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1. BEVEZETES

I. 1. A daganatos megbetegedések jelentosége

Fejlett orszagokban a daganatok képezik a masodik legfontosabb halalokot.
Jelentéségiik a XX. szazadban gyakorlatilag folyamatosan ndtt, mind az abszolut halalozasokat
tekintve, mind pedig a haldlozasokon beliili részaranyokat illetéen. Ez annak kdszonhetd, hogy
a daganatok incidenciaja jelentdsen megemelkedett, a terdpia terén tortént fejlédés pedig nem
volt olyan mértékii, hogy ezt a haldlozasok szintjén kompenzalni tudta volna. Az incidencia-
emelkedést mutatja, hogy a mult szazad utols6 harmadaban a daganatos megbetegedések szama
megdupldzodott. Mig 1975-ben 5,9 milliora becsiilték az uj daganatos esetek szamat, addig az
International Agency for Research on Cancer (IARC) becslése szerint ez 2008-ban 12,4 millio,
¢s elorejelzésiik szerint 2030-ra tobb, mint 25 millié 0j esettel kell szamolnunk (Parkin, 2001).
A daganatos megbetegedések jelentds hanyada az iparilag fejlett orszagokat érinti, ahol is a
daganatok tulnyomo része mintegy joléti megbetegedésként foghato fel, illetve fontos szerepe
van az e régidkban magasabb sziiletéskor varhato atlagos élettartamnak is, hiszen a daganatok
gyakorisdga az életkor elérehaladtaval meredeken emelkedik. A sziiletéskor varhato atlagos
¢lettartam novekedésével varhatéan 2030-ra a kdzepes és alacsony jovedelmili orszagokban
megduplazédik a 65 év felettieck szdma, ¢és a daganatos megbetegedések ezekben az
orszagokban is joval gyakoribba valnak majd. A gazdasagilag fejlett, magas életszinvonala
orszagokban a tiidérdk, emloérak, prosztatardk és a kolorektalis daganatok okozzak a legtobb
daganatos halalesetet, mig a fejlodé orszagokban inkabb a gyomorrak, majtumorok, fej-nyaki

daganatok, valamint a méhnyakrak a legfontosabbak (Boyle, 2006; Parkin, 2006).



I. 2. Kolorektalis daganatok epidemioldgiaja

I. 2. 1. Incidencia, mortalitas

A kolorektalis daganatok vildgszerte 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 végzodik halédllal a nyugati
orszagokban. A kolorektalis daganatok incidencidja nagy foldrajzi variabilitdst mutat. Mint
tipikus civilizacios megbetegedés Eszak-Amerikaban, Eurépaban, Ausztraliaban és Japanban
1ényegesen tobb 1j eset fordul elé, mint Azsidban és Afrikdban. A vastag- és végbéldaganatok
fejlett orszagokban konzekvensen a daganatos mortalitasi lista élmezdnyében helyezkednek el.
A WHO folyamatosan frissitett online mortalitasi adatbézisa (http://www-dep.iarc.fr/) alapjan
2005-ben (ez az utols6 olyan év, amelyre az orszagok tobbségének adatai rendelkezésre allnak)
Magyarorszagon a 100.000 fore jutd, a vilag népességére standardizalt kolorektalis daganatos
halalozas férfiaknal 31,9, illetve ndknél 16,4, ezzel mind a férfiak, mind a nok esetében is
Magyarorszag allt a kolorektalis daganatos mortalitasi lista elsd helyén (1, 2. abra). A 100.00
fore esé nyers haldlozas Magyarorszagon 2007-ben férfiaknal 54,9, néknél 40,9 volt (KSH,
2008) amellyel e daganattipus a hazai daganatos mortalitasi ranglista masodik (a tiidérak utan)
helyén allt mindkét nem esetében. Az abszolut daganatos haldlozadsokat mutatja ugyanerre az
évre az . tablazat (KSH, 2008). A kolorektalis daganatok a férfiaknal és néknél majdnem
egyforman gyakoriak, a kategdrian beliil egyrészt emlitésre méltd, hogy férfiakndl a végbél
daganatai joval gyakoribbak, mint néknél, masrészt pedig nékben magasabb ¢életkorban van a
halalozasi maximum, mint férfiaknal. Abszolit szamokban mérve a haldlozas a maximumat
férfiaknal 65-69, néknél pedig 75-79 éves korban éri el (3. abra) (KSH, 2008), mig ha a
100.000 fore esé korspecifikus haldlozasokat tekintjiik, akkor lathato, hogy a kor
elérehaladtdval az incidencia és a mortalitds is exponencidlisan fokozdodik (4. ébra) (KSH,

2008).
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1. abra: Kolorektalis daganatos halalozasi sorrend, vilag, 2005, férfiak.

(Eletkor szerint a vilag népességére standardizalva).
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2. ébra: Kolorektalis daganatos halalozési sorrend, vilag, 2005, ndk.

(Eletkor szerint a vilag népességére standardizalva).
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I. tdblazat: Magyarorszagi daganatos haldlozasi sorrend, 2007.
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. bra: A vastag- és végbél daganatok korcsoportonkénti mortalitasa, Magyarorszag, 2007.

700,0
600,0
500,0
400,0
300,0
200,0
100,0

0,0

| Ferfiak

B NSk

'

0-4
5-9

10-14
15-19
20-24
25-29
30-34
35-39

40-44 |
45-49
50-54
55-59
60-64
65-69
70-74
75-79
80-84
85-89

X
=]
(@3]

4. 4dbra: A vastag- és végbél daganatok 100.000 fore esé mortalitasa korcsoportok szerint,

Magyarorszag, 2007.

6




Ha a vastag- ¢és végbéldaganatos halalozas hazai trendjét 0sszevetjiik néhany mas fejlett
orszag adataival (http://www-dep.iarc.fr/), jol lathatjuk, hogy mig masutt a 70-es évektdl
folyamatos csokkenés mutatkozott, hazankban a nemzetkozi trendekkel ellentétesen, néknél
valamivel az ezredforduld eldttig, férfiaknal pedig még a XXI. szdzad elsd éveiben is
emelkedett a kolorektalis daganatos mortalitas. (5, 6. dbra). Férfiaknal 1970 6ta a kolorektalis
daganatok okozta haldlozasok megduplazodtak, és az utdbbi években tapasztalhatdo csokkenés
ellenére még nagyon messze vagyunk a tobbi fejlett orszag atlagatol. A kedvezodtlen hazai
helyzetet mutatja az is, hogy a Nemzeti Rékregiszter adatai alapjan az elmult években kb. 9000
uj kolorektalis daganatos beteget regisztralnak évente Magyarorszagon, tehat a kozeljovoben

nem varhat6 a haldlozas jelentds csokkenése sem.
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5. abra: Kivélasztott orszagok kolorektalis daganatos haladlozasa, férfiak, 1955-
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6. abra: Kivalasztott orszagok kolorektalis daganatos haldlozasa, ndk, 1955-

I. 2. 2. A kolorektalis daganatok kockazati tényezoi

A kolorektalis daganatok kialakulasaban genetikai €s kornyezeti tényezOk egyarant szerepet
jatszanak. Bar a dolgozat a genetikai tényezOkkel foglalkozik, a teljesség — és a genetikai-
kornyezeti kolesonhatdsok szemléltetése — kedvéért nagyon rovid attekintést adunk a kiilsd
tényezokrol is.

A vastag- és végbéldaganatok 85-95%-a sporadikus (Evans, 1997; Gertig 1998), ezen
esetek kialakuldsaban elsdsorban kornyezeti és életmodi tényezOk jatsszdk a fOszerepet,
részben a késobb targyalando alacsony penetrancidju genetikai tényezdkkel kdlcsonhatasban. A
kiils6 tényezdk szerepét jol illusztraljdk azon migracids vizsgalatok, melyek szerint egy
népcsoport alacsony kockazatu teriiletrl magas kockézatu teriiletre vandorlasa utan hamarosan
erre a populdcidra is az ) hazdban mérheté magas kockazat lesz jellemzd, még mieldtt
Iényeges genetikai keveredés torténne az itteni lakossaggal.

A sporadikus kolorektalis daganatok kialakuldsaban a kiilonb6zo karcinogén faktorok, mint
példaul a dohéanyzas, ionizdld sugarzasok, taplalkozéasi karcinogének hatdsara a normal
epithélium valtozasok sordn megy keresztiil, melynek kovetkeztében kezdetben proliferativ
epithélium, diszplazia, majd korai-, intermedier-, illetve késéi adenoma alakul ki, amit a
karcinoma kovet (Fearon, Vogelstein modell, 7. abra). Ekdzben szdmos protoonkogénben

¢s/vagy tumorszuppresszor génben kovetkezik be pontmutécio, pl. az APC gén pontmutacioja



altaldban még a diszplaziat megel6z0 korai esemény, a K-ras mutacid gyakran a korai-
intermedier adenoma atmenetben torténik, az intermedier adenoma — késoi adenoma atalakulas
soran a DCC tumor szuppresszor gén mutalédhat, mig a karcinoma kialakuldst p53
pontmutéciod elézheti meg. A vastag- €s végbéldaganatok etioldogidja még ma sem tisztazott
pontosan. Az APC gén pontmutacidja a sporadikus kolorektalis daganatok 60%-ban is jelen
van, funkcidjanak csokkenése a nuklearis B-katenin szint ndvekedésén keresztiil korreldl a
progresszid mértékével, és a tumorok nagysagaval is (Vogelstein, 2002, Fodde, 2002). A
kolorektalis daganatok talnyomo részében a DCC gén hianya illetve a p5S3 tumorszuppresszor

gén mutacioja szintén megfigyelheto.

APC-mutacid K-ras mutacio DCC-mutacio p53-mutacio tovabbi mutaciok
normél L diszplazia [—| korai i intermedier i kés6i i karecinoma metasztazis
epitélium adenoma adenoma adenoma

Normal szovet ———  tumor-iniciacio —  tumor progresszio —p daganat

7. dbra. A vastag- és végbéldaganatok kialakuldsanak szekvencialis modellje (Fearon és

Vogelstein)

A vastag- ¢és végbéldaganatok fobb kockazati tényezdit a II. tablazat foglalja dssze.



Taplalkozas

Eletméd

Egyéb tényezok

Magas energia- €s zsirbevitel

Dohanyzas

Eletkor

Elégtelen zoldség-
gylimodlcsfogyasztas

Tulzott alkoholfogyasztas

Nem (a férfiak kockazata
Osszességében kissé magasabb,
de Iényegesebb a lokalizacio
szerinti eltérés: ndknél relative
a vastagbél, férfiaknal a végbél
daganatai gyakoribbak)

Tulzottan atsiitott, flistolt,
pacolt husok fogyasztasa

Fizikai inaktivitas, talsuly,
elhizas

Orokletes betegségek,
szindromak (HNPCC, FAP,
Peutz-Jeghers-szindroma)

Voros husok, beloliik eldallitott
huskészitmények fogyasztasa

Rassz (pl. afroamerikaiak és
ashkenazi zsidok kozott a
kockézat magasabb)

Alacsony kalciumbevitel

A csaladi anamnézisben
szerepld vastag- vagy végbélrak
ill. polipok

A beteg anamnézisben szerepld
vastag- vagy végbeélrak ill.
polipok

Koréabban diagnosztizalt egyéb
daganatok

A beteg anamnézisben szerepld
gyulladasos bélbetegségek
(colitis ulcerosa, Crohn-
betegség)

Korabbi daganatok miatt kapott
kezelés (pl. hasiiregi
besugarzas)

[I-es tipusu diabetes

II. tablazat: A kolorektalis daganatok kockazati tényez6i

A daganatmegel6z6 hatasu tényezOk kozil megemlithetjiik a fitodsztrogének

fogyasztasat, mint példaul az izoflavonoidok (szdja) vagy a ligndnok (gyiimolcsok, zoldségek)

(Terry, 2001; Cotterchio, 2006), valamint szintén protektiv faktornak tartjdk a ndvényi

rostokban gazdag taplalkozast. A bélflora altal emésztheté ndvényi rostokbodl rovid szénlanct

zsirsavak képzdédnek, amelyek daganatpreventiv hatdssal birnak. A nem emészthetd rostok
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ballasztanyagként funkcionalnak, felgyorsitjdk a bélpasszazst, higitjadk a béltartalmat, ezaltal

Az éllati zsiradékok, a vOords husok, a fiistolt hiskészitmények, az erdsen atsiitott husok
fogyasztasa fokozza, mig a tengeri halak rendszeres fogyasztasa pedig szignifikdnsan csokkenti
a kolorektalis daganatok kialakuldsdnak kockazatat (Norat, 2007, Cross, 2007). Az idevago
tanulmanyok metaanalizise szerint napi 100 g vords his fogyasztasa 12-17%-kal, napi 25g
fustolt hus fogyasztisa 49%-kal noveli a vastagbéldaganat kialakulasanak valoszintiségét
(Sandhu, 2001). A vegetarianus és a hust boségesen tartalmazo6 diéta hatdsa kozotti kiilonbség
kimutathat6 volt a bélfalrol lesodrodott hdmsejtekben mért DNS-kérosoddasok mennyiségében
is (Kiss, 2000).

A kolorektalis daganatok kockazatanak a dohdnyzassal és a passziv dohanyzassal valo
Osszefliggése régota ismert, hiszen a dohdnyfiist szdmos karcinogén vegyiiletet tartalmaz,
tobbek kozt aromas aminokat, heterociklusos aminokat, policiklusos aromas szénhidrogéneket

(PAH) és N-nitrozo vegylileteket (Potter, 1999; Sabg, 2006; Larsen, 2006).

A betegség kialakulasaban szerepet jatszo genetikai okok két — tobbé-kevésbé onkényes
hatarvonallal elvalasztott — csoportba oszthatok: magas és alacsony penetranciaji tényezdokrol
beszélhetlink. A vastag- és végbélrak drokletes formainak kialakulasaért a magas penetrancidji
genetikai tényezok feleldsek. Ide tartozik a HNPCC (hereditary non-polyposis colorectal
cancer), ahol a DNS-repair gének orokletes mutacidja, vagy a FAP (familiaris adenomatosus
polyposis), ahol pedig az APC (adenomatosus poliposis coli) tumorszuppresszor gén mutacidja
okozza a betegséget. Az ilyen ordkletes betegségek ritkak, az érintettekre a magas abszolut és
relativ kockazat jellemzo.

Az eldbbi csoporttal ellentétben az alacsony penetrancidju genetikai tényezok csak
viszonylag kis mértékben befolyasoljak az egyén kockdzatat, a populacios jarulékos kockazat
mégis magas, mivel ezen tényezOk eléfordulasa gyakori, mondhatni, altalanos. Az alacsony
penetranciaju — vagy masképp ,,egyéni €rzékenység jellegli” — tényezok vizsgalata molekularis
epidemiologiai vizsgalatokkal lehetséges, mert a gyengébb hatds miatt nagyobb vizsgalati
csoportok sziikségesek a kiilonbségek kimutatdsdhoz. Mig az ordkletes, magas penetranciaju
tényezOket mar meglehetdsen jol ismerjiik (a csalddi halmozodas a kutatok figyelmét koran
felhivta a jelenségre), az egyéni érzékenységi tényezok szerepe még sok daganatnal nem
pontosan tisztazott. E genetikai tényezOk legnagyobb csoportjat képezik a metabolizalo

enzimek génjei.
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I. 3. Metabolizalo enzimek

Szervezetiinkbe jutd vegyiiletek metabolikus atalakuldson mennek keresztiil. Szamos
vegyiilet prokarcinogénként keriil szervezetiinkbe, majd a metabolikus enzimek altal katalizalt
atalakulas utan valik definitiv karcinogénné. Ezt az atalakitidst az ugynevezett I-es fazisu
metabolizald enzimjeink végzik, a szervezetbe keriilt prokarcinogéneket elektrofil, reaktiv
metabolitokkd konvertaljak, és ezek a reaktiv termékek kotédnek a DNS-hez, okoznak
mutacidkat, vagyis feleldsek a tényleges karcinogén hatasokért (8. dbra). Az aktiv karcinogén
vagyiiletek detoxifikalasaért a Il-es fazisi metabolizalo enzimek feleldsek, amelyek tobbnyire
valamilyen kis molekuldval konjugéaljak a karcinogén koztes-termékeket. A karcinogén
expozicid6 mellett tehat metabolizald enzimjeink aktivitasa és a metabolizalé folyamatok
idejét, igy a daganatkialakulas kockazatat is. A metabolizald6 enzimek aktivitdsa szdmos
tényezd fiiggvénye, az életkor, a nem, a faradtsdg, a napszak, vagy bizonyos gyodgyszerek
szedése is befolyasolja azt. Kiemelkedd fontossdgi azonban ezen enzimek genotipusa is.
Metabolizald enzimjeink dontd tobbsége ugyanis genetikailag polimorf, azaz tdbbféle
allélvariansa van, amelyek altaldban csak igen kis mértékben térnek el egymastdl, mind a
gének szerkezetét, bazissorrendjét, mind az altaluk kodolt enzimek aktivitasat tekintve
(Caporaso, 1991; Taningher, 1999; Ingelman-Sundberg, 2005). A kolorektalis daganatok
tekintetében is igaz, hogy a kornyezeti tényezok jelentds mértékben felelések a betegség
kialakulasaért (Doll, 1981; Thomas, 1993), de az egyéni érzékenység jellegli genetikai
tényezok, tobbek kozt a metabolizalo enzimek polimorfizmusai, mindezen kdornyezeti,
taplalkozasi faktorok hatasat modositjdk, és igy nagymértékben befolyasoljdk a betegség
kialakuldsanak kockazatat. A kdvetkezOkben a disszertacidban érintett genetikai tényezok rovid

attekintése kovetkezik.
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Prokarcinogének

I. fazisu enzimek
alkohol-, aldehid-dehidrogenézok
citokrom P450 enzimek
mieloperoxidaz
monoamin-oxidaz
xantin-oxidaz

Elektrofil Karcinogén
Metabolitok hatas

v

I1. fazisu enzimek
glutation-S-transzferazok (GSTM1 GSTT1)
N-acetiltranszferazok
szulfotranszferazok
metiltranszferazok

Konjugalt
forma

8. abra. A karcinogén vegyiiletek metabolizmusanak, valamint a fobb I-es és II-es fazisu
metabolizal6 enzimek funkcidjanak sémads abrazolasa

I. 3. 1. Glutation-S-transzferazok

A glutation-S-transzferaz (GST) szupercsalad szdmos enzimet foglal magaban, tagjai II-
es fazist detoxifikaldé enzimek, melyek fontos szerepet toltenek be a szervezet idegen
molekuldk elleni védekezésében. Az enzimek funkcidja a glutationnal valé konjugacid
(Mannervik, 1992), amely sordn a szervezetben levd toxikus ¢és karcinogén molekulak
vizoldékonnya ¢€s ezaltal konnyen eltdvolithatd metabolitokkéd alakulnak at. Ezen detoxifikalo
enzimek segitségével a szervezet eliminalni képes az oxidativ stressz okozta
reakciotermékeket, illetve a kornyezeti eredetli karcinogén vegyiileteket is, melyek jelentds

hanyada a taplalkozds és a dohdnyzas kapcsan keriil szervezetiinkbe (Ketterer, 1988). A
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glutation-S-transzferaz enzimek szubsztratja igen sokféle vegyiilet lehet: policiklikus aromas
szénhidrogének (pl. benzo[a]pirén diol-epoxid), aflatoxin-metabolitok (pl. AFB;-8,9-exo-
epoxid), lipidperoxidacios termékek (pl. 4-hidroxinonenal), gyogyszerek (pl. acetaminophen),
€s szamos egyéb vegylilet- vagy vegyiiletcsoport (egyes novényvéddszerek metabolitjai,
trikloretilén, izotiocianatok, stb.) (Ketterer, 1988). A glutation-S-transzferaz szupercsalddnak
hét csaladdja (néhol ezeket osztalynak nevezik) ismeretes, nevezetesen: alfa, mi, pi, théta, zéta,
szigma és omega (Hayes, 1995; Board, 1997; Board, 2000). (9. dbra). Az 1-es kromoszéma
(5" - GSTM4-GSTM2-GSTMI1-GSTMS5-GSTM3 - 3') ismétlddnek egy 20 kb hosszsagu
klaszteren (Strange, 2001). A csalad legismertebb tagja a glutation-S-transzferaz Ml
(GSTM1), melynek legfontosabb szubsztratjai a policiklusos aromas szénhidrogén-
metabolitok. Az enzimet kodold gén polimorf, mégpedig egy SNP (single nucleotide
polymorphism — egy nukleotidot érinté polimorfizmus) taldlhaté a teriiletén, illetve
funkcionalis szempontbol ennél sokkal fontosabb az ugynevezett 0/+ polimorfizmus. A SNP
egy 173 G/C polimorfizmus (az alléleket GSTM1*A és GSTM1*B allélnek nevezziik), amely a
fehérjében Lys/Asn polimorfizmust eredményez, ami a fehérjedimér kapcsolodasi pontjara
esik, és a két lanc kozti kapcsolat minimalis mértékii megvaltozasat eredményezi (Salagnac,
1998). A 0/+ polimorfizmus ennél sokkal nagyobb kiilonbséget takar: a 0 genotipus a GSTM1
gén teriiletén levé homozigota delécid kovetkeztében jon 1étre, azaz a GSTMI1 0 genotipust
egyéneknek nincs miikddoképes GSTMI1 enzimjik (Ketterer, 1992). A 0 genotipus
meglehetdsen gyakori, a kaukazusi rasszhoz tartozd népcsoportokban 40-50 %-os gyakorisagot
is elér. Ebbdl kovetkezik, hogy a GSTM1 enzim nem életfontossdgi. A kiesé detoxifikald
kapacitast részben mas enzimek potolhatjak, elsdsorban a glutation-S-transzferaz szupercsalad
tovabbi tagjai, de mas metabolizdld6 enzimek is mutatnak bizonyos mértékli atfedést a

szubsztratspecifitast illetden.

A théta csaladnak eddig négy tagjat irték le (GSTT1-T4), melyek koziil a 22-es
kromoszoman taldlhatd6 GSTT1 a legfontosabb (Coggan, 1998). A GSTT1-nek a GSTM1-hez
hasonldan szintén inzercios/delécids polimorfizmusa Iétezik, ahol a 0 genotipus nem kodol
funkcioképes fehérjét (Pemble, 1994). A null genotipus el6fordulasi gyakorisaga eurdpai és
¢szak-amerikai fehér populaciokban kb. 10-20%, valamivel ritkdbb tehat, mint GSTM1 0
genotipus (Hirvonen, 1993; Welfare, 1999).
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Glutation S-transteréz szupercsalad

! | |
Ol csalad L csalad Tcsalad O csaléd 0 csalad € csaldd Q csalad
GSTM1 GSTM2 GSTM3 GSTM4 GSTMS GSTT1 GSTT2 GSTT3 GSTT4
0 all¢l + allél 0 all¢l + allél

9. ébra. A glutation-S-transzferdz gén-szupercsalad. A GSTMI1 és GSTT1 enzimek
polimorfizmusai.

Mivel a GSTMI1 és GSTT1 null genotipusti személyek nem rendelkeznek funkcioképes
enzimmel, ezért 6k kisebb mértékben képesek az I-es fazist, aktivalé metabolizal6 enzimek
altal aktivalt prokarcinogéneket detoxifikalni, igy eme elektrofil vegyiiletek DNS-adduktokat
képezhetnek, és a daganatkialakulds kockazata feltehetden magasabb lesz (Rebbeck, 1997,
Hayes és Strange, 2000).

Szamos vizsgalat eredményeit publikaltak mar a GST allélek és a daganatok, ezen beliil
a kolorektalis daganatok kozotti kapcsolat kimutatasara is. Ezen kutatasok tobbsége pozitiv
Osszefliggést mutatott ki a GST null genotipus és a kolorektalis daganatok kapcsolata kozott
(Zhong, 1993; Katoh, 1996; Kiss 2000; Dalhoff, 2005; Martinez, 2006), mig masok nem
talaltak szignifikans Osszefliggést (Deakin, 1996; Welfare, 1999; Cotton, 2000; Ates, 2005). A
kiilonbozd epidemioldgiai vizsgalatok eltérd eredményeit magyardzhatja a vizsgalt populéciok
tal kicsi mérete illetve azok heterogenitdsa, (a kiilonb6zo etnikai csoportok genetikai

kiilonbségei), és a kornyezeti tényezdk befolyasa.

A vastagbéldaganatokkal kapcsolatos molekularis epidemioldgiai vizsgalatok soran

nemcsak az alacsony penetrancidju genetikai tényezok onallo hatasat, hanem a gén- kdrnyezet
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egylittes hatasat is vizsgaltak. A genetikai tényezOk hatasat a dohanyzas, mint az egyik legfobb
kornyezeti karcinogén tényezd, szintén nagymértékben befolyédsolja (Slattery 1998, Slattery
2003). Természetesen a taplalkozasi tényezok is kdlcsonhatdsban vannak a GST enzimek
allélpolimorfizmusaival, a vastag- €s végbéldaganatok esetén a leggyakrabban a husfogyasztasi

szokasokat vizsgaltak ilyen szempontbdl (Tiemersma 2002, Kampman 1999, Kiss 2000).

Egyrészt tehat a metabolizalé enzimek allélpolimorfizmusai befolyasolhatjadk egyes
tumorok — igy tobbek kozott a kolorektalis daganatok — kialakuldsanak kockazatat. Masrészt az
utobbi években tobb vizsgalat is megprobalt valaszt kapni arra a kérdésre is, hogy a beteg
genotipusa hogyan befolyédsolja a mar kialakult daganat bioldgiai sajatossagait, agresszivitasat,
a metasztazis-képzOodést ¢€s mindazon faktorokat, melyek szerepet jatszanak a betegség
progndzisanak alakitasdban. Lehetnek-e a metabolizdld6 enzimek allélpolimorfizmusai

prognosztikus markerek?

Stoehlmacher ¢s munkatarsai 5-fluorouracil (5-FU)/oxaliplatin kemoterapias kezelésben
résztvevO kolorektalis daganatos betegek kozott vizsgaltak a GSTP1 Ile/Val, a GSTMI ¢és
GSTT1 0/+ allélpolimorfizmusok és a talélés Osszefliggését, 107 vastagbéldaganatos beteg
GST genotipizalasaval. A kapott eredmények azt mutattak, hogy a GSTP1 Val allél hordozésa
szignifikansan csokkentette a halalozas relativ kockéazatat. A Ile homozigota genotipushoz
viszonyitva a heterozigotak relativ kockéazata 0,47, mig a 2 Val allél hordozasa esetén ez csak
0,16 volt. Az atlagos tulélés Ile/Ile genotipus esetén 7,9 honap, mig Ile/Val genotipus esetén ez
mar 13.3 honap és 2 Val allél hordozésa az atlagos tulélési idét 24,9 honapra tolta ki.
Stoehlmacher GSTMI1 ¢és GSTT1 allélpolimorfizmusok esetén nem taldlt szignifikans
Osszefliggést sem a varhato tulélés, sem a haldlozés relativ kockazata kozott (Stoehlmacher,

2002).

Holley ¢és munkatarsai ugyancsak prognosztikus markerként vizsgaltdk a kiilonb6zo
GST polimorfizmusokat kolorektalis daganatos betegekben. Ugyan statisztikailag szignifikans
Osszefiiggést nem taldltak, (OR: 1,71; CIL: 0,98-2,98), de érdekes trendet figyeltek meg a
GSTPI Ile/lle genotipus és az elérehaladottabb Dukes stadium, illetve az Ile allél jelenléte és a
metasztazisok szama kozott. Szignifikans protektiv faktornak mutatkozott viszont a GSTM3
AA genotipus mind a tumor agresszivitasa, mind a betegek tulélése szempontjabol (OR: 0,48;

CI: 0,48-0,88), (Holley, 20065).
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A jelenleg rendelkezésre allo adatok egyeldre nem elégségesek, mindenképpen tovabbi
elemzésre van sziikség, hogy tisztdzni lehessen, alkalmazhatdk-e egyes allélpolimorfizmusok
onallé prognosztikus markerként, és ha igen, akkor vajon a vastag- és végbéldaganatok egyes

altipusaiban, vagy esetleg kiilonb6z6 stadiumaiban azonos-e a prognosztikus értékiik.

I. 4. A p53 tumorszuppresszor gén és polimorfizmusai

A daganatok iranti egyéni érzékenységet nem csupan metabolizalé enzimek, hanem
szamos egy¢b genetikai tényezd is befolyasolhatja, példdul tumorszupresszor gének
allélpolimorfizmusai. A tumorszupresszor gének a sejtproliferacid6 negativ szabalyozoi.
Jellegzetes képviseldjiik az egyik legintenzivebben tanulmédnyozott human gén, a 17-es
kromoszéman elhelyezkedd p53 gén. A p53 tumorszupresszor gént 1979-ben eldszor
onkogénként irtak le (Linzer és Levine, 1979), majd 10 év utan ismerték fel tumorszuppresszor
szerepét (Vogelstein, 1992).

A p53 tumorszupresszor gén illetve a rola atirddd p53 protein igen fontos szereppel bir
a sejtciklus és az apoptdzis szabdlyozasaban valamint a DNS-reparacioban.

A homotetramer szerkezetli p53 fehérje 4 funkciondlis domént tartalmaz, ezek
mindegyike 393 aminosavbol 4ll6 polipeptidlancbol épiil fel.

A p53 gén DNS karosodas, onkogén szignal hatasara aktivalodik, fokozodik a pS3
fehérje transzkripcidja, a p53 felhalmozddik a sejtben, eldsegiti a p21 fehérje transzkripciojat,
¢és G1 fazisban leallitja a sejtciklust (Harris, 1993), aktivalja a repair mechanizmusokat, melyek
kijavitjdk a karosodasokat. Ha a genomkdarosodds javitdsa nem lehetséges, akkor - védve a
szervezetet - apoptozist indukal, melynek proteolitikus aktivitassal bird kaszpazok a végrehajtod
¢s Read, 1999). A p53 szadmos proapoptotikus aktivitassal bird protein expresszidjat
szabalyozza. Ezek egyrésze mitokondridlis uton, citokrom c-t felszabaditva inditanak
apoptozist (Bax, Noxa, PUMA ¢és Apaf-1), mig masok (CD95/Fas ¢és TNFRI1)
immunreakcidval torténd elimindlassal védik a szervezetet (Miyashita és Reed 1995,
Amundson, 1998, Prives ¢és Hall 1999, Sionov és Haupt 1999).

Az apoptozis-indukcidhoz hozzéjarul egyes antiapoptotikus gének, mint a bcl-2, vagy a
c-IAP-2 (cellular inhibitor of apoptosis protein 2) expressziojanak gatlasa is, igy a p53 ezen

mukodése altal igen fontos szerepet jatszik a malignus folyamatok kivédésében.
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A p53 fehérje autoreguldcioja soran részt vesz sajat lebontasdnak szabdlyozasdban, a
negativ regulatoraként funkcionalé Mdm2 gén transzkripcids aktivatoraként (Wu, 1993). Az
Mdm?2 onkogén terméke az Mdm?2 protein, amely a p53 transzaktivaciés doménjéhez kotddve
gatolja a p53 fehérje transzkripcios faktorként vald mikodését, valamint eldsegiti folyamatos
¢s gyors lebontasat, emiatt normal koriilmények koézott, nyugvo sejtekben alacsony p53 szint

mutathat6 ki, a fehérje féléletideje rovid, kb. 20 perc (Momand, 1992), (10. abra).

Kapcsolodo fehérjék
aktivitasa és stabilitasa

Mdm?2

Szintézis
Degradacio

pS3

Repair // \ Novekedés gatlas

Apoptozis Transzkripcio

10. abra: A p53 fehérje autoreguléciodja illetve hatasai

A p53 gén mutacidja a human daganatok tobb mint 50%-aban megfigyelhetd (Hollstein,
1994; Vousden, 2002). A tumorsejtekben megtaldlhato p53 mutdciok dontd tobbsége
pontmutacid, de ezen pontmuticiok kovetkeztében a polipeptidlanc struktirdja jelentds
mértékben megvaltozik, vagyis altalaban funkcidképtelen, vagy erdsen csokkent funkcioju
fehérje irodik at a génrdl. Az igy atirt fehérje altalaban a DNS ko6té doménjében sériil, ezért
lesz funkcioképtelen (Cho, 1994), és a karosodott sejt proliferacioja nem gatldédik, valamint
nem kovetkezik be apoptozis sem. Egyes DNS onkovirusok is a p53-at miikddésképtelenné
téve kapcsoljék ki a sejtciklus kontrolljat.

A p53 protein f6bb funkcioit az 11. dbran foglaltuk dssze.
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Kémiai karcinogének
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A génallomany integritasanak fennmaradéasa

DNS repair

11. dbra. A p53 funkcidinak dsszefoglalasa [PARP: Poli(ADP-rib6z) polimeraz]

A p53 génnek tobb, a daganatok irdnti egyéni érzékenységet is feltehetéen befolyasold
polimorfizmusat is leirtdk. A p53 gén polimorfizmusainak tobbsége intronok teriiletére esik,
igy fehérjeszinten nem észlelhetd eltérés. Az exondlis polimorfizmusok koziil a
legjelentdsebbet a 4-es exon teriiletén, a 72-es kodonban talaljuk, ahol egy guanin—-citozin
szubsztiticid hatdsara a fehérje aminosavszerkezete is moddosul. A fehérje funkcidja nem
valtozik olyan drdmai moédon, mint a daganatokban kimutatott mutaciok esetén, de kémiai
tulajdonsagai kisebb mértékben valtoznak. A két allél egyikénél a fehérjében a polimorf helyen
arginint (CGC), a masiknal prolint (CCC) talalunk (Matlashewski, 1987). A p53 Arg/Pro
polimorfizmusa nagy etnikai heterogenitast mutat. Az allélfrekvencidk alakuldsdban észak-dél
iranyt valtozés figyelhetd meg. A p53 Pro allél frekvencidja az északi népeknél a
legalacsonyabb (Beckman, 1994), mig Afrikaban mar kifejezetten gyakoriva valik.

Az aminosavcsere tehat a fehérje kémiai tulajdonsagainak megvaltozasat vonja maga
utdn: az arginin nagy poldros oldallancanak helyébe a prolin kis apoldros oldallanca kertil,
mely kovetkeztében a két fehérjevarians gélelektroforézis sordn eltéré sebességgel vandorol
(Matlashewski, 1987). A két protein apoptdzist indukald képességében is kiilonbozik; az Arg
allél kinetikaja valamivel gyorsabb, hatékonyabban indukal apoptdzist, mint a Pro allél

(Thomas, 1999; Dumont, 2003; Pim, 2004).
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A két allél biokémiai illetve biologiai aktivitasat tekintve strukturalisan vad tipusunak
tekinthetd, a monoklondlis antitesteknek ugyanazon spektrumat képesek kotni, a sejtciklus
leallasat azonos hatékonysaggal képes indukélni, de funkciondlisan a p53 Arg illetve a pS3 Pro

allél mégsem teljesen egyenértékii (Thomas, 1999).

Az egyes p53 polimorfizmusok és a daganatok el6forduldsanak gyakorisdga szamos
esetben Osszefligghet (Storey, 1998). Tobb vizsgalatban is ugy talaltak, hogy a Pro allél
hordozésa fokozottabb daganatos kockézattal jar egyiitt bérrak (Chen, 2003), nasopharingealis
karcinoma (Tsai, 2002; Tiwawech, 2003), holyagrak (Chen, 2000), emlérak (Sjdlander, 1996),
tidorak (Kawajiri 1996; Liu, 2001; Wu,2002), vastagb¢lrak (Sjilander, 1995), kolorektalis
daganatok (Koushik, 2006; Zhu, 2007) esetén is. Bar erre vonatkozoan joval kevesebb adat
ismeretes, de lehetséges, hogy ez a p53 polimorfizmus is kapcsolatba hozhaté a daganatok

progresszidjaval (Han, 2008).

A daganatok terapiaja szempontjabol rendkiviil fontos a p5S3-Mdm2 autoregulacid. A
sugarterapia €s a legtobb citosztatikum DNS-karosodast idéz el6 a tumorsejtekben, melyek ép
p53 funkcid esetén apoptdzissal elpusztulnak, viszont ha a p53 fehérje nem miikodik, akkor
ezek a genetikailag karosodott sejtek tulélnek, osztddnak. A kolorektalis daganatok 50-60%-
ban a p53 tumor szupresszor gén mutacioja figyelhetd meg (Hainaut, 2000). Prognosztikai
szempontbol sulyos fordulatot jelent a p53 tumor szupresszor funkcidvesztése, mely a daganat
agresszivvé valasat, kemo- és radioterapiaval szembeni rezisztencidjat eredményezi. Logikus
gondolat tehat, hogy a p53 fehérje kisebb mértékli funkcidvaltozasai is prognosztikus

jelentdségliek lehetnek.
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I. 5. A fej-nyaki daganatok epidemiologiaja

I. 5. 1. Incidencia, mortalitas

Az utobbi évtizedekben a fej-nyaki daganatok okozta haldlozasok szama egyre nd.
Hazankban a XX. szdzad masodik felében férfiaknal tizévente majdnem megduplazodtak a fej-
nyaki daganatos haldlozdsok. Magyarorszdgon jelenleg a harmadik helyet foglaljak el a férfi
daganatos halalozasok kozott (I. tablazat, eldl a vastagbélnél), és — bar még nincs a vezetd
daganatos haldlokok kozott — ndkben is egyre gyakoribbak (KSH, 2008). A
vastagbéldaganatokhoz hasonléan a WHO haldlozési listajan az elsd helyen alltunk mind
férfiak mind nOk esetén az ajak- szajlireg- ¢és garat daganatai kozt (vilag népességére
standardizalt haldlozadsok 100.000 f6re: férfi: 19,0, n6: 3,0) (12, 13. &bra) (http://www-

dep.iarc.fr/).

ASR

20,

10

Bezsiosehbe
eieAo|ZS
eAOpPIO
elugwoy
Bezsiojzs3y
eluenI
eulenin
Bezs.iojerioH
Buoy| BuoH
BezsiozsoiQ
Bezs.iope
eieAo|ZS
Bezsioelouel4
Bezsioyas)
snpUney

12. abra: Fej-nyaki daganatos haldlozasi rangsor életkor szerint a vilag népességére

standardizalva, (férfiak, 2005)
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13. abra: Fej-nyaki daganatos haldlozasi rangsor életkor szerint a vilag népességére

standardizélva, (ndk, 2005)

Az idébeli trendek is a kolorektalis daganatokhoz hasonldak, 1960-as években hazank
fej-nyaki daganatos mortalitdsa nagysdgrendileg megegyezett a tobbi eurdpai orszag
haldlozasaival (http://www-dep.iarc.fr/). Amint azonban a 14, 15. abrak illusztraljak,
Magyarorszagon a 70-as évektdl hihetetlen mértékben megemelkedett a fej-nyaki daganatok
okozta haldlozas, ami csak a legutobbi években kezdett csokkenni. Meg kell jegyezni azt is,
hogy ehhez a csokkenéshez az is hozzjarult, hogy 2004 6ta a Kézponti Statisztikai Hivatal a

korabbitol kissé eltéréen kodolja a daganatos halalozasokat.
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14. abra: Néhany orszag fej-nyaki daganatos halalozasa 1955-t61, férfiak,
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Magyarorszagon a 100 000 fore jutd fej-nyaki daganatos haldlozas 1960-ban 2,7 volt,
2007-re ez a mutatd 15,7-re emelkedett, ami azt jelenti, hogy az elmult 45 ¢vben majdnem
hatszorosara novekedett a fej-nyaki régié daganatai altal okozott haldlozas (KSH, 2008). Hogy

lassuk, mas daganat esetén milyen ardnyban novekedett ez az érték, vessiik 0ssze a daganatos

15. abra: Néhany orszag fej-nyaki daganatos halalozasa 1955-t61, nok,
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mortalitasi listak elsd helyén 1évo tiidorakkal; azt latjuk, hogy tiidorak esetén a 100 000 foére
juto haldlozas 23,1 volt 1960-ban, ami 2006-ra elérte a 82,5-et, de ez ,,csak™ harom ¢és félszeres
emelkedés, joval a fej-nyaki rakos mortalitds ndvekedés alatt (II1. tablazat).

A fej-nyaki daganatok prognézisa altalaban elég rossz, a gyogyuldsnak akkor van
relative jo esélye, ha a daganat még 1,0 cm-nél kisebb és nem képez attétet. Attét megjelenése

esetén a tulélés esélye drasztikusan csokken, alig 21% (Dobréssy, 2002).

Ajak, szajureg

rosszindulatu
daganata
A végbél

daganata

A hasnyalmirigy

rosszindulatd 5,0 8,7 11,0 14,1 15,3 17,4 348,0%
daganata

A gége, légcsé,

hoérgék, tudé és

mellhartya 23,1 37,0 52,9 73,0 83,8 87,0 376,6%
rosszindulatu

daganata

Az emld

rosszindulatt 8,3 12,7 17,0 20,4 23,0 20,5 247,0%

daganata

1960 1970 1980 1990 2001 2007 novekedés

és garat 2.7 3.6 6,5 10,8 17,1 15,7 581,5%

rosszindulatu 6.5 9,7 14,9 16,6 18,0 17,0 261,5%

I11. tablazat: A f6bb daganatok 100 000 fére jutd haldlozasanak osszevetése 1960-tol 2007-ig.
KSH

I. 5.2 A fej-nyaki daganatok kockazati tényezoi

A fej-nyaki régio daganatainak kialakuldsaban magas penetranciaju ordkletes tényezok
csak minimalis mértékben vesznek részt, a betegség megjelenéséért szinte teljes mértékben az
¢letviteliink felelds. Legfobb befolyasolhatd kockéazati tényezék a dohdnyzas ¢és az
alkoholfogyasztas. E két kockazati tényezd felelds a fej-nyaki daganatok tobb, mint 70%-aért.
A dohanyfiistben 1évé karcinogén vegyiiletek (aromds aminok, policiklusos aromas
szénhidrogének ¢s nitrozaminok) DNS-adduktokat képeznek, melyek azutan mutaciok
kialakulasahoz vezethetnek. Mind a dohanyzds, mind az alkoholfogyasztas rakkeltd hatasa
bizonyitott, természetesen kockazatndveld hatasuk nagyban fiigg attdl, hogy az adott személy
mennyi idén keresztiil, és milyen mennyiségben fogyasztotta ezen élvezeti szereket (Blot,

1988). Aki rendszeresen napi tobb doboz cigerettat sziv el €s naponta tobb ,,egység” alkoholt
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fogyaszt el, kiilonosen fokozott kockazattal szamolhat, ugyanis e két kockazati tényezd
egyiittes jelenléte esetén az ajak- és szdjiiregrak kialakuldsédnak esélye megtobbszorozodik (16.
abra, Rodriguez, 2004). Szomorut modon Magyarorszag az élen jar mind az egy fore esd
dohanyzés, mind az egy fore jutd abszolut alkoholfogyasztas tekintetében is. Tovabbi kockazati
tényezd még a rendszeres fogorvosi ellendrzések elmulasztasa, allandé irritacidt okozo letort,
¢les fogélek, a rossz szajhigiéné, az ismétlodo szajiliregi fertdzések, idiilt gyulladdsok megléte.
Azon személyek akiknél egyszerre tobb kockazati tényezd is jelen van, nyilvadnvaldan
fokozottan veszélyeztetettek az ajak- és szajiiregrak tekintetében (Humpris, 2004), igy
kiilonosen a szocidlis szempontbdl hatranyos helyzetiiek (Bandczy, 2001; Balogh, 1962).
Egyes vizsgalatok azt talaltak, hogy a C- illetve E-vitaminnak, a béta-karotinnak szintén fontos
szerepe lehet a megelézésben (Licitra, 2003), és a kozvetlen napfény keriilése pedig fontos az
ajakrak kialakulasa szempontjabol.

Az emlitetteken kiviil még egyes fertdz0 agensek hatdsa is szoba jon: a candidiazis,
HIV, huméan papilloma és egyes herpeszvirusok szintén karcinogén hatissal birnak. A

szisztémas hatasok koziil a kronikus vashiany emlithetd, mint a fej-nyaki daganatos kockéazati

tényezd (IV. tablazat).

4+ 1,91 /" tébb, mint 20 cigeretta/nap
/ 1-20 szal cigeretta/nap

nem dohdanyzik
3 vagy tobb

ital/nap

1-2ital/nap
nem fogyaszt

alkoholt

16. abra: A dohanyzas ¢s az alkoholfogyasztas egylittes hatdsa az ajak- €s szajiiregi daganatok

kialakulasara
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Dohanyzas

Alkoholfogyasztas

Flstmentes dohanyzas

Fogaszati kezelések elmulasztasa

Rossz szajhigiéné

Sz4jureqi fertézések

Napfény

Bétel-ragas

Candidiasis

HIV infekcio

Egyéb virusinfekciok (HPV, HSV)

Krénikus vashiany

IV. tablazat: A fej-nyaki daganatok kockazati tényezoi

Mint minden olyan betegség esetén, mely kialakulasdban a kdrnyezeti tényezok szerepe
jelentds, a fej-nyaki daganatok kialakuldsaban szintén fontos szerepe van az egyéni
érzékenységnek. Mint emlitettiik, a betegség két legmarkdnsabb kockazati tényezdje a
dohanyzas és az alkoholfogyasztas, ennek ellenére is csak a dohdnyosok kis részében alakulnak
ki fej-nyaki daganatok (Carvalho, 2005). Ez a tény mutatja, hogy a kornyezeti hatés
érvényesiiléséhez a szervezet allapota lényegesen hozzajarul, ezt viszont nagy mértékben
genetikai tényezok hatarozzédk meg. A fej-nyaki daganatok kockézatat befolydsold genetikai
faktorok koz¢ tartozhat tobbek kozott egyes metabolizald enzimek allélpolimorfizmusa, illetve
tovabbi olyan gének allélpolimorfizmusai, amelyek részt vesznek a sejtciklus szabalyozasaban,

az apoptozis indukciojaban, vagy a DNS-ben keletkezett hibak kijavitasaban.
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I. 6. Az X-ray repair cross complementing 1 (XRCC1) gén

Az X-ray repair cross complementing 1 (XRCCI) gén a 19-es kromoszéman
helyezkedik el, funkcidja altalanossdgban véve a DNS dllomany védelmében, vagyis a DNS-
ben keletkezé hibdk kijavitasdban vald részvétel. Konkrétan, szerepet jatszik az egyik
leggyakoribb DNS 1€zi0, az egyes szalu lanctorések javitasdban €s a baziskivagasos repairban,
igy példaul részt vesz az ionizald sugarzasok és alkilaloszerek altal okozott lanctorések
javitasaban (Caldecott, 2003; Brem, 2005). Ilyen DNS-karosodéasok keletkeznek még tipikusan
az endogén felszabaduld oxidativ molekulak illetve szamos karcinogén anyag hatasara is.

Természetesen az XRCCI1 protein e funkcidokat nem 6nmaga egyediil latja el, hanem
tagja a DNS reparacidéban részt vevd szamos enzimnek illetve fehérjének. Az XRCC1 protein
kozvetleniil kapcsolodik a DNS repair rendszer effektoraihoz, tobbek kozott a polinukleotid
kinazhoz (PNK), DNS polimeraz 3 (POLB) és DNS ligaz III proteinekhez, mintegy allvanyt,
vazat alkotva (Kubota, 1996). E négy fehérje multiprotein komplexe felelés a DNS-ben
1étrejovo hibak kijavitasaért (Whitehouse, 2001), (17. abra). Szerepének fontossagat mutatja,
hogy XRCCI1 deficienciaval bird egerek mar embrionalis korukban elpusztulnak (Tebbs, 1999).

PARP kotodik
a toréshez

XRCC1 és Ligaz Il

kotodik a toréshez

PNK végfelismerés

~ POLB kitolti a hianyt

Ligaz lll 6sszekoti
a végeket

-yt || - || - || -

17. dbra. Az XRCC1 mikodése
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Shen ¢és munkacsoportja az XRCCI1 gén 5 polimorfizmusat irta le, melybdl harom
esetben a baziscsere kovetkeztében mdas aminosav irodik at a génrél. Ez a harom
allélpolimorfizmus a 194-es kodon, a 280-as kodon ¢és a 399-es kodon teriiletén talalhato. A
194-es kodon esetében C-T baziscsere révén arginin/triptofan (Arg/Trp), a 280-as kodon
esetében G-A polimorfizmus kapcsan arginin/hisztidin (Arg/His), a 399-es kodon esetében
pedig ugyancsak G-A szubsziticid6 miatt arginin/glicin (Arg/Gln) moddosulds torténik a
fehérjében (Shen, 1998), (Matullo, 2001).

Az XRCCI1 polimorfizmusainak pontos szerepe még nem tisztazott, de az eddigi adatok
arra utalnak, hogy a megvaltozott aminosav sorrend befolyassal van a fehérje funkcidjara. Az
Arg399GIn polimorfizmus a poli(DNS-ribéz)polimerdz kotd domén teriiletére esik, és
valosziniileg a Gln-allélt hordozdk repair-kapacitdsa valamivel gyengébb, mint az Arg allélt
hordozoké (Masson, 1998, Duell, 2000). Abdel-Rahman vizsgalatai (kémiai karcinogénnel
kezelt human limfocitdkon) az XRCC1 399 GlIn allélnal szintén csokkent repair kapacitast
mutattak, mig a 194 Trp polimorfizmusai nem befolyasoltdk szignifikdnsan a repair
mechanizmusok hatékonysagat (Abdel-Rahman, 2000).

Mivel mas vizsgalatok szerint az XRCC1 mutaciot hordozok sokkal érzékenyebbek az
ionizald sugarzasokkal szemben illetve gyakoribb testvérkromatida-kicserélddést mutatnak
(Zdzienicka, 1992), igy feltehetd, hogy a polimorfizmusok kapcsdn megvaltozott XRCCl1
funkcid is Osszefiiggésben allhat a daganat kialakuléds fokozott kockazataval. Ezt egyes human
epidemiologiai vizsgalatok is alatamasztani latszanak (Sturgis, 1999, Park 2002, Chen 2002).

A fej-nyaki daganatok incidenciaja €s mortalitisa nemcsak a nyugati orszagokban
magas, hanem Azsia egyes orszagaiban ugyancsak. Itt a dohanyzas és az alkoholfogyasztés
mellé még egy masik fontos kockéazati tényezd is hozzédjarul a betegség kialakulasahoz, ez
pedig a bétel ragasa. Tajvanban példaul a fej-nyaki daganatos betegek 80%-a rendszeresen rag
bételt (Ko, 1995), rdadasul ezen személyek tobbsége még rendszeresen dohanyzik és alkoholt
is fogyaszt. Eppen ezért nem meglepd, hogy ezekben az orszigokban kiemelt figyelmet
forditanak a szajiiregi daganatok kockézatat befolyasolo genetikai polimorfizmusokra is. Hsieh
¢s munkatarsai 237 szajiiregi laphdmrakos beteg genotipizalasat végezték el, és ugy talaltak,
hogy az XRCC1 399-es kodon GIn/GIn genotipustiaknal szignifikdnsan gyakoribb a p53
mutacio, mint az Arg/Arg genotipusuaknal (OR: 4.29; CI: 1.45-12,66) (Hsieh, 2003). A p53
mutaciok és az XRCC1 194 Trp/Trp illetve 280-as kodon His/His polimorfizmusok kozdtt nem
talalt szignifikans 6sszefliggést.

Egy kinai beteganyagon végzett vizsgalat szerint a 194-es kodon Arg/Trp heterozigotak,
¢s Trp/Trp homozigotak gyakoribbak voltak a szdjiiregi dagantos betegek kozott, mint az
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egészséges kontroll populacioban (Yang, 2007). Ennek éppen az ellenkez6jét talaltak Cao és
munkatarsai, 462 beteg elemzésével: itt a 194- es kodon Trp/Trp és Arg/Trp hordozoknal
csokkent kockazatot tapasztaltak az Arg/Arg tipussal szemben, a 399-es kodon polimorfizmusa
¢s a daganatkialakulds kockdzata kozott nem taldltak szignifikédns Osszefiiggést (Cao, 2006).
Sobti és munkacsoportja vizsgalata szerint a 399-es kodon GIn/GIn genotipus szignifikans
kockazatcsokkenéssel jart, €s az egyes alcsoportok elemzése pedig azt mutatta, hogy
dohdnyzoknal az Arg/Gln genotipus, mig alkoholfogyasztoknal a GIn/Gln varians bizonyult
inkabb protektivnek. (Sobti, 2007). Demokan és munkatarsai torok betegeket vizsgalva nem
talaltak kockdzatmodosito hatast egyik polimorfizmus esetében sem (Demokan, 2005).

Joval kevesebben vizsgaltdk az XRCCI allélek esetleges prognosztikus jelentdségét.
Harom vizsgélat szerint a 399Gln allélt kedvezd prognosztikus faktornak tekinthetjiik, ezt az
allélt hordozo szajliregi daganatos betegekben vagy a tulélés, vagy a recidiva kialakulsaig
terjedd iddtartam hosszabb volt, mint a 399 Arg allélt hordozokban (Geisler 2005, Gal 2005,
Shen 2003). Carles és munkatarsai viszont ugy talaltak, hogy a 399 Arg/Gln polimorfizmus
nem befolyésolja a fej-nyaki tumoros betegek prognézisat (Carles, 2006).

Amint a fentiekbdl lathatd, az XRCC1 gén polimorfizmusai esetén sem egyértelmiien
tisztazott az egyes allélek hatasa, illetve elképzelhetd, hogy ezek az allélpolimorfizmusok
kiilonb6zd népcsoportokban, illetve mas-mas karcinogén expozicionak kitett személyekben
eltérd modon fejtik ki hatasukat.

Jelen munkénkban a glutation-S-transzferaz M1 ¢és T1 metabolizal6 enzimek, a p53
tumorszupresszor gén és az XRCC1 DNS repair gén allélpolimorfizmusainak vizsgélatat tliztiik
ki célul, két igen komoly népegészségiigyi jelentéséggel bird daganatos betegség, a
kolorektalis-, valamint a fej-nyaki daganatok kapcsan. A vastag- ¢és végbéldaganatos
betegeknél a GSTM1, T1 és a p5S3 polimorfizmust, mig a fej-nyaki daganatos pacienseknél két
XRCCI polimorfizmust vizsgaltunk. Egyrészt arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy e két
fontos daganatos betegség kimenetelét befolydsoljak-e a vizsgalt polimorfizmusok,
hasznalhatok-e = prognosztikus markerként. Masrészt azt vizsgaltuk, hogy ezen
allélpolimorfizmusok befolyasoljak-e a daganatok kialakuldsanak kockazatat, vagyis prediktiv-
preventiv biomarkerekként alkalmazhatoak-e a betegségek megel6zésében, illetve fokozott

kockazatu személyek/csoportok azonositdsaban.
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II. CELKITUZESEK

e A GSTMI1 ¢és GSTT1 0/+ allélek megoszlasa kiilonbozik-e kolorektalis daganatos
betegek ¢és egészséges kontrollok kozott (befolyasoljak-e a GSTM1 és TI

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 és egészséges kontrollok kozott (befolyasolja-e a p53
72-es kodon Arg/Pro allélpolimorfizmusa vastag- és végbéldaganatok kialakuldsanak

kockézatat)?

e Kiilonbozik-e egymastol az egyes GSTMI1, GSTTI illetve p53 alléleket hordozo
kolorektalis daganatos betegek atlagos tulélése (befolyasoljak-e a vizsgalt
allélpolimorfizmusok a kolorektdlis daganatok prognézisat)? Kiilonbozik-e a vizsgalt

allélpolimorfizmusok hatasa a kiilonb6z6 stadiumban diagnosztizalt daganatok esetén?

e Az XRCCI1 194-es és 399-es kodon ¢s alléljeinek megoszlasa kiilonbozik-e fej-nyaki
daganatos betegek ¢és egészséges kontrollok kozott (befolydsoljak-e az XRCCI1

allélpolimorfizmusok a fej-nyaki daganatok kialakulasanak kockézatat)?

e Kiilonbozik-e egymastdl a kiillonb6zd XRCC1 alléleket hordozd fej-nyaki daganatos
betegek atlagos talélése (befolyasoljak-e a vizsgalt allélpolimorfizmusok a fej-nyaki
daganatok prognodzisat)? Kiilonbozik-e a vizsgélt allélpolimorfizmusok hatdsa a

kiilonb6z6 stadiumban diagnosztizalt daganatok esetén?
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III. ANYAGOK ES MODSZEREK

III. 1. A betegek kivalasztasa, klinikai hattér

Vizsgalatunk elsd részéhez (vastag- és végbéldaganatok) a Vas Megyei Markusovszky
Korhéaz (Szombathely) kolorektalis daganatos beteganyagat ¢s adatbazisat hasznaltuk fel.

A korhaz anyagabdl olyan pacienseket valasztottunk ki, akiknek mind szévetmintajuk,
mind a patologiai, mind az onkoldgiai vonatkozast adatai rendelkezésre alltak. A szovetmintak
daganatszovet formalinnal fixalt, paraffinba agyazott blokkjai, amelyeket a vonatkozo
intézmények patoldgiai osztalyainak archivumaibdl kerestiink ki. Patologiai hattérként a
attekintettiik, a vizsgalatbol kizartuk azokat a betegeket, akiknél a vastag- és végbéldaganatokat
valamely oOrokletes tényezd okozta. A betegeket a Dukes kritériumok (Dukes, 1932) alapjan
csoportositottuk, €és a kiilonb6zé Dukes szerinti stadiumokba sorolhat6 betegeket kiilon-kiilon
csoportokban vizsgaltuk. Az elemszdmokat ugy igyekeztiink meghatdrozni, hogy mindegyik
Dukes stadiumban értékelhessiik a vizsgalt polimorfizmusok tulélésre gyakorolt hatdsat:
csoportonként 50 beteget valasztottunk a vizsgélatba, kivétel a Dukes’ D stadiumu betegek
csoportja, ahol 32 beteget tudtunk bevonni.

Osszesen tehat 182 beteg anyagat dolgoztuk fel (50 Dukes’ A, 50 Dukes’ B, 50 Dukes’ C, és
32 Dukes’ D stadiumu beteg). A résztvevOk nem szerinti megoszlasa az alabbi volt: 127 férfi és
55 nd. A betegek atlag-életkora 63,4 + 6,4 év volt.

Szovettanilag valamennyi eset adenokarcindmanak bizonyult.

A betegek tulélésnek idejét az onkoldgiai gondozasi adatok alapjan allapitottuk meg.

A fej-nyaki daganatban szenvedd pacienseknél ugyancsak a Vas Megyei Markusovszky
Korhaz Onkologiai és Patologiai osztalyanak archivumdbodl szarmaznak. A vizsgalati mintak
formalinnal fixalt, paraffinba 4gyazott blokkok voltak. Szovettanilag planocellularis karcindma
az Osszes vizsgalt anyag. A TNM statusz alapjan az American Joint Committee on Cancer
(AJCC) ajanlasat nyomon kovetve S O0-IV stddiumokba soroltuk a pacienseket. E
stadiumbeosztas alapjan az egyes csoportokbol (SI, SII, SIII, SIV/A) 40-40 beteget

valasztottunk a vizsgalatba, mig az SIV/B csoportbol 29 beteget tudtunk azonositani. Az
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Osszesen 189 paciens koziil 163 volt férfi, mig a nék szama 26 volt. A betegek atlagos ¢letkora
57,6 £ 8,1 év volt. Az utankovetés tekintetében a dokumentalt id6szakon belil a talélés 1dot,

valamint exitaltaknal a halal idejét rogzitettiik.

A daganat-kialakulas kockazatara vonatkoz6 vizsgélatokhoz kontroll csoportként az
Osszehasonlitando daganatos betegcsoporthoz képest kor- €s nem szerinti 0sszetételét tekintve
statisztikailag szignifikéns 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 korhdz mas osztalyain fekvd, nem daganatos betegek koziil keriiltek ki.

I11. 2. DNS-izolalas

A szovetblokkokbol 10 um vastagsagli metszeteket készitettlink mikrotommal. A
metszeteket 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe helyeztilk. A kolorektalis mintdk esetében a
deparaffinalas a klasszikus xilolos metodikéaval tortént. A mintadkat kétszer 10 percig kezeltiik
xilollal, majd a xilol maradékat leszallo alkoholsorban tavolitottuk el (5 perc abszolut alkohol,
majd 5 perc 95%-os alkohol és végiil 5 perc 70%-o0s alkohol). Az alkoholt eltavolitottuk, a
37 °C-on egy ¢€jszakan at. A preparatumokat 10000 g-vel 5 percig centrifugéltuk. A feliilaszot
10 percig 95°C-on tartottuk, inaktivaland6 a proteinaz-K enzimet. A mintdkhoz 0,1 térfogat 3M
Na-acetat oldatot (pH 5,2) illetve 2,5-szeres térfogatu abszolut alkoholt adunk (mindegyik oldat
4 °C-os volt), majd éjszakéara -20 °C-on taroltuk. A kicsapodott DNS-t 70 %-os alkoholban
kétszer mostuk, majd TE-pufferben (10mM Tris-HCl-pH 8.0, ImM EDTA) felvettiik. A DNS
oldat tisztasagat 260/280 nm-en torténd fotometralassal ellendriztiik (1,8 feletti hanyados
esetén tekintettiik megfelelonek). A DNS tartalmu oldatot felhasznalasig -70 °C-on taroltuk.

A fej-nyaki daganat mintak esetében az oldoszerekkel valo munkat kikiiszobdlendd az
egyébként is egyszerlibb, Chan és munkatarsai altal modositott "forralasos" izolalasi technikat
(Chan, 2001) alkalmaztuk. Lényegileg itt xilolos kezelés helyett kiolvasztjuk a paraffint a fixalt
szovetbol. A metszeteket 200ul 50 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, és 0,5% Tween 20 (pH 8,5)
tartalmu oldatba helyeztiik. A csoveket mikrohullamu siitében, a legmagasabb fokozaton, 15
masodperces szakaszonként melegitettilk Osszesen 1,5 perc idOtartamig. A frakcionalt

melegitést a felforras elkeriilése miatt javasolt alkalmazni. Ezutdn a mintakat 10000 g-vel 10
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percig centrifugaltuk. A paraffin gylrti formajaban a csé faldra kicsapodik. A deparaffinalt

szovetet a kolorektalis daganatoknal leirt mddon kezeltiik tovabb.

I1I. 3. Genotipizalas

A genotipizalasokat minden esetben polimeraz-lancreakcion (PCR) alapulo
modszerekkel végeztik. A PCR-hez minden esetben PCR SuperMix (Invitrogen) elegyet
hasznaltunk, melynek Osszetétele az alabbi: 22 mM Tris-HCI (pH 8.4), 55 mM KCI, 1,65 mM
MgCl12, 220 uM dGTP, 220 uM dATP, 220 uM dTTP, 220 uM dCTP, 22 U Taq DNS
polimeraz/ml. A reakcioelegy 2,5 ul 1.1x PCR SuperMix-et, 22,5 ul vizet, 1 ul DNS-templat

oldatot és 0,75-0,75 ul primer-oldatot tartalmazott (a primerek végkoncentraciéja 10 mM volt).

p53 gén:
A p53 genotipizalas allélspecifikus PCR segitségével tortént, két csében parhuzamosan (18.
abra), ahol a 3’ primer mindkét csében ugyanaz volt, mas-méas 5’ primerrel.

3’ primer: GCAACTGACCGTGCAAGTCA és

5’ primerek, Arg varians: ATGCCAGAGGCTGCTCCCCG,

Pro varians: ATGCCAGAGGCTGCTCCCCC.

Amennyiben a primer nem teljesen komplementer a templattal, nem torténik amplifikacio.
Amplifikécio ezért abban a csében tapasztalhatd, ahol az 5° primer az utolsé bazis tekintetében
is komplementer a templat-szekvenciaval, illetve heterozigdtaknal mindkét csben.
A reakci6 paraméterei: 60 sec 95°C, 60 sec 60°C, 60 sec 72°C, 30 cikluson at. A képzddd 189
bp hosszusdgi terméeket 2%-os, ethidium-bromidot tartalmaz6 agardéz gélben torténd

elektroforézissel tettiink lathatova. (Murata, 1996).

GSTMI1 gén: primerek: 5'-GAA CTC CCT GAA AAG CTA AAG C-3',
3-GTT GGG CTC AAA TAT ACG GTG G-5".

A héprogram kezdeti denaturacidval indul, 94°C, 5 percig. Ezt kovetden 60 sec 94°C, 60 sec
61°C, 60 sec 72°C, 30 cikluson keresztiil. A program 10 perc 72°C-os elongacioval zarul.
GSTM1+ eseteknél 219 bp hosszisagh termék keletkezik, amit 1,5%-0s gélen vizualizalhatunk
(Teixeira, 2002).
GSTT1 gén: primerek: 5'-TT CC T TAC TGG TCC TCA CAT CTC-3/,

3'-TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA-5'".
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A PCR késziilek beallitasai: 4 percig 94°C kezdeti denaturacio, majd ezt kovetden 60 sec 94°C,
60 sec 66°C, 60 sec 72°C, 30 cikluson keresztiil. Termék itt is csak GSTT1+ esetekben
képzddik, ami 1,5%-o0s gélen vizsgalhato (Pemble, 1994).

Az XRCC1 gén varidnsait restrikcios fragment hosszusag-polimorfizmus (RFLP) modszerével

vizsgaltuk.

XRCC1 194-es kodon: primerek: 5'-GCC AGG GCC CCT CCT TCA A -3',

3'-TAC CCT CAG ACC CAC GAG T -5".
Kezdeti 2 perces denaturacié 95°C-on, utdna 35 ciklus a kovetkezdk szerint: 30 sec 94°C, 30
sec 57°C ¢és 45 sec 72°C. A PCR 7 perc 72°C-os elongécioval végzdédik. A reakcioban 485 bp
hosszu termék képzodik, amit enzimatikus emésztésnek vetettiink ald Pvull restrikcios
endonukledzzal (5 U enzim/minta, 12 6ran at). Pvull hasitdsi helyet csak a Trp varidns
tartalmaz, az emésztés soran egy 396 bp ¢és egy 89 bp hossziisagu fragment keletkezik. Ennek
megfelelden elektroforézis sordn (2%-o0s agar6z gélben) Arg homozigétaknal egy savot (485
bp), Trp homozigotaknal két savot (396 bp, 89 bp), heterozigotaknal értelemszeriien mind a
harom savot regisztralhatjuk (Xing, 2002) (19. abra).

XRCC1 399-es kodon: primerek: 5'-TTG TGC TTT CTC TGT GTC CA -3/,

3'- TCC TCC AGC CTT TTC TGA TA -5".
A PCR reakcio paraméterei: 5 perces denaturacio 94°C-on, ezt kdvetden 30 sec 94°C, 35 sec
61°C, és 45 sec 72°C-os ciklus 35-szor ismételve. Végezetiil 7-perces elongacio, 72°C-on. 615
bp hosszasagl termék képzddik, amit Mspl restrikcios endonukledzzal emésztettiink. Az Mspl
felismerési hely az Arg varianshoz kotott. Az inkubacié utdn 374 és 221 bp hosszasagu
fragment képzddik, mig a Gln allél Mspl hasitasi helyet nem tartalmaz (Lunn, 1999; Xing,
2002). Igy tehat 2%-os agaréz gélben torténd elektroforézis soran a Gln allélt hordozoknal 1, az
Arg allélt hordozoknal 2, mig heterozigotaknadl 3 sévot lathatunk.

A primereket a forrasként megjelolt kozleményekben megadott szekvencia alapjan Bio Basic
Inc. (Ontario, Kanada) szintetizalta, a restrikcidés endonukledzokat, a proteinaz K és a Taq
DNS-polimeraz enzimeket az Invitrogen Co.(Carlsbad, USA) szallitotta, a felhasznalt tobbi
vegyszert pedig a SIGMA-Aldrich Kft-tdl (Budapest) vasaroltuk.
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18. abra. p53 allél-specifikus PCR. A paronkénti amplifikédci6 a bal oldali lane-eknél az Arg, a

jobb oldali pedig a Pro allélre specifikus primerrel tortént. (1-es személy genotipusa:

homozigbta Arg, 2-es személy: heterozigdta, 6-os személy: homozigota Pro)

485 bp
396 bp

89 bp

19. abra. XRCCI 194-es kodon genotipizalas. Bal oldalon Trp-homozigéta, kdzépen Arg-

homozigobta, jobb oldalon pedig heterozigota személy genotipizalasanak elektroforetikus képe.

I11. 4. Statisztikai modszerek

Esélyhanyadost (OR) és 95% megbizhatdsagi tartomanyt (CI) az Epi Info for Windows
3.5.1 (CDC, Atlanta) program segitségével szamoltunk. A prognosztikus markerek
vizsgélatahoz a Kaplan-Meier féle tulélési gorbéket hasonlitottunk Ossze, tumor stadiumok
szerint csoportositva a populdcidt, a génstatusz tekintetében hasonlitottuk Ossze a talélési
gorbéket. A csoportok kozotti tulélési kiilonbségek vizsgalatat a log-rank és a Wilcoxon
tesztekkel végeztik. A gorbék rajzolasdhoz és a statisztikai paraméterek szamitasdhoz

ugyancsak az Epi Info for Windows programot hasznaltuk.
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IV. EREDMENYEK

IV. 1. 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 allélgyakorisdgokat az ugyanekkora, nem daganatos betegekbdl allo

kontroll csoport allélgyakorisagaival vetettiik 6ssze. Az eredményeket az V. tablazat mutatja.

Esetek Kontroll
OR, (95% Cl)
(n=182) (n=182)
GSTM1 + 70 (38,5 %) | 101 (55,5%)
0 112 (61,5 %) | 81 (44,5%) 2,00 (1,29-3,10)
GSTT1 + 119 (65,4%) | 136 (74,7%)
0 63 (34,6%) 46 (25,3%) 1,57 (0,97-2,53)

p53 Arg/Arg | 110 (60,4%) | 134 (73,6%)

Arg/Pro 62 (34,1%) | 42(23,1%) | 1,80 (1,10-2,94)

Pro/Pro 10 (5,5%) 6 (3,3%) 2,03 (0,64-7,00)

Pro-hordozok 72 (39,6) 48 (26,4) 1,83 (1,14-2,92)

(Arg/Pro +

Pro/Pro)

V. tablazat: p53, GSTM1 és GSTT1 genotipusok eléfordulasa az eset- €s a kontroll-csoportnal

(a statisztikailag szignifikans kiilonbségek aldhtizassal és vastagon szedett betiivel jelolve)
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A GSTMI null genotipus a daganatos betegek 61,5 %-anal fordult eld, mig a kontroll
csoportban csupan 44,5%-nal. A 0 genotipus tehat statisztikailag szignifikansan 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
kialakuldsanak kockazatat.

A GSTT1 allélpolimorfizmusokat vizsgalva, a null genotipus ardnya a daganatos
betegeknél 34,6%, a kontrolloknal pedig 25,3%. Ebben az esetben a kiilonbség statisztikailag
nem szignifikans (OR: 1,57; 95% CI: 0,97-2,53), de megkozeliti azt.

A p53 gén esetében az Arg/Arg homozigota allél eldforduldsi gyakorisagat
hasonlitottuk dssze az Arg/Pro heterozigota és Pro/Pro homozigota varidnsokkal. Heterozigdtak
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). A Pro/Pro homozigotak
gyakorisdganal az eltérés ugyan aranyaban jelentésebb (5,5% vs. 3,3%), de a kiilonbség a Pro-
homozigo6tak viszonylag ritka eléforduldsabol adodo kis esetszamok miatt statisztikailag nem
szignifikans (OR: 2,03; 95% CI: 0,64-7,00). Szokésos ilyen esetekben a Pro homo- és
heterozigotak egyiittes elemzése is, amely azt mutatja, hogy a Pro allél jelenléte statisztikailag
szignifikdnsan emeli a vastag- és végbéldaganatok kockazatat (OR: 1,83 95% CI: 1,14-2,92).

Az elemszamok nem tették lehetévé, hogy tovabbi alcsoportokra bontva elemezhessiik
az egyes allélpolimorfizmusok hatasat, igy tehat nem vizsgalhattuk példaul, hogy az elemzett
polimorfizmusok kockazatot befolyasol6 hatasa mindkét nemben egyforman érvényesiil-e,

modositja-e a hatdst az életkor vagy a daganat lokalizacioja (vastagbél — végbél).

IV. 2. A p53, GSTM1 és GSTT1 polimorfizmusok osszefiiggése a

kolorektalis daganatok klinikai lefolyasaval

Vizsgéalatunknak az el6z6 ponttdl fliggetlen kérdése volt, hogy a tanulményozott gének
allélpolimorfizmusai birnak-e prognosztikus értékkel a daganatos betegek szempontjabol,
befolyasoljak-e a betegek talélési esélyeit? Ekkor ugyanis a klinikus szamara is fontos
biomarkernek kell tekinteniink a vizsgalt genetikai polimorfizmusokat, amelyeket mar
figyelembe lehet/kell venni a terdpia meghatarozasanal.

A 20. abran a kolorektalis daganatban szenvedd betegcsoport tulélési gorbéit

abrazoltuk, Dukes stadiumok szerint szétbontva. Az utankovetést 45 honapig tudtuk folytatni.

37



Természetesen a talélési esélyek annal jobbak, minél korabbi stadiumban keriilt felismerésre €s
aztan kezelésre a daganat. Szamszerlien kifejezve, amig a Dukes’ A stddiumu betegek pontosan
80%-a €It a vizsgalat végén, addig a Dukes’ B stddiummal diagnosztizalt betegeknek csak
52%-a volt életben 45 honappal a kezelés megkezdése utan. Dukes’ C stadiumndl a helyzet
még rosszabb volt, 36%-os tuléléssel, mig a Dukes’ D stadiumu paciensek koziil senki sem élt
mar a megfigyelési periodus végén, ebben a csoportban az atlagos tulélési id6 7,1 honap volt. A
betegek tulélése a log-rank teszt alapjan is statisztikailag szignifikdns 0sszefliggést mutatott a

betegség stadiumaval (log-rank: 89,59; sz.f.: 3; p: 0,00015)

Ll Dukes’ A Dukes’ B Dukes’ C Dukes’ D

valosziniiség

1.0

0.9

53
—
T T
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0] 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Hoénap

20. abra: Kaplan-Meier féle tulélési gorbék, kolorektalis daganatoknal, Dukes stadiumok

szerint
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A kovetkezokben azt elemeztik, hogy van-e hatdsa a vizsgalt genetikai
polimorfizmusoknak a betegek talélésére. A vizsgalatban résztvevd betegeket a p53
polimorfizmus alapjan két csoportra osztottuk, Arg/Arg homozigétdkra, és a Pro allélt
hordozokra (akik lehettek homozigotak vagy heterozigétak), és e két csoport tulélési gorbéit
hasonlitottuk 6ssze. A Pro hetero- és homozigdtak Osszevonasa a pS3 72-es kodon Arg/Pro
polimorfizmusanal gyakori, és jelen vizsgalatunkban is azért keriilt rd4 sor, mert a Pro/Pro
homozigotak eléforduldsa kaukdzusi népességben alacsony, ezért 6ndllo elemzésiikre a kis
elemszamok miatt nem volt lehetéség. Amint a 21. dbra mutatja, az Arg/Arg homozigdtak
talélési esélyei statisztikailag szignifikansan jobbak, mint a Pro allélt hordozo résztvevokeé (log-

rank: 12,98; sz.f.: 1; p: 0,0003)

Tulélési p53 Arg/Arg 053 Pro

valésziniiség
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21. abra: Kaplan-Meier tulélési gorbék, kolorektalis daganatos betegek, p53 genotipusok

szerint csoportositva

Az Osszehasonlitast elvégeztiik a masik két polimorfizmus vonatkozaséban is (GSTM1
¢s GSTTI1), az eredményeket a 22-23. &brak mutatjak. Mindkét metabolizdld enzim

allélpolimorfizmusa befolydsolta a kolorektalis daganatok prognézisat, a + genotipusba
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tartozok tulélési esélyei jobbak voltak (GSTMI1: log-rank: 8,03; sz.f.: 1; p: 0,0046, GSTT1:
log-rank: 6,29; sz.f.: 1; p: 0,0122).

22. abra: Kaplan-Meier talélési gorbék, kolorektalis daganatos betegek, GSTM1 genotipusok

szerint csoportositva
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23. é4bra: Kaplan-Meier talélési gorbék, kolorektalis daganatos betegek, GSTT1 genotipusok

szerint csoportositva

A kovetkezOkben azt tisztaztuk, hogy az egyes allélpolimorfizmusok prognozist/talélést
befolydsold hatdsa egyforman érvényesiil-e a kiilonb6z0 stadiumt daganattal diagnosztizalt
betegekben, vagy pedig a prognosztikus érték az egyes stadiumokban eltéré lehet. Ehhez az
elemzéshez betegeinket Dukes stadiumok szerint csoportositva vizsgaltuk meg, hogy
tapasztalhato-e Osszefliggés a génstatusz és a t0lélési id6 kozott. A 24-27. abran a p53
allélpolimorfizmus fliggvényében mutatjuk be a talélési gorbéket, kiilon-kiilon az egyes Dukes
stadiumokra nézve. Amint az dbrdkon is lathatd, az Arg/Arg homozigotak prognozisa az A, C,
D stadiumban valamivel jobb, mint a hetero- vagy homozigota Pro genotipussal birdke, de
igazan jelentds, ¢és egyuttal statisztikailag is szignifikdns kiilonbség csak a Dukes’ B

stadiumban van. A statisztikai analizis értékeit az V. tdblazatba foglaltuk.
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24. abra: Dukes’ A stadiumut kolorektalis daganatos betegek ttlélési gorbéi, p53 genotipusok
szerint csoportositva.
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25. abra: Dukes’ B stadiumu kolorektalis daganatos betegek tulélési gorbéi, p53 genotipusok
szerint csoportositva.
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26. abra: Dukes’ C stadiumu kolorektalis daganatos betegek talélési gorbéi, pS3 genotipusok
szerint csoportositva.
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27. ébra: Dukes’ D stadiumu kolorektélis daganatos betegek tulélési gorbéi, p5S3 genotipusok
szerint csoportositva.

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

V. tablazat: Osszefiiggés a betegek tulélése és a p53 genotipusok kozott (log-rank teszt)

A 28-31. dbrdkon a GSTM1 0/+ genotipusok hatasat mutatjuk be Dukes’ stddiumonként, mig a

32-35. abrdk a GSTT1 allélpolimorfizmus stadium-specifikus talélési gorbéit tartalmazzak. A

statisztikai értékelés eredményeit a GSTMI1 polimorfizmusra vonatkozoan a VI., a GSTT1

polimorfizmusra pedig a VII. tabladzat mutatja.
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28. abra: Dukes’ A stadiumu kolorektalis daganatos betegek tulélési gorbéi, GSTMI1
genotipusok szerint csoportositva.
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29. abra: Dukes’ B stadiumu kolorektalis daganatos betegek tulélési gorbéi, GSTMI1
genotipusok szerint csoportositva.
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30. abra: Dukes’ C stadiumt kolorektalis daganatos betegek tulélési gorbéi, GSTMI
genotipusok szerint csoportositva.
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31. abra: Dukes’ D stadiumu kolorektalis daganatos betegek talélési gorbéi, GSTMI1
genotipusok szerint csoportositva.

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

VI. tablazat: Osszefiliggés a betegek ttlélése és a GSTM1 genotipusok kozott (log-rank teszt)
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32. abra: Dukes’ A stadiumu kolorektalis daganatos betegek talélési gorbéi, GSTT1
genotipusok szerint csoportositva.
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33. abra: Dukes’ B stadiumu kolorektalis daganatos betegek tulélési gorbéi, GSTTI1
genotipusok szerint csoportositva.
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34. abra: Dukes’ C stadiumu kolorektalis daganatos betegek tulélési gorbéi, GSTTI1
genotipusok szerint csoportositva.
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35. é&bra: Dukes’ D stadiumu kolorektalis daganatos betegek
genotipusok szerint csoportositva.

tulélési gorbéi, GSTTI

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

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

Amint az abrakbol €s a tdblazatokbol is lathatd, mind a GSTM1, mind a GSTT1 polimorfizmus

esetében is csak a Dukes’ B stddiumban volt statisztikailag szignifikans kapcsolat a genotipus

¢s a betegek tulélése kozott. Kisebb mértékii, statisztikailag nem szignifikdans hatds

tapasztalhaté volt a tobbi Dukes’ stddiumban is, az A és D stddiumokban gyengébben, mig a C

stadiumban valamivel er6sebben.
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IV. 3. 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 befolydsoljak-e a fej-nyaki daganatok kialakuldsanak
kockazatat, 189 tumoros beteg allélmegoszlasait vetettilk 0ssze ugyanannyi daganatmentes

kontroll személy allélmegoszlasaival. Az eredményeket a VIII. tablazat mutatja.

Esetek (108) | Kontroll (102) | OR, (95% Cl)
Arg194Arg 169 (89,4%) | 155 (82,0%)
0,55
Arg194Trp 18 (9,5%) 30 (15,9%)
(0,28-1,07)
0,46
Trp194Trp 2 (1,1%) 4 (2,1%)
(0,04-3,26)
Arg194Trp+ 0,54
20 (10,6%) 34 (18,0%)
Trp194Trp (0,71-1,01)
Arg399Arg 79 (41,8%) 104 (55,0%)
1,65
Arg399Gin 89 (47,1%) 71 (37,6%)
(1,05-2,59)
1,97
GIn399GiIn 21 (11,1%) 14 (7,4%)
(0,89-4,40)
Arg399Gin+ 1,70
110 (58,2%) 85 (44,9%)
GIn399GIn (1,11-2,61)

VIIIL. tablazat: XRCC1 Argl94Trp ¢és Arg399GIn genotipusok eléforduldsa az eset- €és a

kontroll-csoportnal (a statisztikailag szignifikans kiilonbségek alahuzéssal és vastagon szedett

betlivel jelolve)
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Az XRCC1 194 polimorfizmusnal Arg/Arg homozigotakat a vizsgélt betegek 89,4%-ndl, mig a
kontrollok 82,0%-nal talaltunk. Heterozigétak a daganatos csoportban 9,5%-ban, a kontroll
csoportban 15,9%-ban fordultak eld, mig a Trp/Trp homozigdtak gyakorisiga a fej-nyaki
daganatos betegek kozott 1,1%, a kontrolloknal pedig 2,1% volt. 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 XRCCI 399 polimorfizmus esetében Arg/Arg varidnst a daganatos személyek 41,8%-nal
regisztraltunk, ugyanezen arany a kontrollok esetében 55,0% volt. Heterozigdta volt a tumoros
paciensek 47,1%-a és a tumormentes kontrollok 37,6%-a. A Gln/Gln homozigotak eléfordulasa
a daganatos esetek kozott 11,1%, mig a kontrolloknal 7,4% volt. A Gln allél statisztikailag
szignifikansan (OR: 1,70; 95% CI: 1,11-2,61) gyakoribb volt a daganatos betegeknél, mint a

kontrolloknal, vagyis jelenléte a fej-nyaki daganatok kialakulasanak kockézatat fokozza.

IV. 4. Az XRCC1 polimorfizmusok osszefiiggése a fej- nyaki

daganatok prognozisaval

Kovetkezd célként e daganatnal is szerettlink volna valaszt kapni arra a kérdésre, hogy a
vizsgalt allélpolimorfizmusok mennyiben befolyéasoljék a fej-nyaki daganatos betegek tulélését.
Elséként a 36. abran a kiilonb6zé onkoldgiai stddiumokhoz tartozd talélési mutatokat
illusztraljuk. Az SI stddiumban diagnosztizalt betegek 72,5%-a ¢élt 60 honap multan. SII
stadiumnal 37,5% volt az 6téves tulélés ardnya, ami 27,5%-ra csokkent, ha SIII stddiumban
kertilt felfedezésre a betegség. Az SIVA stadiumu csoportnal a pacienseknek minddssze 7,5%-
a, az SIVB stadiumu paciensek koziil pedig senki sem €It 60 honappal a diagnézis felallitasa
utan. A statisztikai értékelés is megerdsiti a jol ismert Gsszefliggést a betegség stadiuma €s a

tulélés hossza kozott (log-rank: 103,76; sz.f.: 4; p:0,00032).
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36. abra: Kaplan-Meier tulélési gorbék, fej- nyaki daganatos betegek, stadiumok szerint

csoportositva

A két vizsgalt XRCC1 polimorfizmus hatasat kiilon-kiilon az 37-38. dbrdk mutatjak.
Eszerint az Argl94Trp polimorfizmus statisztikailag szignifikdnsan befolyasolja a betegek
talélését, az Arg/Arg homozigotdk 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 homozigétak tulélési esélyei voltak jobbak, a Kaplan-Meier gorbe a 7. honaptol
kezdve végig a Gln allélt hordozé (a GIn/Gln homozigéotikat és az Arg/Gln heterozigotakat
Osszevontuk) csoport gorbéje felett fut, de a kiilonbség nem bizonyult statisztikailag

szignifikansnak (log-rank: 3,52; sz.f.: 1; p:0,0606).
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37. abra: Fej-nyaki daganatos betegek tulélési gorbéi, XRCC1 Argl94Trp genotipusok szerint

csoportositva.
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38. abra: Fej-nyaki daganatos betegek tulélési gorbéi, XRCC1 Arg399GlIn genotipusok szerint

csoportositva.

A tovabbiakban az egyes allélpolimorfizmusok hatasat stddiumonként elemeztiik. A 39-43.
abrakon az XRCCl1 194, a 44-48. ébrédkon pedig az XRCC1 399 polimorfizmusokra kapott
stadium-specifikus Kaplan-Meier gérbéket mutatjuk be, mig a statisztikai elemzés eredményei
a IX. és a X. tablazatokban lathatok. Mindkét polimorfizmusnal statisztikailag szignifikans
hatast talaltunk az SIII alcsoportban, mig a tobbi stddiumban a genotipusoknak nem volt

szignifikans prognosztikus értéke.
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39. abra: SI stadiumu fej-nyaki betegek tulélési gorbéi, XRCC1 Arg194Trp genotipusok szerint

csoportositva.
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40. abra: SII stadium fej-nyaki betegek tulélési gorbéi, XRCC1 Argl194Trp genotipusok

szerint csoportositva.
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41. abra: SIII stadiumu fej-nyaki betegek ttlélési gorbéi, XRCC1 Argl94Trp genotipusok

szerint csoportositva.
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42. dbra: SIVA stadiumu fej-nyaki betegek tulélési gorbéi, XRCC1 Argl194Trp genotipusok

szerint csoportositva.
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43. abra: SIVB stadiumu fej-nyaki betegek tulélési gorbéi, XRCC1 Argl94Trp genotipusok

szerint csoportositva.

Stadium log-rank sz.f. p

I 0,07 1 0,7943
Il 0,99 1 0,3211
[l 3,92 1 0,0477
IVA 1,02 1 0,3117
VB 1,85 1 0,1741

IX. tablazat. Osszefiiggés a betegek tulélése és az XRCC1 Argl194Trp genotipusok kdzott (log-
rank teszt)
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44. dbra: SI stadiumu fej-nyaki betegek talélési gorbéi, XRCC1 Arg399GIn genotipusok szerint

csoportositva.
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45. abra: SII stadiumu fej-nyaki betegek tulélési gorbéi, XRCC1 Arg399GlIn genotipusok

szerint csoportositva.
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46. abra: SIII stadiumu fej-nyaki betegek ttlélési gorbéi, XRCC1 Arg399Gln genotipusok

szerint csoportositva.
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47. abra: SIVA stadiumu fej-nyaki betegek tulélési gorbéi, XRCC1 Arg399GIn genotipusok

szerint csoportositva.
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48. abra: SIVB stadiumu fej-nyaki betegek tulélési gorbéi, XRCC1 Arg399GlIn genotipusok

szerint csoportositva.

Stadium log-rank sz.f. p

I 0,04 1 0,8492
1 1,42 1 0,2341
[l 4,42 1 0,0355
IVA 2,05 1 0,152
VB 0,24 1 0,626

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

rank teszt)
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V. MEGBESZELES

A primér daganatprevencio régi torekvése, hogy modszereket dolgozzon ki a fokozott
kockazatii személyek/csoportok azonositadsara, mert az ¢ esetiikben kiilondsen fontos, hogy
minden rendelkezésre allo lehetdséget igénybe vegylink, amellyel a daganat-kialakulés
kockazatat mérsékelni lehet. A fokozott kockdzat egyrészt lehet kiilsd eredetli, valamilyen
foglalkozasi vagy kornyezeti karcinogén expozicio, illetve ¢életmoddal kapcsolatos
daganatkeltd tényezOk jelenléte. Szamos epidemiologiai vizsgalat foglalkozott mar a
karcinogén expoziciok jellemzésével, csokkentésiik lehetdségével. Mésrészt viszont a daganat-
kialakulas kockazatat genetikai tényezOk is befolyasoljadk. Az Ordkletes daganatokat és
daganatos szindromakat mar viszonylag régota ismerjlik, hiszen feltlind, hogy egy-egy
csaladon mintegy ,,végigvonul” egy sulyos betegség. Eppen ezért az 6rokletes daganatokért
felelds géneket is hamar elkezdték vizsgalni, és ezek tilnyomo részét mara sikeriilt is
azonositani. Kevésbé ismert viszont az ugynevezett alacsony penetranciaju genetikai tényezok
csoportja, vagyis azok a genetikai faktorok, amelyek a daganat-kialakulds kockazatat csak
kisebb mértékben befolyasoljak. Az el6z6 csoporttal ellentétben itt nem a ,,betegség”, hanem
sokkal inkabb a ,tulajdonsag” kifejezés a helyénvalo, jol ismert példaval illusztralva ezt:
Kozismert, hogy a vilagos bdrii emberekben fokozottabb a bérrak vagy a melanoma malignum
kockazata a sotétebb borliekhez képest, de a vildgosabb borszint mégsem betegségként

tekintjiik, hanem normalis (egészséges) variansnak, tulajdonsagnak.

Vizsgalatunk elsé része a fent koriilirt alacsony penetrancidju genetikai tényezok
csoportjabol célozta meg néhany ilyen allélpolimorfizmus szerepének tisztazasat. A
kolorektélis daganatok kialakuldsanak kockazatat feltehetden befolyasold tényezok koziil a p53
tumor szuppresszor gén 72-es kodon Arg/Pro polimorfizmusat vizsgaltuk, illetve két Il-es
fazisu (azaz detoxifikalo) metabolizalo enzim (a GSTM1 és a GSTT1) allélpolimorfizmusainak
hatasat elemeztilk. A p53 polimorfizmusnak tobb vizsgalat szerint van rizikobefolyéasolo
hatésa, mégpedig valosziniileg a Pro allélt hordozok kockazata magasabb. Més szerzOk ezeket
az eredményeket nem tudtak megerdsiteni, aminek szamos oka lehet. A kiilonbozd kisérleti
elrendezés, az esetszamok kiillonbozdsége, a kiilsd karcinogén expoziciok, ¢letmddi tényezdk
eltérése, illetve tovabbi genetikai kiilonbségek. Az alacsony penetrancidju genetikai
tényezdkkel kapcsolatban nem ritka, hogy az egyik népességben vizsgélva talalunk hatést, mig

egy mas népcsoportban nincs (vagy eltéré mértékil) a hatds. Mivel szdmunkra a magyar
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lakossag daganatos haldlozasanak csokkentése a cél, éppen ezért meg kellett vizsgalnunk a p53
72-es kodon allélpolimorfizmusénak hatdsat a kolorektalis daganatok kockdzatara a magyar
népességben. Eset-kontroll vizsgalatunkban kolorektalis daganatos betegek allélmegoszlésait
vetettilk 0ssze nem daganatos kontroll személyek allélgyakorisagaival. Eredményeink szerint a
magyar népességben (ill. pontosabban korhdzunk beteganyagat illetéen) a p53 Pro allél
jelenléte statisztikailag szignifikansan fokozta a vastag- és végbéldaganatok kialakuldsanak
kockazatat (OR: 1,83; 95% CI: 1,14-2,92). Sajat eredményeink tehat azokat a vizsgalatokat
tamasztjak ald, amelyek Osszefliggést taldltak a p53 72-es kodon polimorfizmusa ¢és a
kolorektalis daganatok kockézata kozott. Egy hazai vizsgalat pedig a gyomornyalkahartyan az
intestinalis metapldzia el6forduldsat elemezve talalt Osszefliggést a pS5S3 72-es kodon
genotipusaval (Széke, 2009). Vizsgalatunk elemszama nem volt kiemelkedéen magas, de
elégséges volt ahhoz, hogy a kockazatemeld hatast megitélhessiik. Nem allt mar mdédunkban
viszont a résztvevOkbol tovabbi alcsoportokat képezni, hogy példaul mas tényezokkel vald
kolcsonhatasokat vizsgalhassunk, de ez nem is volt a jelen munka célja. Hosszabb tavon
azonban, a résztvevok szdmanak emelésével elérhetd, hogy ennek az allélpolimorfizmusnak a
hatasat alaposabban megismerjiik, és olyan célcsoportokat azonositsunk, akiknek a kockazata
jelentésen magasabb az atlagnal. Eredményeink 6sszhangban vannak a kordbban mar emlitett
kisérleti adatokkal, miszerint a Pro varianst p53 fehérje apoptozist indukald hatdsa valamivel
gyengébb. Ennek kdvetkeztében kissé megndhet a valosziniisége annak, hogy karosodott DNS-
allomanyu sejtek ,,megmenekiiljenek” az apoptdzisbol, és esetleg daganat-kialakulas alapjat

képezhessék.

A két glutation-S-transzferdz polimorfizmusnal egyértelmiien a 0 genotipus
kockazatemelO hatasat feltételeztiik, hiszen ez a detoxifikald kapacitas csokkenésével jar. A
kérdés az volt, hogy ilyen esetben mas Il-es fazisi metabolizal6é enzimek képesek-e a kiesett
detoxifikalo kapacitast teljes mértékben potolni/kompenzalni vagy sem. A GSTMI1 0 genotipus
esetében statisztikailag szignifikans rizikoemeld hatast talaltunk (OR: 2,00; 95% CI: 1,29-
3,10), mig a GSTT1 O genotipusndl 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 GSTMI1
polimorfizmusra vonatkozd eredmények teljes mértékben megerdsitik a korabbi hasonld, mas

magyarorszagi régioban végzett vizsgalat kovetkeztetéseit (Kiss, 2004).

A fentiekkel elvi alapon megegyezd eset-kontroll vizsgalatot végeztiink fej-nyaki
daganatoknal az XRCC1 DNS-reparaciés gén két allélpolimorfizmusénak tanulmanyozasara. A

rendelkezésre allo irodalmi adatok e polimorfizmusok tekintetében sem voltak egyértelmiiek,
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tehat sziikségesnek tartottuk a magyar népességbdl szarmazo mintan sajat vizsgalatot végezni.
Statisztikailag szignifikdns (OR: 1,70; 95% CI: 1,11-2,61) hatast az Arg399GIln
polimorfizmusndl talaltunk, a ,high-risk” allél a GIn allél volt. Az Argl94Trp
polimorfizmusnal a Trp allél ritkabban fordult elé daganatos betegek kozott, mint a kontroll

csoportban, de a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikdns (OR: 0,54; 95% CI: 0,71-1,01).

A DNS reparaciés enzimek, illetve az ezeket kodolo gének jelentdsége a daganat-
kialakulds kockézatanak befolydsolasaban elméletileg egyszerlien magyardzhatd. Minél
aktivabb, gyorsabb, hatékonyabb a repair, anndl kisebb az esélye rdgziilt mutacid
kialakulasdnak a malignus transzformacid6 szempontjabol kulcsfontossagi génekben
(onkogének, tumor szuppresszor gének), ezért ilyenkor a tumoros kockazatnak alacsonyabbnak
kell lennie. Mivel az XRCCI1 polimorfizmusok jelen ismereteink szerint befolyasoljadk a DNS
reparacios kapacitast (Wang, 2003, Masson 1998, Duell, 2000, Tuimala, 2002, Abdel-Rahman,
2000), ennek tudhatd be hatasuk a daganat-kialakulds kockdzatara. Az Arg399Glin
polimorfizmussal kapcsolatban az eredmények eléggé egyontetiek, az Argl94Trp
polimorfizmusndl mar ellentmondasosak, bar valosziniibb, hogy ennek a polimorfizmusnak a
gyakorlati hatdsa gyengébb, vagy bizonyos daganatok vonatkozésdban nem is befolyasolja a
kialakulas kockazatat. Sajat eredményeink is azt mutatjak, hogy a hazai népességbdl szarmazo

mintan az Arg399GIn polimorfizmus rizikomddosité hatasa mutathato ki.

Az eddigi eredmények demonstraljak, hogy a daganatmegeldzésben figyelembe lehet,
sot figyelembe kell venni a genetikai tényezdket is. Vizsgalatunkban 1,7-1,8-2-szeres
kockazatkiilonbségeket taldltunk a tanulméanyozott allélpolimorfizmusoknak betudhatoan.
Tovéabbi molekularis epidemioldgiai vizsgéalatok szerint ezek a kockazatkiilonbségek tovabb
nonek, ha tobb alacsony penetranciaji genetikai tényezot egymassal vald kdlcsonhatasdban
vizsgéalunk, avagy a genetikai tényezOk hatasat kornyezeti expoziciokkal egyiitt elemezziik. Az
altalunk vizsgalt daganattipusok a magyarorszagi daganatos haldlozasi rangsorban ,el6keld”
helyen talalhatok, tehat népbetegségnek tekinthetjiik Sket. Eppen ezért minden lehetdséget meg
kell ragadni, hogy a nemzetkdzi Osszehasonlitasban is nagyon magas mortalitast
csokkenthessiik, aminek leghatékonyabb és legkoltségkimélobb modja a primér prevencio. A
XXI. szdzadban a primér prevencionak is alkalmaznia kell a modern molekularis genetika
modszereit, és ezek figyelembe vételével kell 1 stratégidkat kidolgoznia. Ebbe az irdnyba
mutatd Iépést tettlink meg vizsgalatunkkal, ami hozzasegithet a fokozottabb kockazata

csoportok azonositdsahoz, hogy ezaltal a prevencio teriiletén rendelkezésre allo anyagi €s
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személyi erOforrasokat oda O0sszpontosithassuk, ahol a legnagyobb sziikség van arra, és ahol

egyuttal a leghatékonyabban lehet azokat felhasznalni.

Ahogy az imént emlitettiik, a daganatos mortalitds tartds ¢és koltséghatékony
csokkentése elsdsorban a primér prevencioval valosithatd meg. A primér prevencid
fejlesztésének eredményei azonban nem azonnal jelentkeznek, hanem j6 néhany éves
»latenciaid6” mulva. Részben egyébként ez is az oka a primér prevencio
alulfinanszirozottsaganak, hiszen politikailag rovid tdvon nem kifizet6d6 olyan beruhdzasokba
fektetni, amelyek csak hosszabb id0 mulva tériilnek meg. A gyakorlat szdmara ez a
»latenciaidd” viszont azt jelenti, hogy olyan modszereket is keresni és fejleszteni kell, amelyek
mar azonnal érezhetden csokkentik a daganatos haldlozasokat. Ez egyrészt a szlirdvizsgalatok
kiterjesztésével, hatékonysaganak fokozasaval érhetd el, illetve leggyorsabban pedig a terapia
sikerességének novelésével juthatunk eredményekhez. Ez utdbbi teriiletre vonatkozodan
probaltunk koncentralni a dolgozat masodik részében ismertetett vizsgalatainkkal. Mindkét
vizsgalt daganattipus vonatkozdsaban azt elemeztiikk, hogy a tanulmanyozott genetikai
polimorfizmusok befolyasoljak-e a kolorektalis- illetve a fej-nyaki daganatok prognézisat. Ha
sikertil 0j, fliggetlen prognosztikus markereket talalni, azzal ugyanis a terdpia hatékonysagat

nagy mértékben eldsegitjiik.

Mig az alacsony penetrancidji genetikai tényezdket — vagy mas megnevezéssel egyéni
érzékenységi tényezoket — kiilondsen az utdbbi évtizedben nagyon sokan vizsgaltak a daganat-
kialakulas kockazata szempontjabol, prognosztikus faktorként joval kevesebb adat all
rendelkezésre. A GSTM1 és GSTT1 polimorfizmusok azért kindlnak jo lehetdséget ezekre a
vizsgalatokra, mert a 0 és + genotipus kozott oridsi kiillonbség van: az egyik esetben van
mukodoképes enzim, a masikban pedig nincs. Sajatos esete ezeknek a vizsgalatoknak, amikor a
metabolizald enzimek polimorfizmusait orokletes kolorektalis daganatok prognozisat
befolyasold tényezdként elemzik. Ez epidemioldgiai szempontbdl azért kedvezd, mert igy
relative homogén betegcsoportot tanulmanyozhatunk, ellentétben a sporadikus daganatok
mogott allo sokféle és hosszu ideig hatd oki tényezével. Erdekes, és jol illusztralja az ilyen
jellegli molekularis epidemiolégiai vizsgalatok nehézségeit, hogy még ilyen esetben is jelentds
eltérés van az egyes kozlemények altal publikélt eredmények kozott. Felix és mtsai példaul agy
talaltak, hogy HNPCC-ben szenvedd betegeknél a férfi 0 genotipusuak (GSTMI1 és GSTT1)
kozott haromszor gyakrabban manifesztalodott a betegség mar fiatal korban, mint a +

genotipusuaknal (Felix, 2006). Ezzel ellentétben Jones és mtsai nem talaltak ilyen kiilonbséget
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(Jones, 2004), illetve hasonloképpen negativ eredményt adott Talseth ¢és mtsai vizsgalata

(Talseth, 2006).

Sporadikus tumorokat illetden vizsgaltdk példaul az elérehaladott stddiumban levd
betegek esetén egyes allélpolimorfizmusok prognosztikus értékét. SFU/oxaliplatin terapiat
kapod eldrehaladott stddiumban levé kolorektalis daganatos betegeknél Stoehlmacher és mtsai
semmi Osszefliggést nem talaltak a GSTM1 ¢és GSTTI1 polimorfizmusokkal, holott a GST
enzimek részt vesznek a platinaszarmazékok inaktivaldsaban (Stoehlmacher, 2002,
Stohelmacher, 2004). Holley és mtsai is vizsgaltdk tobbek kozott a GSTM1 polimorfizmusok
prognosztikus, értékét, és eredményeik szerint a 0 genotipus jelentett kedvezd prognozist
(kiilondsen a GSTM3 AA genotipussal kombindcidban), illetve tovabbi kedvezo jel volt, hogy
a koraibb stddiumban diagnosztizalt betegek kozott gyakoribb volt a GSTM1 0 genotipus, mint
az eldrehaladott betegséggel diagnosztizalt személyekben (Holley, 2006).

Sajat vizsgalatunkban az allélpolimorfizmusok prognosztikus értékét az egyes
stddiumokban kiilon-kiilon is vizsgaltuk, és az eredmények azt mutatjak, hogy valdban ez a
hatds stadiumspecifikus. Korhazunk beteganyaga alapjan a prognosztikus érték Dukes’ B
stadiumban statisztikailag szignifikans, mindkét metabolizalé 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 honap),
mig a + genotipust csoportban még 45 honap mulva is a betegek tobb, mint fele életben volt. A
korai illetve a késéi stddiumban nem talaltunk jelentds kiilonbségeket, a korai stddiumban 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 aldl. Sajat vizsgalatunkban mindkét metabolizald enzimnél a +

genotipus volt kedvezd prognosztikus jel.

Eredményeink hasonldak voltak a p53 allélpolimorfizmusnal is. Itt is a Dukes’ B
stddiumnal szamitott igazan a p53 genotipus prognosztikus jelentdsége (25. dabra).
Eredményeink szerint a Pro allélt hordozdk progndzisa volt rosszabb. Ez ellentétben all
varakozasainkkal, mivel a Pro allél rendelkezik gyengébb apoptotikus hatassal, vagyis az
Arg/Arg homozigota daganatsejtek feltehetden jobban reagalnak a DNS-kdrositason alapuld
citosztatikus terdpidra. Tovabbi vizsgalatokat igényel az eredmények molekuléris szintli

magyarazata, illetve a gyakorlat szempontjabol pedig érdekes lenne megvizsgalni, hogy a
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kiilonbozo kezelési séméakban milyen eltérések vannak a p53 72-es kodon polimorfizmusanak

prognosztikus értékét illetden.

A fej-nyaki daganatokndl egy gént, a DNS reparacids gének kozé tartoz6 XRCC1 gént
vizsgaltunk. Elméletileg itt is a gyengébb repair kapacitas lenne a kedvezd prognosztikus jel,
hiszen ezek a sejtek valoszinlileg érzékenyebbek a citosztatikus terapiara. Quintela-Fandino és
mtsai 103 elérehaladott stadiumt beteg vizsgalataval azonban ugy taldltak, hogy a Gln allél
(Arg399GIn polimorfizmus) jelenti a kedvezdtlenebb prognoézist. Hasonld eredményeket
kaptunk sajat vizsgalatunkban, de nem az eldrehaladott stddiumu betegeknél, hanem SIII

stadiumban.

Prognozissal illetve taléléssel kapcsolatos vizsgalataink talan legfontosabb
megallapitdsa, hogy az elemzett allélpolimorfizmusok prognosztikus értéke mind a
kolorektalis, mind a fej-nyaki daganatok esetén nem az elérehaladott stadiumua betegeknél,
hanem a korai és az eldérehaladott stddiumok kozotti ,,atmeneti” csoportokban a legmagasabb.
Az irodalomban megjelent, amtgy is kevés hasonld jellegli vizsgalatban feltehetden azért van
viszonylag kevés pozitiv eredmény, mert vagy stadium-csoportositas nélkiil, a daganatos
betegek Osszességére, vagy — ¢és ez a gyakoribb — az elérehaladott stadiumu betegekre
koncentralva végezték azokat. Adataink szerint viszont elsésorban a Dukes’ B (kolorektalis)
illetve az SII (fej-nyaki) stddiumid daganatok esetén lenne igazdn fontos ezen

allélpolimorfizmusok alkalmazasa fiiggetlen prognosztikus markerként.
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Vizsgalatainkban igazoltuk, hogy a magyar népességben egyes alacsony penetrancidju
genetikai tényezok befolyasoljdk a sporadikus kolorektalis ¢és fej-nyaki daganatok
kialakulasanak kockazatat. Ugyancsak igazoltuk, hogy ezek a tényezdk daganatos betegekben
prognosztikus faktorok, mégpedig elsdsorban Dukes’ B illetve SIII stadiumban. Fontosnak
tartjuk, hogy a jovOben ezen allélpolimorfizmusok vizsgdlata megtorténjen a kolorektalis
daganatos betegekben, hogy ezzel is kiegészitsiik a jelenleg alkalmazott prognosztikus
markerek sorat. A prevencids célu genotipizalasok egyeldre anyagi korlatok — és etikai
megfontolasok — alapjan még tavolabbi lehetdségnek tlinnek, de itt is torekedni kell miel6bbi
alkalmazasukra. A fenti eredmények eldrevetitik olyan kedvezdtlenebb prognozisu alcsoportok
elkiilonitésének lehetdségét a kozépsulyos stddiumoknak megfelelden, amelyeknek

crer

tervezési konzekvenciaival egyiitt.

Egyértelmiien bebizonyosodott, hogy az altalunk vizsgalt allélpolimorfizmusoknak
prognosztikus értéke van, amit néhany eddigi vizsgalat azért nem talalt meg, mert a
prognosztikus érték csak bizonyos stddiumban levd betegség esetén kimutathatd. A fentiek
alapjan vizsgalataink szerves folytatdsa, hogy még tobb olyan prognosztikus markert talaljunk,
amelyek pontosan a terédpia szempontjabdl kritikus stadiumokban adhatnak tovabbi segitséget a
varhatd progndzis megitéléséhez. A szoba johetd, nagy szamu polimorfizmus koziil az eddigi
eredményeink alapjan logikus, a kozeljovében elsdsorban tovabbi metabolizalé enzimek,
illetve a DNS repardcioban részt vevd mas enzimeknek a genotipizalasaval folytassuk a

megkezdett munkat.

A fenti tipusu vizsgélatok a jovében talan elvezetnek benniinket a pontosabb egyéni

rizikobecsléshez ¢és a valoban individualizalt terapiahoz.
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VI. OSSZEFOGLALAS, SAJAT EREDMENYEK

A disszertaci6 alapjat képezé munkaban két, Magyarorszdgon gyakori, és a daganatos
haldlozashoz jelentés mértékben hozzdjaruld daganattipus, a fej-nyaki és a kolorektalis
daganatok egyes kockazati tényezdit, illetve prognosztikus markereit vizsgalatuk.

A kockdzati tényezOk szerepe a primér prevencioban fontos, ismeretiik ¢és
kikiiszobolésiik hozzajarul a daganat-incidencia csokkentéséhez. A genetikai rizikotényezok
természetesen nem megvaltoztathatok, de ismeretik azért fontos, mert segitségiikkel
azonosithatok a fokozottan veszélyeztetett csoportok, akiknél kiilonosen fontos a kdrnyezeti
kockazati tényezok elkeriilése, illetve példaul kemoprevenci6 alkalmazésa.

A prognosztikus faktorok a terapia megvalasztasdban adhatnak segitséget, hiszen hat
varhatdéan agresszivebb, rosszindulatubb folyamattal allunk szemben, akkor agresszivebb,
hatékonyabb terapidra van sziikség, annak az aran is, hogy a mellékhatdsok sulyosabbk
lesznek, toxikusabb, megterheldbb lesz a kezelés. Természetesen jO prognozis esetén sokkal
inkabb tudunk vigyazni arra, hogy ne okozzunk panaszokat a betegnek magaval a kezeléssel.
Ha a daganat igen korai, vagy mar nagyon elérehaladott stddiumban van, akkor a prognosztikus
markerek jelentésége nem olyan nagy, mint a két széls6ség kozotti allapotban. Az eldbbi
esetben a prognézis altaldban nagyon jo, az utdbbiban pedig sajnos meglehetésen rossz. Az
altalanossag szintjén tulmend, finom, egyéni prognosztikus markereknek a koztes
stadiumokban van nagyon nagy szerepe, ahol valoban komoly dontések alapulhatnak ezen
markerekre.

Vizsgéalatainkban ugynevezett alacsony penetrancidjii genetikai tényezOk szerepét
probaltuk meg tisztdzni, mind kockazati, mind pedig prognosztikus markerekként. Arra a
kérdésre kerestilk a valaszt, hogy bizonyos alléleket hordozé személyeknél magasabb-e a
daganatkialakulas kockézata, illetve ha daganat alakul ki, akkor rosszabb vagy jobb-e¢ a
betegség prognozisa.
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VI. 1. Sajat eredményeink, a célkitiizésekben felsoroltaknak megfeleléen az
alabbiak

e A GSTMI1 0 genotipust személyek vastag- és végbélrak kockazata statisztikailag
szignifikdnsan magasabb, mint a GSTMI1 + genotipusuaké (OR: 2,00; 95% CI: 1,29-
3,10), a GSTT]1 esetén nem talaltunk szignifikans kiilonbséget.

e A p53 Pro allélt hordozo személyek kolorektalis daganatos kockéazata szignifikdnsan
magasabb volt, mint az Arg/Arg homozigétaké (OR: 1,83 95% CI: 1,14-2,92).

e A p53 Pro allél nemcsak a daganatkialakulds kockazatat fokozta, hanem kolorektalis
daganatos betegekben a kedvezdtlenebb prognozis 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
1dok 6sszehasonlitdsaban: GSTMI1 log-rank: 8,03; sz.f.: 1; p: 0,0046, GSTT1 log-rank:
6,29; sz.f.: 1; p: 0,0122). Mindharom genotipust vizsgalva a prognosztikus értékek a
Dukes B stadiumban volt a legnagyobbak (V-VII. tablazat).

e Fej-nyaki daganatok kockéazatat vizsgalva, az XRCC1 194-es kodon polimorfizmusa
nem bizonyult szignifikans kockazati tényezOnek, viszont a 399-es kodon
polimorfizmusédnal a GlIn allél jelenléte statisztikailag szignifikansan fokozta a
daganatkialakulas kockazatat (OR: 1,70; 95% CI: 1,11-2,61).

e A daganat progndzisa rosszabb — tehat az atlagos tilélés rovidebb — volt, ha a betegek
az XRCCl1 194-es kodon Arg/Arg genotipusba tartoztak (log-rank: 6,37; sz.f.: 1;
p:0,0116), mig a 399-es kodonndl az dsszefliggés nem volt statisztikailag szignifikans.
A stadiumonkénti részletes elemzés azt mutatta, hogy az Argl94Trp (p=0,0477) és az
Arg399Gin (p=0,0355) polimorfizmusnal is a III. stadiumu betegeknél volt szignifikans
kiilonbség a talélésben, a tobbi stadiumban a prognosztikus érték nem volt
statisztikailag szignifikans (VII-IX. tablazat).
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Mind a daganatkialakulas kockazatara, mind pedig a varhat6 progndzisra vonatkozodan
sikeriilt biomarkereket taldlni. Az altalunk végzett genotpipzalasok tehat egészséges
személyekben (daganatriziko), illetve kolorektélis/fej-nyaki daganatos betegekben is
(prognoézis) alkalmazhaté biomarkerek. Természetesen a gyakorlati felhasznalas iranyatol
fliggben mas-més lesz a vizsgdlandd személyek kore, illetve az eredményekbdl levoint
kovetkeztetés.

A rizikomarkerként valo alkalmazads széles korben egyelére, révid idén beliil nem
valoszinii, részben azért, mert a vizsgalatok koltsége nagy populacidon még varhatéan
meghaladnd az eldnydket, masrészt pedig az &ltalunk elemzett biomarkerek relative kis
kockazatkiilonbségeket eredményeznek. Eppen ezért tovabbi kutatdsaink arra is irAnyulnak
majd, hogy olyan genotipus-kombinaciokat taldljunk, amelyek az atlagnal Ilényegesen
magasabb rizik6ji csoportokat/személyeket azonositanak.

A prognosztikus markerként varhatd alkalmazéas hamarabb varhato, és az érintettek szamara
talan kézzelfoghatobb gyakorlati eredményekkel jar. Mindazonaltal a széles kori gyakorlati
alkalmazas megkezdése eldtt természetesen eredményeink mas népességben/mas szerzok altal
torténd megerdsitése sziikséges.
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VII. ROVIDITESEK JEGYZEKE

5-FU 5-fluorouracil

AJCC American Joint Committee on Cancer

APC adenomatosus poliposis coli

Arg/Gln arginin/glicin

Arg/His arginin/hisztidin

Arg/Trp arginin/triptofan

CI megbizhatdsagi tartomany (confidence interval)

c-IAP-2 cellular inhibitor of apoptosis protein 2

FAP familiaris adenomatosus polyposis

GST glutation-S-transzferaz

GSTM1 glutation-S-transzferdz M1

HNPCC hereditary non-polyposis colorectal cancer

[IARC International Agency for Research on Cancer

OR esélyhanyados (odds ratio)

PCR polimeraz-lancreakcié (polymerase chain reaction)

PNK polinukleotid kinaz

POLP DNS polimeraz 3

RFLP restrikcids fragment hosszisag-polimorfizmus
(restriction fragment length polymorphism)

SNP single nucleotide polymorphism

XRCCl1 X-ray repair cross complementing 1
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