Allélpolimorfizmusok, mint a kolorektalis és fej-
nyaki tumorok kialakulasanak és lefolyasanak

biomarkerei

Ph.D. értekezés tézisei

Dr. Csejtei Andras

Programvezeto: Dr. Ember Istvan

Temavezeto: Dr. Kiss Istvan

Pécsi Tudomanyegyetem
Altaldanos Orvostudomdnyi Kar

Orvosi Népegészségtani Intézet

Pecs, 2010



BEVEZETES:

A kolorektalis daganatok vilagszerte az egyik leggyakoribb daganatos halalokot képezik.
A WHO becslése szerint tobb, mint egy millio 1) kolorektalis daganatos megbetegedést
regisztralnak évente, melynek valamivel kevesebb, mint fele végzddik halallal a nyugati
orszagokban. A 100.00 fére es6é nyers halalozas Magyarorszagon 2007-ben férfiaknal 54,9,
noknél 40,9 volt (KSH, 2008) amellyel e daganattipus a hazai daganatos mortalitasi
ranglista méasodik (a tlidorak utan) helyén allt mindkét nem esetében.

A sporadikus kolorektalis daganatok kialakulasanak kiilsé kockézati tényezoéit (pl.
taplalkozasi tényezOk fizkiai inaktivitds, dohdnyzéas) ma mar meglehetdsen jol ismerjik. A
kiilsé rizikofaktorok hatasait kiilonb6zd genetikai tényezok befolyasoljak, a karcinogén
hatds mindig a kornyezeti és genetikai tényezOk kdlcsonhatasdnak lesz az eredménye.

A kolorektalis daganatoknal ilyen genetikai tényezok lehetnek a szervezetiinkbe juto
vegylileteket metabolizald enzimek allélpolimorfizmusai. A karcinogén anyagok tobbsége
ugyanis ugynevezett prokarcinogénként keriil szervezetiinkbe, majd a metabolizal6 enzimek
altal katalizalt atalakulas utan valik definitiv karcinogénné. A karcinogén expozicidé mellett
tehat metabolizald enzimjeink aktivitasa és a metabolizaldé folyamatok sebessége
daganatkialakulds kockazatat is. Metabolizalo enzimjeink dont6 tobbsége pedig genetikailag
polimorf, azaz tobbféle allélvariansa van, amelyek befolyasoljak az altaluk kodolt enzimek
aktivitasat.

A glutation-S-transzferaz (GST) enzimek a szervezetlinkbe jutott, aktiv karcinogén
vagyliletek detoxifikalasaért felelések. Funkciojuk a glutationnal valé konjugacid, amely
soran a szervezetben levd toxikus és karcinogén molekulak vizoldékonnyd és ezaltal
konnyen eltavolithatd metabolitokka alakulnak &t. Az enzimcsaldd legismertebb tagja a
glutation-S-transzferaz M1 (GSTMI1), melynek legfontosabb szubsztratjai a policiklusos
aromas szénhidrogének. Az enzimet kdédold gén fontos polimorfizmusa az ugynevezett 0/+
polimorfizmus. A 0 genotipus a GSTMI1 gén terlletén levé homozigota delécio
kovetkeztében jon létre, azaz a GSTM1 0 genotipusu egyéneknek nincs miikodoképes
GSTM1 enzimjiik. Hasonld inzercids/delécios polimorfizmusa létezik a GST enzimcsalad
egy masik tagjanak, a glutation-S-transzferaz T1 enzimnek. Mivel a GSTMI1 és GSTT1 null

genotipusi személyek nem rendelkeznek funkcidképes enzimmel, ezért Ok kisebb



mértékben képesek a szervezetlinkben levd aktiv karcinogéneket detoxifikalni, igy eme
elektrofil vegyiiletek DNS-adduktokat képezhetnek, és a daganat-kialakulas kockazata naluk
feltehetben magasabb lesz. A genotipus és a daganatrizikd kérdésének vizsgélatan til az
utobbi években tobben vizsgaltdk azt is, hogy a beteg genotipusa befolyasolja-e a mar
kialakult daganat biologiai sajatossagait, agresszivitdsat, a metasztazis-képzddést ¢és
mindazon faktorokat, melyek szerepet jatszanak a betegség prognozisanak alakitasdban.
Lehetnek-e a metabolizald enzimek allélpolimorfizmusai prognosztikus markerek?

A daganatok irdnti egyéni érzékenységet nem csupan a metabolizalo enzimek, hanem
szamos egyéb genetikai tényezd is befolyasolhatja, példaul tumorszuppresszor gének
allélpolimorfizmusai. A tumorszuppresszor gének a sejtproliferacié negativ szabalyozoi.
Jellegzetes képviseldjiik az egyik legintenzivebben tanulmanyozott human gén, a 17-es
kromoszoman elhelyezkedd p53 gén. Polimorfizmusai koziil a legjelentdsebbet a 4-es exon
teriiletén, a 72-es kodonban talaljuk, ahol egy guanin—-citozin szubsztiticid hatasara a
fehérje aminosavszerkezete is modosul. A fehérje kémiai-biokémiai tulajdonsagai kisebb
mértékben valtoznak. A két protein apoptozist indukalo képességében is kiilonbozik; az Arg
allél kinetikdja valamivel gyorsabb, hatékonyabban indukal apoptozist, mint a Pro allél. A
pS3 Arg/Pro polimorfizmusa nagy etnikai heterogenitast mutat, és feltételezések szerint

ugyancsak befolyasolhatja a vastag- és végbéldaganatok kialakulasdnak kockazatat.

Az utébbi évtizedekben a fej-nyaki daganatok okozta halalozasok szama egyre nd.
Hazankban a XX. szdzad masodik felében férfiaknal tizévente majdnem megduplazodtak a
fej-nyaki daganatos halalozasok. A vastagbéldaganatokhoz hasonloan a WHO haldlozasi
listajan az elsé helyen alltunk mind férfiak mind nék esetén az ajak- szdjiireg- és garat
daganatai kozt.

A fej-nyaki régidé daganatait tekintve az Ordkletes daganatok vagy daganatos
szindromak ritkdk, a betegség megjelenéséért szinte teljes mértékben az életviteliink felelds.
Legfébb befolyasolhatd kockazati tényezok a dohanyzéas és az alkoholfogyasztas. Mint
minden olyan betegség esetén, mely kialakulasaban a kdrnyezeti tényezok szerepe jelentds,
a fej-nyaki daganatok kialakuldsdban szintén fontos szerepe van az egyéni érzékenységnek,
amit viszont nagy mértékben genetikai tényezok hataroznak meg. A fej-nyaki daganatok
kockéazatat befolyasold genetikai faktorok kozé tartozhatnak tobbek kozott olyan gének

allélpolimorfizmusai, amelyek részt vesznek a DNS-ben keletkezett hibak kijavitasaban.



Az egyik ilyen gén, az X-ray repair cross complementing 1 (XRCCI1) gén a 19-es
kromoszoman helyezkedik el, szerepet jatszik az egyes szali lanctorések javitasdban €s a
baziskivagasos repairban, igy példaul részt vesz az ionizald sugarzasok és alkilalo szerek
altal okozott lanctorések javitasdban. Ilyen DNS-karosodasok keletkeznek még tipikusan az
endogén felszabadul6 oxidativ molekulék illetve szamos karcinogén anyag hatdsara is.

Az XRCCI génnek 5 polimorfizmusat irtdk le, melybdl harom esetben a kodolt
fehérje aminosav sorrendje is megvaltozik. Ez a harom allélpolimorfizmus a 194-es kodon,
a 280-as kodon és a 399-es kodon teriiletén talalhaté. A 194-es kodon esetében C-T
baziscsere révén arginin/triptofan (Arg/Trp), a 280-as kodon esetében G-A polimorfizmus
kapcsédn arginin/hisztidin (Arg/His), a 399-es kodon esetében pedig ugyancsak G-A
szubszitucid miatt arginin/glicin (Arg/Gln) mddosulds torténik a fehérjében. Az XRCCI
polimorfizmusainak pontos szerepe még nem tisztdzott, de az eddigi adatok arra utalnak,
hogy a megvaltozott aminosav sorrend befolyéassal van a fehérje funkciojara. Az Arg399GIn
polimorfizmus a poli(DNS-rib6z)polimeraz kotd domén teriiletére esik, €s valosziniileg a
Gln-allélt hordozok repair-kapacitasa valamivel gyengébb, mint az Arg allélt hordozoké.

Az XRCC1 mutéacidt hordozok sokkal érzékenyebbek az ionizald sugérzasokkal
szemben illetve gyakoribb testvérkromatida-kicseré¢lédést mutatnak, igy feltehetd, hogy a
polimorfizmusok kapcsan megvaltozott XRCC1 funkcio is 6sszefiiggésben allhat a daganat-
kialakulds fokozott kockéazataval. Az utobbi években ugyancsak felmeriilt, de még igen
kevéssé vizsgalt kérdés, hogy az XRCC1 allélpolimorfizmusok prognosztikus értékiiek-e a

fej-nyaki régié daganataiban szenvedd betegeknél..

CELKITUZESEK:

e A GSTMI és GSTT1 0/+ allélek megoszlasa kiilonbdzik-e kolorektalis daganatos
betegek ¢és egészséges kontrollok kozott (befolyasoljadk-e a GSTMI1 és Tl1

allélpolimorfizmusok a vastag- és végbéldaganatok kialakulasdnak kockazatat)?

e A p53 tumor szuppresszor gén 72-es kodon Arg/Pro allélek megoszlasa kiilonbozik-
e kolorektalis daganatos betegek ¢€s egészséges kontrollok kozott (befolyasolja-e a
pS3 72-es kodon Arg/Pro allélpolimorfizmusa vastag- és végbéldaganatok

kialakulasanak kockazatat)?



o Kiilonbozik-e egymastol az egyes GSTMI1, GSTTI illetve p53 alléleket hordozo
kolorektalis daganatos betegek atlagos tulélése (befolydsoljak-e a vizsgalt
allélpolimorfizmusok a kolorektélis daganatok prognézisat)? Kiilonbozik-e a vizsgalt
allélpolimorfizmusok hatdsa a kiilonb6zd stadiumban diagnosztizalt daganatok

esetén?

o Az XRCCI1 194-es és 399-es kodon és alléljeinek megoszlasa kiillonbozik-e fej-nyaki
daganatos betegek és egészséges kontrollok kozott (befolyasoljdk-e az XRCCI1

allélpolimorfizmusok a fej-nyaki daganatok kialakuldsdnak kockézatat)?

e Kiilonbozik-e egymastol a kiilonb6zé XRCC1 alléleket hordozo fej-nyaki daganatos
betegek atlagos tulélése (befolyasoljak-e a vizsgalt allélpolimorfizmusok a fej-nyaki
daganatok prognozisat)? Kiilonbozik-e a vizsgalt allélpolimorfizmusok hatdsa a

kiilonbozd stadiumban diagnosztizalt daganatok esetén?

ANYAGOK ES MODSZEREK:

A betegek kivalasztasa, klinikai hattér:

Vizsgalatunk els0 részéhez (vastag- ¢és végbéldaganatok) a Vas Megyei
Markusovszky Korhaz (Szombathely) kolorektalis daganatos beteganyagét és adatbazisat
hasznaltuk fel. A betegeket a Dukes kritériumok alapjan csoportositottuk, és a kiilonb6zo
Dukes szerinti stadiumokba sorolhaté betegeket kiilon-kiilon csoportokban vizsgaltuk. A
résztvevOk nem szerinti megoszldsa az alabbi volt: 127 férfi és 55 nd. A betegek atlag-
¢letkora 63,4 + 6,4 év volt. Szovettanilag valamennyi eset adenokarcindmanak bizonyult.

A fej-nyaki daganatban szenvedd paciensek anyagai ugyancsak a Vas Megyei
Markusovszky Korhaz Onkologiai €s Patologiai osztadlyanak archivumabol szarmaznak.
Szovettanilag planocelluléris karcindma az 6sszes vizsgalt anyag. A TNM statusz alapjan az
American Joint Committee on Cancer (AJCC) ajanldsait nyomon kovetve S 0-IV
stadiumokba soroltuk a pacienseket. Az Osszesen 189 paciens koziil 163 volt férfi, mig a
nok szdma 26 volt. A betegek atlagos életkora 57,6 £ 8,1 év volt. Az utdnkdvetés
tekintetében a dokumentalt idoszakon beliil a talélés id6t, valamint exitaltaknal a halal idejét

rogzitettiik.



A daganat-kialakulds kockazatara vonatkozo vizsgalatokhoz kontroll csoportként az
Osszehasonlitandd daganatos betegcsoporthoz képest kor- és nem szerinti Osszetételét
tekintve statisztikailag szignifikans kiilonbséget nem mutatd, nem daganatos személyeket
alkalmaztunk (182 személy a kolorektalis daganatos betegek kontrolljaként, illetve 189
személy a fej-nyaki daganatos betegcsoporthoz). Ezek a résztvevok egyrészt egészséges
onként vallalkozok, masrészt a korhaz mas osztalyain fekvd, nem daganatos betegek koziil

kerultek ki.

Genotipizalas:

A DNS izolalas paraffinos blokkokbol, deparaffindlds utdn, fenol-kloroformos
modszerrel  tortént. A genotipizalasokat polimeraz-lancreakcion (PCR) alapulo
modszerekkel végeztik. A p53 génnél allélspecifikus amplifikacid tortént, két csdben
parhuzamosan, ahol a 3’ primer mindkét csében ugyanaz volt, mas-mas 5° primerrel.

Amennyiben a primer nem teljesen komplementer a templattal, nem torténik amplifikacio.

3’ primer: GCAACTGACCGTGCAAGTCA és
5’ primerek, Arg varidns: ATGCCAGAGGCTGCTCCCCG,
Pro varians: ATGCCAGAGGCTGCTCCCCC.

A GSTM 1 és GSTTI1 gének esetében PCR reakciot végeztiink, amikor is csak abban az
esetben kaptunk terméket, ha a DNS templat jelen volt, vagyis a vizsgalt személy a +

genotipusba tartozott.

GSTMI1 gén: primerek: 5'-GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C-3',
3'-GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G-5'.
GSTT1 gén: primerek: 5-TT CCTTAC TGG TCC TCA CAT CTC-3',

3'-TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA-5'.
Az XRCC1 gén variansait restrikcios fragment hosszisdg-polimorfizmus (RFLP)
modszerével vizsgaltuk.
XRCC1 194-es kodon: primerek: 5'-GCC AGG GCC CCT CCT TCA A -3/,
3'-TAC CCT CAG ACCCAC GAGT-5".

A reakcidban 485 bp hossza termék képzddik, amit enzimatikus emésztésnek vetettiink ala
Pvull restrikcids endonukleazzal. Pvull hasitasi helyet csak a Trp varians tartalmaz, az

emésztés soran egy 396 bp és egy 89 bp hosszlisagu fragment keletkezik.



XRCC1 399-es kodon: primerek: 5-TTG TGC TTT CTC TGT GTC CA -3/,
3'-TCC TCC AGC CTT TTC TGA TA -5'.

615 bp hosszasagu termék képzddik, amit Mspl restrikciés endonukledzzal emésztettiink.
Az Mspl felismerési hely az Arg varianshoz kotott. Az inkubacidé utan 374 és 221 bp

hosszsagu fragment képzddik, mig a Gln allél Mspl hasitasi helyet nem tartalmaz.

Statisztikai modszerek:

Esélyhdnyadost (OR) és 95% megbizhatdsagi tartomdnyt (CI) az Epi Info for
Windows 3.5.1 (CDC, Atlanta) program segitségével szamoltunk. A prognosztikus
markerek vizsgalatdhoz a Kaplan-Meier féle tulélési gorbéket hasonlitottunk dssze, tumor
stadiumok szerint csoportositva a populacidt, a génstatusz tekintetében hasonlitottuk 6ssze a
tulélési gorbéket. A csoportok kozotti talélési kiilonbségek vizsgalatdt a log-rank és a
Wilcoxon tesztekkel végeztilkk. A gorbék rajzolasdhoz és a statisztikai paraméterek

szamitasdhoz ugyancsak az Epi Info for Windows programot hasznaltuk.

EREDMENYEK:

A p53, GSTM1 és GSTT1 polimorfizmusok osszefiiggése kolorektalis daganatok
kialakulasanak kockazataval:

Eset-kontroll vizsgalatunkban 182 kolorektalis daganatos beteget genotipizaltunk a
fenti génekre nézve, és az allélgyakorisagokat az ugyanekkora, nem daganatos betegekbdl
allo kontroll csoport allélgyakorisagaival vetettiik 6ssze (1. tablazat).

A 0 genotipus statisztikailag szignifikdnsan gyakoribb volt a kolorektalis daganatos
betegeknél (OR: 2,00; 95% CI: 1,29-3,10), vagyis eredményeink szerint a GSTMI1 0
genotipus valamelyest fokozza a vastag- és végbéldaganatok kialakulasanak kockazatat.

A GSTTI1 allélpolimorfizmusokat vizsgdlva a kiilonbség statisztikailag nem
szignifikans (OR: 1,57; 95% CI: 0,97-2,53), de megkdzeliti azt.

A p53 gén esetében az Arg/Arg homozigota allél eldfordulasi gyakorisdgat
hasonlitottuk Ossze az Arg/Pro heterozigdta és Pro/Pro homozigéta variansokkal.
Heterozigotak esetében statisztikailag szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk a beteg és a

kontroll csoport kozott (34,1% versus 23,1%, OR: 1,80; 95% CI: 1,10-2,94).



Esetek (n=182) Kontroll (n=182) OR, (95% CI)
GSTM1 + 70 (38,5 %) 101 (55,5%)
2900 (1q29'3q10)
GSTM1 0 112 (61,5 %) 81 (44,5%)
GSTT1 + 119 (65,4%) 136 (74,7%)
1,57 (0,97-2,53)
GSTT10 63 (34,6%) 46 (25,3%)
pS3 Arg/Arg 110 (60,4%) 134 (73,6%)
p53 Arg/Pro 62 (34,1%) 42 (23,1%) 1,80 (1,10-2,94)
p53 Pro/Pro 10 (5,5%) 6 (3,3%) 2,03 (0,64-7,00)
Pro-hordozok
(Arg/Pro + Pro/Pro) 72 (39,6) 48 (26,4) 1.83 (1.14-2.92)

I. tablazat: p53, GSTMI1 ¢és GSTT1 genotipusok eléfordulasa az eset- €és a kontroll-csoportnal

A Pro homo- és heterozigotdk egyiittes elemzése azt mutatja, hogy a Pro allél
jelenléte statisztikailag szignifikdnsan emeli a vastag- és végbéldaganatok kockézatat (OR:

1,83 95% CI: 1,14-2,92).

A p53, GSTM1 és GSTT1 polimorfizmusok osszefiiggése a kolorektalis daganatok
klinikai lefolyasaval:

Vizsgalatunknak az el6z0 ponttol fiiggetlen kérdése volt, hogy a tanulméanyozott
gének allélpolimorfizmusai birnak-e prognosztikus értékkel a daganatos betegek
szempontjabol.

Az utankovetést 45 honapig tudtuk folytatni. A betegek tulélése a log-rank teszt
alapjan statisztikailag szignifikans 0sszefliggést mutatott a betegség stddiumaval (log-rank:
89,59; sz.f.: 3; p: 0,00015)

A vizsgélatban résztvevd betegeket a p5S3 polimorfizmus alapjan két csoportra
osztottuk, Arg/Arg homozigétakra, és a Pro allélt hordozokra, és e két csoport talélési
gorbéit hasonlitottuk Ossze. Az Arg/Arg homozigotdk tulélési esélyei statisztikailag
szignifikdnsan jobbak, mint a Pro allélt hordoz6 résztvevoké (log-rank: 12,98; sz.f.: 1; p:
0,0003). Az 0Osszehasonlitast elvégeztiik a masik két polimorfizmus vonatkozasaban is

(GSTM1 ¢és GSTTI1). Mindkét metabolizalé enzim allélpolimorfizmusa befolyésolta a



kolorektalis daganatok prognézisat, a + genotipusba tartozok talélési esélyei jobbak voltak
(GSTM1: log-rank: 8,03; sz.f.: 1; p: 0,0046, GSTT1: log-rank: 6,29; sz.f.: 1; p: 0,0122).

A kovetkezOkben azt tisztaztuk, hogy az egyes allélpolimorfizmusok
prognoézist/talélést befolyasold hatdsa egyformdn érvényesiil-e a kiilonb6zd stadiumu
daganattal diagnosztizalt betegekben, vagy pedig a prognosztikus érték az egyes
stadiumokban eltérd lehet. Ehhez az elemzéshez betegeinket Dukes stadiumok szerint
csoportositva vizsgaltuk meg, hogy tapasztalhato-e dsszefiiggés a génstatusz és a ttlélési ido
kozott.

Az Arg/Arg homozigotak prognozisa az A, C, D stddiumban valamivel jobb, mint a
hetero- vagy homozigéta Pro genotipussal biroké, de igazan jelentds, és egyuttal
statisztikailag is szignifikdns kiilonbség csak a Dukes’ B stddiumban van. A statisztikai

analizis értékeit az II. tdblazatba foglaltuk.

Dukes stadium log-rank sz.f. p

A 1,77 1 0,1829
B 7,63 1 0,0057
C 3,03 1 0,0819
D 2,47 1 0,1162

I1. tablazat: Osszefiiggés a betegek tilélése és a p53 genotipusok kdzott (log-rank teszt)

Dukes stadium log-rank sz.f. p

A 1,31 1 0,2523
B 5,83 1 0.0157
C 2,81 1 0,094
D 2,39 1 0,1225

III. tablazat: Osszefiiggés a betegek tulélése és a GSTM1 genotipusok kdzott (log-rank teszt)



Dukes stadium log-rank sz.f. p

A 0,19 1 0,6642
B 6,66 1 0,0099
C 1,23 1 0,2674
D 0,25 1 0,6195

IV. tablazat: Osszefiiggés a betegek ttlélése és a GSTT1 genotipusok kozott (log-rank teszt)

A statisztikai értékelés eredményeit a GSTMI1 polimorfizmusra vonetkozoéan a III, a GSTT1
polimorfizmusra vonatkozo6an pedig a IV.tdblazat mutatja.

Amint a tdblazatokbdl is lathatd, mind a GSTM1, mind a GSTT1 polimorfizmus esetében is
csak a Dukes’ B stadiumban volt statisztikailag szignifikans kapcsolat a genotipus és a
betegek tulélése kozott. Kisebb mértéki, statisztikailag nem szignifikans hatas tapasztalhato
volt a tobbi Dukes’ stddiumban is, az A és D stddiumokban gyengébben, mig a C

stadiumban valamivel er6sebben.

Az XRCC1 allélpolimorfizmusok osszefiiggése a fej- nyaki daganatok kialakulasanak
kockazataval:

Az allélpolimorfizmusoknak a fej-nyaki daganatok rizikojara gyakorolt hatdsanak elemzése
hasonloképpen tortént, mint a kolorektalis daganatok esetében. Annak megitélésére, hogy a
vizsgalt polimorfizmusok befolyasoljak-e a fej-nyaki daganatok kialakuldsdnak kockazatat,
189 tumoros beteg allélmegoszldsait vetettilk 6ssze ugyanannyi daganatmentes kontroll
személy allélmegoszldsaival. Az eredményeket a V. tablazat mutatja.

Az XRCC1 194 polimorfizmusnal a Trp allél tehat mind homo- mind heterozigdta forméaban
ritkdbban volt jelen a daganatos csoportban, de ez nem érte el a statisztikai szignifikancia-
szintjét (OR: 0,54; 95% CI: 0,71-1,01).

Az XRCC1 399 polimorfizmus esetében a Gln allél statisztikailag szignifikdnsan (OR: 1,70;
95% CI: 1,11-2,61) gyakoribb volt a daganatos betegeknél, mint a kontrolloknal, vagyis

jelenléte a fej-nyaki daganatok kialakuldsanak kockazatat fokozza.
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Esetek (108) | Kontroll (102) OR, (95% CI)
Argl94Arg 169 (89,4%) 155 (82,0%)
Argl194Trp 18 (9,5%) 30 (15,9%) 0,55 (0,28-1,07)
Trp194Trp 2 (1,1%) 4 (2,1%) 0,46 (0,04-3,26)
Argl94Trp+
20 (10,6%) 34 (18,0%) 0,54 (0,71-1,01)
Trpl194Trp
Arg399A4rg 79 (41,8%) 104 (55,0%)
Arg399Gin 89 (47,1%) 71 (37,6%) 1,65 (1,05-2.59)
GIn399Gin 21 (11,1%) 14 (7,4%) 1,97 (0,89-4,40)
Arg399Gin+
110 (58,2%) 85 (44,9%) 1,70 (1.11-2.61)
GIn399Gin

V. tablazat: XRCC1 Argl94Trp ¢€s Arg399GIn genotipusok eléfordulésa az eset- €s a kontroll-

csoportnal.

Az XRCC1 polimorfizmusok osszefiiggése a fej- nyaki daganatok prognozisaval:

A tulélési gorbék és a statisztikai értékelés is megerdsiti a jol ismert Osszefliggést a
betegség stadiumanak ndvekedése €s a talélés csokkenése kozott. (log-rank: 103,76; sz.f.: 4;
p:0,00032).

A két vizsgalt XRCC1 polimorfizmus hatasat kiilon-kiilon vizsgalva azt kaputk, hogy
az Argl94Trp polimorfizmus statisztikailag szignifikansan befolyasolja a betegek tulélését,
az Arg/Arg homozigotak progndzisa rosszabb, mint a Trp alléllel rendelkezd betegeké (log-
rank: 6,37; sz.f.: 1; p:0,0116). Az Arg399GIn polimorfizmus esetében az Arg/Arg
homozigotak tulélési esélyei voltak jobbak de a kiilonbség nem bizonyult statisztikailag
szignifikansnak (log-rank: 3,52; sz.f.: 1; p:0,0606).

A tovéabbiakban az egyes allélpolimorfizmusok hatdsat stadiumonként elemeztiik. A
statisztikai elemzés eredményei a VI. és a VII. tdblazatokban lathaték. Mindkét
polimorfizmusnal statisztikailag szignifikdns hatast taldltunk az SIII alcsoportban, mig a

tobbi stddiumban a genotipusoknak nem volt szignifikans prognosztikus értéke.
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Stadium log-rank sz.f. p

I 0,07 1 0,7943
II 0,99 1 0,3211
I 3,92 1 0,0477
IVA 1,02 1 0,3117
IVB 1,85 1 0,1741

VL. tablazat. Osszefiiggés a betegek tulélése és az XRCC1 Argl94Trp genotipusok kozott (log-

rank teszt)

Stadium log-rank sz.f. p

I 0,04 1 0,8492
II 1,42 1 0,2341
II1 4,42 1 0,0355
IVA 2,05 1 0,152
IVB 0,24 1 0,626

VII. tablazat. Osszefiiggés a betegek tulélése és az XRCC1 Arg399GIn genotipusok kozott (log-

rank teszt)

MEGBESZELES:

Vizsgélatunk az alacsony penetranciaju genetikai tényezok csoportjabol célozta meg
néhany allélpolimorfizmus szerepének tisztazasat. A kolorektalis daganatok kialakulasanak
kockazatat feltehetéen befolydsolod tényezdk koziil a pS3 tumor szuppresszor gén 72-es
kodon Arg/Pro polimorfizmusat vizsgaltuk, illetve két II-es fazisi metabolizaldo enzim (a
GSTM1 ¢és a GSTT1) allélpolimorfizmusainak hatasat elemeztiikk. Eset-kontroll
vizsgalatunkban kolorektalis daganatos betegek allélmegoszlasait vetettik Ossze nem
daganatos kontroll személyek allélgyakorisdgaival. Eredményeink szerint a magyar
népességben a p53 Pro allél jelenléte statisztikailag szignifikdnsan fokozta a vastag- és

végbéldaganatok kialakuldsanak kockazatat (OR: 1,83; 95% CI: 1,14-2,92). Sajat
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eredményeink tehat azokat a vizsgalatokat tdmasztjak ald, amelyek Osszefliggést talaltak a
p53 72-es kodon polimorfizmusa ¢€s a kolorektalis daganatok kockazata kozott.
Eredményeink 6sszhangban vannak a kordbban mar emlitett kisérleti adatokkal, miszerint a
Pro wvariansi p53 fehérje apoptdzist indukdldé hatdsa valamivel gyengébb. Ennek
kovetkeztében kissé megndhet a valosziniisége annak, hogy karosodott DNS-allomanya
sejtek ,,megmenekiiljenek” az apoptozisbol, ¢€s esetleg daganat-kialakulds alapjat

képezhessék.

A két glutation-S-transzferaz polimorfizmusnal a 0 genotipus kockazatemeld hatasat
feltételeztiik, hiszen ez a detoxifikalo kapacitds csokkenésével jar. A GSTM1 0 genotipus
esetében statisztikailag szignifikdns rizikdemeld hatast talaltunk (OR: 2,00; 95% CI: 1,29-
3,10), mig a GSTT1 0 genotipusnal a hatds nem volt szignifikdns (OR: 1,57 95% CI: 0,97-
2,53), bar a 0 genotipus itt is gyakoribb volt a daganatos betegek kozott. A GSTMI
polimorfizmusra vonatkozd eredmények teljes mértékben megerdsitik a korabbi hasonlo,

mas magyarorszagi régioban végzett vizsgalat kovetkeztetéseit.

A fentiekkel elvi alapon megegyezd eset-kontroll vizsgalatot végeztiink fej-nyaki
daganatokndl az  XRCC1l  DNS-reparaciés gén két  allélpolimorfizmusanak
tanulmanyozasara. A rendelkezésre 4ll6 irodalmi adatok e polimorfizmusok tekintetében
sem voltak egyértelmiiek, tehat sziikségesnek tartottuk a magyar népességbdl szarmazd
mintan sajat vizsgalatot végezni. Statisztikailag szignifikdns (OR: 1,70; 95% CI: 1,11-2,61)
hatast az Arg399GIn polimorfizmusnal talaltunk, a ,high-risk” allél a Gln allél volt. Az
Argl94Trp polimorfizmusnal a Trp allél ritkabban fordult eld daganatos betegek kozott,
mint a kontroll csoportban, de a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikans (OR: 0,54;

95% CI: 0,71-1,01).

Az eddigi eredmények demonstraljak, hogy a daganatmegel6zésben figyelembe
lehet, s6t figyelembe kell venni a genetikai tényezoket is. Vizsgalatunkban 1,7-1,8-2-szeres
kockazatkiilonbségeket talaltunk a tanulmanyozott allélpolimorfizmusoknak betudhatéan. A
XXI. szazadban a primér prevencidnak is alkalmaznia kell a modern molekularis genetika
mobdszereit, €s ezek figyelembe vételével kell Uj stratégiakat kidolgoznia. Ebbe az iranyba

mutato 1épést tettiink meg vizsgalatunkkal.
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Mig az alacsony penetrancidju genetikai tényezOket — vagy mas megnevezéssel
egyéni érzékenységi tényezdket — kiilondsen az utobbi évtizedben nagyon sokan vizsgaltak
a daganat-kialakulds kockdzata szempontjabdl, prognosztikus faktorként joval kevesebb
adat all rendelkezésre. A GSTM1 és GSTT1 polimorfizmusok azért kindlnak jo lehetdséget
ezekre a vizsgdlatokra, mert a 0 és + genotipus kozott oOridsi kiilonbség van: az egyik

esetben van miikoddképes enzim, a masikban pedig nincs.

Sajat vizsgéalatunkban az allélpolimorfizmusok prognosztikus értékét az egyes
stadiumokban kiilon-kiilon is vizsgaltuk, és az eredmények azt mutatjak, hogy valdéban ez a
hatas stadiumspecifikus. Korhdzunk beteganyaga alapjan a prognosztikus érték Dukes’ B
stadiumban statisztikailag szignifikans, mindkét metabolizald enzim esetében. Ez gyakorlati
szempontbol azért figyelemre méltd, mert ezen betegeknél igen jelentds kiilonbség lehet az
egyes csoportok tulélése kozott: sajat vizsgalatunkban a Dukes’ B stddiuma GSTT1 0
genotipusu betegeknél a median talélés 21 honap volt (a GSTM1 esetén minddssze 20
hoénap), mig a + genotipusi csoportban még 45 honap mulva is a betegek tobb, mint fele
¢letben volt. A korai illetve a késdi stddiumban nem talaltunk jelentds kiilonbségeket, a
korai staddiumban a tulélések alapvetden jok (tobbé-kevésbé fiiggetleniil a vizsgalt
genotipusoktol), mig az elérehaladott fazisban levd betegeknél egyik genotipus sem jelentett
kivételt a meglehetdsen rossz prognozis €s rovid talélés alol. Sajat vizsgdlatunkban mindkét

metabolizalé enzimnél a + genotipus volt kedvezd prognosztikus jel.

Eredményeink hasonloak voltak a p53 allélpolimorfizmusnal is. Itt is a Dukes’ B
stadiumnal szamitott igazdn a p53 genotipus prognosztikus jelentdsége Eredményeink
szerint a Pro allélt hordozok prognodzisa volt rosszabb. Ez ellentétben all varakozéasainkkal,
mivel a Pro allél rendelkezik gyengébb apoptotikus hatdssal, vagyis az Arg/Arg homozigota
daganatsejtek feltehetden jobban reagdlnak a DNS-kérositason alapulo citosztatikus
terapidra. Tovabbi vizsgalatokat igényel az eredmények molekularis szintii magyarazata,
illetve a gyakorlat szempontjabol pedig érdekes lenne megvizsgalni, hogy a kiilonb6zo
kezelési sémdkban milyen eltérések vannak a p53 72-es kodon polimorfizmusanak

prognosztikus értékét illetden.

A fej-nyaki daganatokndl a DNS reparacios gének kozé tartoz6 XRCC1 gént
vizsgaltunk. Elméletileg itt is a gyengébb repair kapacitds lenne a kedvezd prognosztikus

jel, hiszen ezek a sejtek valdszinlileg érzékenyebbek a citosztatikus terdpiara. Az
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Arg399GIn polimorfizmus esetén mi is a Gln allél kedvezObb prognosztikus hatdsat

¢észleltiik az irodalommal egyezden, de nem az elérehaladott, hanam az S IlI-as stadiumban.

Prognozissal illetve taléléssel kapcsolatos vizsgéalataink talan legfontosabb
megallapitdsa, hogy az elemzett allélpolimorfizmusok prognosztikus értéke mind a
kolorektalis, mind a fej-nyaki daganatok esetén nem az eldrehaladott stadiumt betegeknél,
hanem a korai és az eldrehaladott stadiumok kozotti ,,atmeneti” csoportokban a
legmagasabb. Az irodalomban megjelent, amugy is kevés hasonlo jellegli vizsgalatban
feltehetéen azért van viszonylag kevés pozitiv eredmény, mert vagy stadium-csoportositas
nélkiil, a daganatos betegek Osszességére, vagy — és ez a gyakoribb — az elérehaladott
stadiumt betegekre koncentralva végezték azokat. Adataink szerint viszont elsdsorban a
Dukes’ B (kolorektalis) illetve az SIII (fej-nyaki) stddiumti daganatok esetén lenne igazan
fontos ezen allélpolimorfizmusok alkalmazésa fiiggetlen prognosztikus markerként. A fenti
tipusi  vizsgalatok a jovoben talan elvezetnek benniinket a pontosabb egyéni

rizikobecsléshez €s a valdban individualizalt terapidhoz.

SAJAT EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA:

e A GSTMI 0 genotipusii személyek vastag- és végbélrak kockdzata statisztikailag
szignifikdnsan magasabb, mint a GSTM1 + genotipusuaké (OR: 2,00; 95% CI: 1,29-
3,10), a GSTT1 esetén nem talaltunk szignifikans kiilonbséget.

e A p53 Pro allélt hordozé személyek kolorektélis daganatos kockazata szignifikansan

magasabb volt, mint az Arg/Arg homozigétaké (OR: 1,83 95% CI: 1,14-2,92).

e A p53 Pro allél nemcsak a daganatkialakulas kockéazatat fokozta, hanem kolorektalis
daganatos betegekben a kedvezdtlenebb prognézis markere volt. Az Arg/Arg
genotipusu betegek tulélése statisztikailg szignifikdnsan hosszabb volt, mint a Pro
allélt hordozoké (log-rank: 12,98; sz.f.: 1; p: 0,0003). A GSTMI1 ¢és a GSTT1 +
genotipusok ugyancsak szignifikansan kedvezd prognosztikus markereknek
bizonyultak (talélési idok Osszehasonlitdsaban: GSTMI1 log-rank: 8,03; sz.f.: 1; p:
0,0046, GSTTI1 log-rank: 6,29; sz.f.: 1; p: 0,0122). Mindhdrom genotipust vizsgéalva
a prognosztikus értékek a Dukes B stddiumban volt a legnagyobbak .
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e Fej-nyaki daganatok kockézatat vizsgalva, az XRCC1 194-es kodon polimorfizmusa
nem bizonyult szignifikdns kockézati tényezOnek, viszont a 399-es kodon
polimorfizmusanal a Gln allél jelenléte statisztikailag szignifikdnsan fokozta a

daganatkialakulas kockazatat (OR: 1,70; 95% CI: 1,11-2,61).

e A daganat progndzisa rosszabb — tehat az atlagos tulélés révidebb — volt, ha a
betegek az XRCC1 194-es kodon Arg/Arg genotipusba tartoztak (log-rank: 6,37,
sz.f.: 1; p:0,0116), mig a 399-es kodonnal az Gsszefliggés nem volt statisztikailag
szignifikans. A stddiumonkénti részletes elemzés azt mutatta, hogy az Argl94Trp
(p=0,0477) és az Arg399GIn (p=0,0355) polimorfizmusnal is a III. stddiumu
betegeknél volt szignifikans kiilonbség a tulélésben, a tobbi staddiumban a

prognosztikus érték nem volt statisztikailag szignifikans .
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INTRODUCTION:

Malignancies of the gastrointestinal tract are among the most frequent malignant
diseases in Hungary . Cancer of the colorectal region is the second most frequent cause of
death from malignant diseases. Traditional gastronomical habits which include fatty and
dietary fiber deficient foods and the popularity of meats preserved by smoke explain the
high prevalence of these diseases .

Head and neck cancer is a malignant disease of the upper aerodigestive tract (oral,
pharyngeal, and laryngeal regions); histologically it is commonly squamous cell carcinoma.
In 2006, 70,200 cases were registered in the European Union, which is 3.1% of the total
number of cancer cases. The number of fatalites caused by this type of cancer was 25,300 in
the same year. All together, cancer of the head and neck region is the third most common
cause of cancer death among men in Hungary. Unfortunately the incidence and mortality of
head and neck cancer shows an increasing tendency. In 1975, only 462 patients died from
head and neck cancer. This means that the mortality of this cancer has increased by 387 %

in the last thirty-two years in Hungary.

Metabolizing enzymes:

In our present study we aim to examine the relationship between certain allelic
polymorphisms and related cancer risk, and its influence on the survival of the patients. Our
area of interest is in two allelic polymorphisms of glutathione-S-transferases, the GSTM1
and GSTT1 metabolizing enzymes. Glutathione-S-transferases (GSTs) are involved in the
metabolism of endogenous and exogenous carcinogenic substances, such as environmental
carcinogens, reactive oxygen species and chemotherapeutic agents, by catalyzing reactions
between glutathione and electrophilic compounds and is an important means of cellular
protection against mutagenic factors. In humans, GST enzymes are divided into five
subclasses: alpha (o), mu (p), pi (n), theta (6) and zeta (£). GSTM1, belonging to the u class
is located on chromosome 1, while GSTTI1, belonging to the 0 class, is located on
chromosome 22. GSTMI products catalyze the conjugation of glutathione to epoxide
derivatives of polycyclic aromatic hydrocarbons, which are found in tobacco smoke and in

smoked meats in high concentration. GSTT1 products are involved in activation and
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detoxification reactions and catalyze the conjugation of industrial chemicals with
glutathione.

The null genotype of these genes (deletions of both paternal and maternal alleles)
causes the lack of GSTMI1 and GSTTI1 proteins which results in an increased risk of
development of certain types of cancers. Polymorphisms in GSTM1 and GSTT1 may
modify the risk of colorectal cancer, and may be important in determining an individual's

susceptibility to colorectal cancer.

P53 tumor suppressor gene:

Another target of our study was to investigate the influence of p53 on colon cancer.
P53 is a tumor-supressor gene that plays an important role in controlling cell cycle
regulation and inhibiting clonal expansion. P53 is one of most frequently mutated genes in
malignant diseases. Several polymorphisms have been registered in the p53 gene locus. One
of the most important polymorphisms of this area is in codon 72 of exon 4 coding for the
Arg (72Arg: CGC), or Pro (72Pro: CCC) variant. The Arg variant has been shown to induce
apoptosis with higher efficacy than the Pro variant. Several studies found a relationship

between p53 aberration and malignancies, including colon carcinoma.

XRCC1 (X-ray repair cross complementing) gene:

Carcinogenic metabolites of tobacco and alcohol cause direct DNA damage and, in
addition, produce oxidative stress which also contributes to the carcinogenic process.
Naturally, genetic susceptibility plays an important role in the development of malignant
disease. A multiplex mechanism protects against DNA lesions inside cells. Base damage
and single-strand breaks (SSBs) of DNA are the most frequent DNA lesions and they are
repaired through base excision repair (BER) mechanisms.

X-ray repair cross complementing 1 (XRCC1) protein plays an important role in the
BER pathway. The observation that XRCC1 deficiency in mice is lethal in the embryonic
stage supports the theory that the function of XRCCI is a key factor in DNA repair.

Mutations in the XRCCI1 gene are known to contribute to the development of human
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tumours. Based on data from the literature, two SNPs might be associated with the

development of malignant diseases: Arg194Trp in exon 6 and Arg399Gln in exon 10.

In our study, we tested the effect of allelic polymorphisms GSTM1, GSTT1 and p53
in colorectal cancer, and XRCC1 polymorphisms in head and neck cancer in the Hungarian
population.

These polymorphisms may be able to modify the risk of cancer development in

humans and might also have an effect on the clinical outcome of malignant diseases.

OBJECTIVES:

e To determine the distribution of GSTM1 and GSTT1 0/+ alleles among colorectal
cancer patients and healthy control individuals. (Effect of GSTM1 and TI1

polymorphisms on the risk of development of colorectal cancer.)

e To determine the distribution of Arg/Pro alleles in codon 72 of p53 suppressor gene
among colorectal cancer patients and healthy control individuals. (Effect of Arg/Pro

in codon 72 of p53 gene on the risk of development of colorectal cancer.)

e Is there any difference among the overall survivals of colorectal patients with
different allels of GSTM1, GSTT1 and p53 genes? (Do the examined polymorphisms
have any influence on the prognosis of colorectal tumors? ) Is there any difference in

the effect of these polymorphisms on the survival according to the stage of disease?

e To determine the distribution of different allels of codons 194 and 399 in XRCCl1
gene among head and neck cancer patients and healthy control individuals. (Effect of

XRCCI polymorphisms on the risk of development of head and neck cancer.)

e Is there any difference among the overall survivals of head and neck cancer patients
with different alleles of XRCC1 gene? (Do the above mentioned polymorphisms
have any influence on the prognosis of head and neck tumors? ) Is there any
difference in the effect of these polymorphisms on the survival according to the stage

of disease?
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MATERIAL AND METHODS:

Formalin-fixed, paraffin-embedded tissue samples were used for the first part of the
study. Samples were collected in the Markusovszky Hospital (Szombathely, Hungary). All
colorectal cancer cases were diagnosed as adenocarcinomas. 182 patients were enrolled in
our study (127males and 55 females; mean age 63.4 + 6.4 years). For tumor staging, Dukes’
classification was used: 50 tumor cases were Dukes’ A, 50 were Dukes’ B, 50 were Dukes’
C, and 32 Dukes’ D. All patients were followed up. Survival data were taken from the
oncological departments’ database.

A 2 ul DNA solution separated from paraffin embedded tissue blocks was used for

PCR. For amplification the following primers were used:

GSTT1: forward 5'-TT CCT TAC TGG TCC TCA CAT CTC-3',
reverse 5'-TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA-3

and GSTM1: forward 5'-GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C-3',
reverse 5'-GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G-3'.

P53 genotyping (codon 72, Arg/Pro polymorphism) was performed using 3’ primer:
GCAACTGACCGTGCAAGTCA and 5 primers for Arg variant
ATGCCAGAGGCTGCTCCCCG and for the Pro variant ATGCCAGAGGCTGCTCCCCC.
For the PCR reaction, PCR Master Mix (Promega, Woods Hollow, USA) was used,
according to the manufacturer’s instructions.

The results were compared with those obtained from age-and sex-matched healthy
controls.

189 patients participated in the head and neck cancer study. Sample collection,
pathological identification and collection of clinical variables were carried out at the
Markusowszky County Hospital Szombathely, Hungary. Men were overrepresented in the
population: samples originated from 163 men and only 26 women. The mean age+SD of
patients was 57.6+ 8.1 years. All patients had a history of smoking and all patients had a
histological diagnosis of squamous cell carcinoma. The samples were taken from
intraoperatively removed, formalin-fixed and paraffin-embedded blocks of tissue.

For staging of the patients, the American Joint Committee on Cancer (AJCC) criteria

were used. According to these criteria, 14 SI, 12 SII, 37 SIII, 32 SIVA and 13 SIVB stage
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patients were identified. Patients with head and neck cancer were followed up, with the
endpoint being either an interval of 60 months after diagnosis or on the death of the patient.
An age- and sex-matched healthy control group of 102 individuals was used to
compare the frequency of polymorphic variants in patients with those of a cancer-free
population.
For PCR reaction, 5 ul of DNA solution was used. For genotyping of XRCC1 a PCR
- based restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis was used.
Primer sequences for exon 6, Arg194Trp were:
5'- GCC AGG GCC CCT CCT TCA A -3"and
5'- TAC CCT CAG ACC CAC GAG T -3".
The primers for Arg399GlIn on exon 10 were:
5’-TGC TTT CTC TGT GTC CA -3’ and
5'-TCC AGC CTT TTC TGA TA -3°.
The amplification was performed in a 25 pl reaction volume, with Platinum PCR Supermix
(Invitrogen, Carlsbad, USA), according to the manufacturer's instructions.
The restriction enyzyme Pvull was used to distinguish the Arg194Trp polymorphism
and Mspl enzyme to distinguish the Arg399GIn polymorphism. The restriction products

were analyzed by electrophoresis on a 3% agarose gel containing ethidium bromide.

Additionally, we determined whether a subset of these polymorphisms was related to
the overall survival of the patients in the hope that genotypes could be used to predict
survival of patients with head and neck cancer. Kaplan-Meier survival analyses were
performed after the samples were divided into groups according to gene status. A
probability of P<0.05 was considered as statistically significant.

Epi Info for Windows program was used for all statistical and graphical purposes.

NEW RESULTS ACCORDING TO THE SCIENTIFIC OBJECTIVES:

e Individuals with GSTM1 0 genotype had a significantly higher risk of development of
colorectal cancer (OR: 2.00, 95% CI: 1.29-3.10) In case of GSTT]1 the difference has

not proved to be statistically significant.
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Individuals bearing a Pro allel of p53 gene had a significantly higher risk of
develpoment of colorectal cancer than the Arg/Arg homozygotes (OR: 1.83, 95% CI:
1.14-2.92).

-The Pro allel of p53 gene proved to be an unfavourable prognostical marker in
colorectal cancer petients. Patients bearing the Arg/Arg allel have a significantly
longer survival than those with Pro allel (log-rank:12.98, d.f.: 1, p: 0.0003 ). GSTM1+
and GSTTI1+ allels proved to be also favourable prognostic markers, (comparing
survivals: GSTM1 log-rank: 8.03, d.f.: 1, p: 0.0046, GSTT1 log-rank: 6.29, d.f.:1, p:
0.0122 ). In case of all three genotypes, their prognostic values seemed to be most

significant in Dukes B stage.

In case of head and neck cancer, the polymorphism of codon 194 of XRCC1 gene was
not proved to be a significant risk factor, but the presence of Gln allel of codon 399

resulted in a higher risk for development of cancer (OR: 1.70, 95% CI: 1.11-2.61).

The prognosis of the head and neck cancer was more unfavourable — the overall
survival was shorter — by patients bearing the Arg/Arg allel on codon 194 of XRCC1
gene (log-rank: 6.37, d.f.: 1, p:0.0116). In case of codon 399, there was no statistically
significant association. Both Argl94Trp (p:0.0477) and Arg399GIn (p: 0.0355)
polymorphisms resulted in statistically significant overall survival differences at stage

III. patients. In other stages there was no significant difference.
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