 35 lat.

Mutacja 657del5, zwana ,,mutacja stowianska” (ze
wzgledu na wysoka czestos¢ jej wystepowania w populacji
polskiej, czeskiej i ukrainiskiej), jest najczesciej wykry-
wang mutacjg genu NBSI u chorych z zespotem Nijme-
gen (ponad 90% przypadkéw), u chorych na nowotwory
zlo§liwe oraz w populacji ogélnej. W wyniku tej mutacji
dochodzi do przedwczesnej terminacji translacji i powsta-
nia bialka ,,kadtubowego” p.fsX234. W badaniach in vitro
w komorkach od chorych z zespotem NBS stwierdzono
obecnos$¢ dwoch nieprawidtowych biatek, z ktdrych jedno
wystepuje zarowno w komorkach od chorych z zespolem
NBS, jak rowniez w komdrkach heterozygotycznych nosi-
cieli mutacji 657delS [37].

Mutacja punktowa R215W (ok. 1% chorych na
NBS), zostala po raz pierwszy opisana przez Varon
i wsp., ktorzy znaleZli ja u chorego na ALL [18]. Mutacja
R215W przez diugi czas byla okreslana jako zmiana poli-
morficzna. Seemanova i wsp. [38] zmienili ten poglad,
opisujac ci¢zka postac zespotu NBS u blizniat monozygo-
tycznych, u ktérych mutacje R215W/657delS wystepowaly
w uktadzie heterozygotycznym. Badania przeprowadzone
w Polsce, Niemczech, Czechach, Wielkiej Brytanii i Fin-
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landii wykazaly, Ze nosiciele mutacji maja podwyzszone
ryzyko zachorowania na raka jelita grubego, raka piersi,
NHL, biataczki i raka prostaty [18, 19, 24, 39].

Mutacja punktowa V210F prowadzi do zamiany
aminokwasu alifatycznego, obojetnego na aromatyczny.
Mutacji tej nie obserwowano u chorych z zespolem NBS,
zidentyfikowano ja u Niemca chorego na ostra biataczke
limfoblastyczna [18], u Amerykanina chorego na chto-
niaka nieziarniczego [16] oraz u chorych na czerniaka
w populacji niemieckiej [40]. W populacji polskiej muta-
cje te znaleziono u chorej na raka piersi [26] oraz u cho-
rych na ALL [41].

Mutacja G224E zostala przez nas wykryta w bada-
niach nosicielstwa mutacji w eksonie 6 genu NBS!I u cho-
rych na nowotwory zto§liwe (dane nieopublikowane). Ze
wzgledu na lokalizacje tej zmiany w obrebie domeny
BRCT II nibryny przypuszczamy, ze zamiana aminokwa-
su obojetnego na kwasny wplywa na konformacje biatka
i mutacja ta moze by¢ patogenna.

W reprezentatywnej grupie populacji wojewodztwa
wielkopolskiego (n=1 000) wykryto Iacznie 13 nosicieli
mutacji w eksonie 6 genu NBSI. Najliczniejsza grupg
stanowili nosiciele mutacji 657delS, nie znaleziono nato-
miast zadnego nosiciela mutacji G224E.

Analiza czg¢stosci nosicielstwa mutacji genu NBS!
u kobiet chorych na mig$niaki macicy na tle populacji
ogolnej nie wykazata roznic znamiennych statystycznie
(Tab. I). Niska czesto§¢ mutacji nie pozwolita na poszu-
kiwanie zwigzku z wiekiem zachorowania. Zwraca jednak
uwage mutacja R215W, ktoéra wystgpuje ponad 3-krotnie
czedciej w grupie chorych na mig$niaki (czgsto§¢=0,007)
niz w populacji ogdlnej (czgstos¢=0,002).

Reasumujac, wydaje si¢, ze nosicielstwo mutacji
657del5, R215W, V210F lub G224E, zlokalizowanych
w eksonie 6 genu NBSI, nie wplywa na ryzyko rozwo-
ju migS$niakéw macicy. Nie mozna jednak wykluczy¢,
ze mutacje genu NBSI, a zwlaszcza R215W, zwigkszaja
ryzyko rozwoju mig$niakéw macicy okreSlonego typu.
Szczegoblnie interesujaca moglaby by¢ analiza nosiciel-
stwa mutacji w kontekscie niedost¢pnych w tym badaniu
wynikéw badan cytogenetycznych. Mozna bowiem przy-
puszczad, ze niektdre aberracje chromosomowe, opisywa-
ne w przypadku mig¢$niakOdw macicy, moga mie¢ zwigzek
z mutacjami zarodkowymi lub zmianami polimorficznymi
w genach odpowiedzialnych za naprawe podwdjnych pek-
ni¢¢ DNA.
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