A D vitamin, 6sztrogén és calcium sensing receptor genotipusainak valamint a szérum
kalciumnak a prosztatarak kialakulasaban betoltott szerepe

Bevezetés:

A prosztatarak (PCA) az egyik leggyakoribb rosszindulatu daganat, az észak amerikai
¢s europai férfiak daganatos haldlozasanak masodik leggyakoribb oka. A leg elismertebb
PCA-ra hajlamosit6 tényez6 az életkor, a csaladi halmozddas és az etnikum. Az etnikai
kiilonbségekért genetikai és kdrnyezeti tényezdket egyarant feleldssé teszik.

Az 0sztrogén a prosztata novekedésében és daganatos elfajulasdban kulcsszerepet tolt
be. A hatos kromoszoéma hosszu karjan elhelyezkedd 6sztrogén receptor (ER) genetikai
eltérései a PCA-val szoros 0sszefliggést mutatnak. Az ER a szteroid/thyroid receptor csaladba
tartozik, és alfa valamint béta altipusként expresszalddhat. Kordbbi vizsgalatok azt igazoltdk,
hogy az alfa noveli, mig a béta altipus csokkenti a PCA eléfordulasanak esélyét. Az Xbal és
Pvull egy nukleotid cserés polimorfizmusok osszefiiggést mutatnak bizonyos korképek,
példaul az emld daganatok, az osteoarthritis és a csdkkent csontstirliség el6fordulasaval.

Az 6sztrogén befolyasolja a D vitamin receptor (VDR) expresszidjat, és ezen keresztiil
a D3 vitamin (1,25-dihidroxy-colecalciferol) hatasat is. Egyes szerzok szerint a D3 vitamin
védelmet nyujthat egyes daganatok ellen. A VDR szintén a szteroid/thyroid hormon receptor
csalad tagja, és mind a normal, mind a daganatos prosztata sejtekben kimutathatd. A D3
vitamin aktiv formajanak VDR-hez torténd kapcsolddasa a kalcium homeosztazis
szabalyozasa mellett tobb szervben, igy a prosztataban is, szereppel bir a sejtek
novekedésében ¢és differencidlodasaban. A prosztata daganatok kialakulasaban vizsgaltak a
VDR gén tobb polimorfizmusénak (kozottiik a Bsml-nek is) a szerepét, de egymasnak
ellentmond6 eredmények sziilettek. A Bsml polimorfizmus meta-analizise sem adott
egyértelmil valaszt.

A kalcium fontos szerepet tolt be mind a sejtosztodasban, mind a sejtek kozotti
kapcsolatban, mind a sejten beliili jelatviteli rendszerekben. Ezek mellett tobb epithelialis
sejteben, igy a prosztata sejtekben is hatdssal van a differencidlodasara. Ikervizsgalatok
igazoltak, hogy a szérum kalcium szintje tobb mint felerészben genetikailag meghatarozott. A
calcium-sensing receptor (CaSR) a kalcium homeosztazis fenntartasanak egyik kulcsa. A
sejten kiviili kalcium szintet érzékelve olyan sejt valaszokat indit be, amelyek korrigaljak a
sejten kiviili kalcium koncentraciot. A CaSR felfedezése vilagitott ra, hogy a kalcium nem
csak egy sejten beliili masodlagos jelatviteli molekula, hanem a szervezet homeosztazisanak
szabalyozéasaban elsddleges szerepet tolt be. A CaSR miikddését érintd mutaciok esetén
kimutathat6 volt, hogy a kalcium szint sejten kiviili valtozasai eltérd sejten beliili valaszokat
generaltak. A CaSR mutéaciokkal tobb betegség mutatott szoros kapcsolatot, mig a 986
Ala/Ser polimorfizmus (A986S) egészséges felndttekben szignifikdnsan osszefiiggott a
szérum kalcium szinttel.

Célunk az 6sztrogén, D vitamin €s calcium sensing receptor gének fenti
polimorfizmusainak, valamint a szérum kalcium szintnek a prosztatardk kialakulasaban
betoltott szerepének vizsgalata volt.

Betegek és modszer:
Betegek

Vizsgalatunkba 204 kaukazusi prosztatardkos beteget (€letkor: 52-88 év kozott)
vontunk be, akik intézménylinkban 2003-2005 kozott kezelés alatt alltak. A prosztatarak
diagnozisat mindannyiszor transrectalis tlibiopszia vagy transurethralis prosztata resecatum
szOvettani vizsgalata erdsitette meg. Azon betegeket, akiknek a prosztatardkon kiviil egyéb
rosszindulati betegeségiik volt, illetve akiknek pTla, nem relevans prosztata rakjuk volt,
illetve a Gleason score nem érte el az 5-6t, kizartuk a vizsgalatbol. A szérum kalcium szintet



érintd szamitasokbol kizartuk azt a 103 beteget, akik biszfoszfonat kezelés alatt alltak. Korban
illeszkedé 102 kontroll beteget is bevontunk a vizsgalatba, akik nem kaptak semmilyen a
kalcium anyagcserét befolydsoldo gyogyszert, illetve nem volt a kalcium anyagcserét
befolyasold ismert betegségiik. A kontroll csoportba tartozé betegeknél a prosztata daganatot
kizarandé rectalis digitalis vizsgalatot és prosztata specifikus antigén (PSA) meghatarozast
végeztiink. Amennyiben a PSA szintje meghaladta a 4 ng/ml-t, vagy a tapintasi lelet nem
tudta egyételmiien kizarni a prosztata daganatot, a beteget a kontroll csoportbol kizartuk. A
vizsgélatban résztvevoktél éhomi vérmintat gyijtottiink, miutan részletes felvilagositast
kovetéen a vizsgalatba irdsos beleegyezésiiket adtak. Felmérésiinket jovahagyta a
Semmelweis Egyetem Regiondlis és Intézményi Tudomanyos Kutatasetikai Bizottsaga
(TUKEB) is.

Genotipizalas

A DNS-t a vérmintakbol a Magnesil KF Genomic System (Promega, Madison, WI,
USA) hasznélataval izoldltuk. Az ER-alfa gén esetén az aldbbi primereket alkalmaztuk: S
primer: 5" CTG CCA CCC TATCTG TATCTT TTC CTATTC TCC 3’ 34-mer, A primer: 5
" TCT TTC TCT GCC ACC CTG GCG TCG ATT ATC TGA 3’ 33-mer (10 pM végso
koncentracid). A PCR reakciot (végso térfogat: S0ul) az alabbiak felhasznalasaval végeztiik:
5 puL 10x Mg mentes reaction buffer (Promega, Madison, USA), 1 puL 10mM dNTP
(Promega, Madison, USA), 5 uL 25 mM MgCl, (Promega, Madison, USA), 10 uL DNS, 1-1
pL 10 uM primer A és S, 0,4 pL (2 U/uL) Taq (Promega, Madison, USA) és 26,6 uL 2D
PCR viz. A PCR program a kdvetkezdk szerint zajlott: 95 C° 2 percig, 85 C° 3 percig, 5x (70
C° 210 masodpercig, 95 C° 30 masodpercig), 30x (70 C° 105 masodpercig, 90 C° 30
masodpercig), 10x (70 C° 210 masodpercig, 95 C° 30 masodpercig) és 70 C° 15 percig. A
PCR produktumét Pvull és Xbal restrictios endonucledzok (Promega, Madison, USA)
segitségével emésztettiik 37 C°-on egy éjszakan keresztiil. A Pvull/Xbal restrictios site-0k
hianya a P/X allélek, jelenléte a p/x allélek jelenlétét igazolta.

A VDR gén esetén az aldbbi primereket hasznaltuk: A primer: 5' AAC CAG CGG
GAA GAG GTC AAG GG 3' 23-mer, B primer: 5 CAA CCA AGA CTA CAA GTA CCG
CGT CAG TGA 3 30-mer (2,5 uM végso koncentracid). A PCR reakciot 20 uL.  végsd
térfogattal az alabbiak felhasznalasaval végeztiik: 2 nL 10 x PCR reaction buffer (Dynazyme,
Espoo, Finland), 0,5 uL dNTP (10 mM, 200 uM végs6 koncentracio), 0,5 uL (2 U/uL) Taq
polimeraz (Dynazyme, Espoo, Finland), 1-1 uL A, B primer és 15 pL (1 pg) tisztitott DNS. A
reakcid a kovetkezok szerint zajlott: 95 C° 3 percig, 35 x (94 C° 45 masodpercig, 72 C° 90
masodpercig), 72 C° 10 percig. A PCR produktumat Bsml restrictios enzimmel (BioLabs,
Beverly, USA, 5 U/uL) emésztettiik 90 percig 65 C°-on. A Bsml restrictios site hianya a B
allélt, mig jelenléte a b allélt jelolte.

crcr

alabbi primereket hasznaltuk: M primer: 5 ACG GTC ACC TTC TCACTG ACG TTT GAT
GAG CCT CAG AAG TAC T 3 43-mer, W primer: 5" GCT TTG ATG AGC CTC AGA
AGA TCG ' 24-mer és R primer: 5' CTC TTC AGG GTC CTC CACCTC T 3’ 22-mer (10 p
M végsdé koncentracio). A PCR reakcid soran (20 pL végsd térfogat) az aldbbi anyagokat
alkalmaztuk: 2 uL 10x Mg free reaction buffer, 4 uL dNTP (ImM), 1,2 uL 25 mM MgCl,, 1
pL DNS (25 ng/ml), 3-2-1 pL (R, W, M primer), 0,1 uL (0,5 U/uL) Taq (Promega, Madison,
USA) és 5,7 uL 2D PCR viz. A PCR programm a kovetkezOk szerint zajlott: 94 C° 12 percig,
35x (94 C° 20 masodpercig, 55 C° 20 masodpercig, 72 C° 30 masodpercig) és 72 C° 5 percig.
A CaSR allélnek két tipusa ismeretes: az A és az S allélek, az alabbi genotipusokkal: AA, AS,
SS. A PCR reakciokra a Hybaid Express thermocycler-t alkalmaztuk (Teddington, Middlesex,



UK). Az elektroforetikus szeparalas 7%-os Spreadex/acrilamide (29:1) gélen tortént
(Elchrom, Cham, Switzerland).

Laborértékek:

A szérum PSA, kalcium, albumin, 17 béta estradiol és tesztoszteron szintek
meghatarozasa rutin laboratériumi modszerekkel tortént egyetemiink kozponti laborjaban. A
szérum kalcium szint albumin szinthez torténd korrigalasa az alabbi képlet felhasznaldsaval
tortént: korrigalt kalcium (mmol/l) = kalcium (mmol/L) — 0,02 x (albumin (g/L)).

Statisztikai modszerek:

A leir¢6 statisztika sordn a kategorikus valtozokat szazalék formdjaban, a folyamatos,
normal elosztast mutato valtozokat atlag+ standard deviacio (SD), a folyamatos, nem normal
elosztast mutatd valtozokat interquartile range (IQR) segitségével jellemeztiik. A prosztata
daganatos betegcsoport €s a kontroll betegcsoport dsszehasonlitasara folyamatos valtozok
esetén a két valtozos t probat vagy a Mann-Whitney U-moddszert, kategorikus valtozok esetén
(genotipusok) a ? tesztet alkalmaztuk. A folyamatos véltozokat, amennyiben sziikséges volt,
log-transzformaltuk. A PCA-val kapcsolatos fiiggetlen valtozok vizsgalata soran t6bbszoros
regresszids modszert alkalmaztunk azon valtozok felhasznalasaval, amelyek a p értékei az
egyvaltozos vizsgalatokban 0,1-nél kisebbnek bizonyultak a biszfoszfonat kezelés alatt allo
betegek kizarasa utan. Minden gén megfelelt a Hardy-Weinberg equilibriumnak. A p értéket
0,05 alatt tekintettiik szignifikansnak. Az adatok értékelése soran az SPSS 13.0 for Windows
programcsomagot alkalmaztuk.

Eredmények
A leiro statisztika eredményét az 1-es tdblazatban ismertetjik.
1. tablazat. A prosztata daganatos (PCA) és a kontroll betegcsoport jellemzdi.

PCA Kontroll Referencia | P értékek

n=204 n=102 értékek
Kor (év) 70,0+8,2 64,1+10,9 - <0,0001
Szérum PSA (ng/ml) 22,5 [54,1] 1,5[2,2] <4,0 <0,0001
Szérum kalcium (mmol/l) 2,34+0,17 2,41+0,14 2,25-2,61 <0,0001
Szérum foszfat (mmol/l) 1,10+0,21 1,06+0,17 0,74-1,52 0,15
Szérum albumin (g/1) 44 7] 44 [5] 35-50 0,58
Korrigalt kalcium (mmol/l)* 2,27+0,11 2,34+0,12 2,25-2,61 <0,0001
Szérum 6sztrogén (pg/ml) 20,0 [20,3] 28,519,4] 13,0-60,0 <0,0001
Szérum tesztoszteron (ng/ml) 1,56 [4,13] 4,02 [1,85] 2,80-8,00 <0,0001

PSA: prosztata specifikus antigén

* Korrigalt kalcium (mmol/l) = szérum kalcium (mmol/L) — 0.02 x (albumin (g/L) — 40)).

A szérum kalcium szint szignifikdnsan alacsonyabb volt a prosztata daganatos
betegekben a kontrollokhoz képest (2,33 mmol/l a prosztatadaganatosokban és 2,44 mmol/l a
kontrollokban; p<0,0001). A szérum PSA, 0Osztrogén és tesztoszteron szint szintén
szignifikdnsan kiilobozott a két csoportban. A biszfoszfonat kezelésben nem részesiilé 103
beteget vizsgalva hasonlo Osszefliggéseket kaptunk (prosztata daganatos betegek szérum
kalcium szintje: 2,36 mmol/l, kontrollok szérum kalcium szintje: 2,41 mmol/l, p<0,26;
prosztata daganatos betegek korrigalt szérum kalcium szintje: 2,28 mmol/l, kontrollok
korrigalt szérum kalcium szintje: 2,34 mmol/l, p<0,002).

A genotipusok megoszlasat a 2. tdblazatban ismertetjiik.



2. tablazat: A VDR Bsml, ERa Pvull és Xbal valamint CaSR A986S genotipusok
megoszlasa a prosztata daganatos (PCA, n=204) és a kontroll (n=102) betegcsoportban.

PCA Kontroll Odds ratio
VDR Bsml (n=204) (n=102) (95% CI)
bb 25,4% 52,1% 1 (ref.)
Bb 49,7% 34,4% 2,96 (1,67-5,25)
BB 24,9% 13,5% 3,76 (1,79-7,90)
P<0,0001
ERa Pvull
pp 21,3% 30,0% 1 (ref.)
Pp 59,8% 45,6% 1,84 (0,99-3,43)
PP 18,9% 24,4 % 1,01 (0,52-2,28)
P=0,092
ERa Xbal
XX 17,1% 28,9% 1 (ref.)
XX 54,3% 53,3% 1,72 (0,91-3,26)
XX 28,7% 17,8% 2,73 (1,25-5,94)
P=0,037
CaSR A986S
AA 77,8% 71,1% 1 (ref)
AS 20,6% 27,8% 0,68 (0,38-1,20)
SS 1,7% 1,0 % 1,48 (0,15-14,48)
P=0,37

ClI: konfidencia intervallum
VDR: D vitamin receptor; ERa.: 6sztrogén receptor a; CaSR: calcium sensing receptor

A VDR Bsml bb genotipus szignifikdnsan ritkabban fordult elé a prosztata daganatos
csoportban (p<0,0001), csakigy, mint az ER-alfa XX genotipusa (p=0,011). Az ER-alfa Pvull
genotipusa ¢és a CaSR genotipusai nem tértek el a prosztata daganatos és a kontroll
populcidban.

A logisztikus regresszios analizis eredménye alapjan a magasabb korrigalt szérum
kalcium szint (p<0,003) és a VDR bb genotipusa (p<0,0001) egymastol és az életkortol
fliggetleniil is ritkibban fordultak eld a prosztata daganatos csoportban (R?*=18,8%) (3.
tablazat).

3. tablazat: A szérum korrigalt kalcium és a VDR Bsml polimorfizmus fiiggetlen kapcsolata
a prosztata daganattal logisztikus regresszios analizis alapjan.

Odds ratio 95% CI P
Kor (év) 1,06 1,03-1,10 <0,0001
Korrigalt kalcium (mmol/l)* 0,027 0,001-0,54 0,018
VDR Bsml
bb 1 (ref.)
Bb 1,95 0,96-3,98 0,066
BB 2,29 0,87-5,99 0,092




* Korrigalt kalcium (mmol/l) = szérum kalcium (mmol/L) — 0,02 x (albumin (g/L) -
40)).

A VDR gén Bsml polimorfizmusa a prosztata daganattal mennyiségi Osszefliggést
mutat: a daganat kockézata a bb homozigétatdl kezdve a bB heterozigotan keresztiik a BB
homozigotaig fokozatosan novekszik. (3. tablazat). Az ER-alfa Xbal polimorfizmusat illetéen
a fenti megfigyelés nem érvényesiilt. A klinikai paraméterek (Gleason score, attétek jelenléte,
betegségspecifikus tulélés, egyéb laboratdoriumi paraméterek) nem mutattak osszefliggést sem
a genotipusokkal sem a szérum kalcium szinttel.

Megbeszélés

Vizsgéalatunk soran kimutattuk, hogy a VDR Bsml bb genotipusa szignifikdnsan
ritkabban fordult el a prosztata daganatos betegcsoportban. In vitro kisérletben is igazoltak,
hogy 1,25-dihydroxicolecalciferol hatasara a VDR-t expresszald prosztata daganatos sejtek
differencidlodasnak indulnak, és novekedésiik gatlodik.. Amint azt a bevezetésben kifejettiik,
jelentds foldrajzi eltérések tapasztalhatoak a genotipusok megoszlasaban. A fenti tény ¢€s az
eltéré napsugarzas miatt tehat az egyes foldrajzi teriileten, egyes népcsoporton tett
megfigyeléseket nem lehet altalanositani. A VDR BB genotipusa alacsonyabb szérum
kalcium szintet eredményez a csokkent bélbol torténd felszivodas altal. A VDR tehat,
legaldbbis részben, a szérum kalcium szinten keresztiil fejtheti ki hatdsat, mivel az
alacsonyabb korrigalt szérum kalcium szint novelte a prosztatarak eléforduldsanak
kockazatat.

A szérum kalcium szint és a prosztata daganat el6forduldsanak Gsszefiiggése mellett a
VDR genotipusai a kalcium szinttdl fiiggetleniil is Osszefiiggést mutattak a prosztatarakkal. A
D vitamin-VDR rendszer a daganatok kialakulasara kdzvetlen hatassal lehet tobbek kozott az
inzulin like novekedési faktor kotd fehérjén, a p2l-en, a cyclin Dl-en ¢és a
prosztatglandinokon keresztiil is. Ezeket a kozvetlen hatasokat prosztata daganatban is
megfigyelték. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a VDR genotipusai is kdzvetlen hatdssal
lehetnek a prosztatarak kialakulasaira. A VDR Bsml genotipusok tovabba mennyiségi
Osszefliggést is mutattak a prosztatarakkal, a rak gyakorisdga a bb genotipustél a Bb
genotipuson keresztil a BB gemnotipusig szignifikdns ndvekedést mutatott. Ezen
megfigyelésiink szintén a B allél , kéros” szerepét timaszthatja ala.

Az ER-alfa Xbal polimorfizmusa €és a prosztata daganat eléfordulasa kozott szintén
Osszefliggést tapasztaltunk. A prosztata daganatos sejtek in vitro ndvekedését 0sztrogénnel
lehet befolyasolni. Normal prosztata szovetben az ER-alfa csak a stromdban expresszalodik,
az epithelben nem. Ezzel ellentétben prosztata daganatokban immunfestéssel epithelialis
expressziot is ki lehet mutatni.  Hormon refrakter daganatok esetén csokkent ER-alfa
expresszio tapasztalhatd. Az ER-alfa XX genotipusa a tobbi genotipussal szemben magasabb
csonttdmeggel ¢és a torésveszély csokkenésével mutat Osszefliggést, ez feltehetden egy
kifejezettebb Osztrogén hatast jelez . Vizsgalatunkban az ER-alfa XX genotipusdnak ritkabb
eléfordulasat tapasztaltuk a prosztata daganatos betegekben a kontroll csoporthoz képest. Ez
utalhat arra, hogy a tobbi ER genotipus az Osztrogén anti-proliferativ hatasat csak kisebb
hatasfokkal tudja kozvetiteni.

A szérum kalcium szint variabilitasa felerészben genetikai tényezOk altal
meghatarozott. A CaSR egy sejtfelszini fehérje, amely f6ként a mellékpajzsmirigyben és a
vese tubulusokban expresszalodik. A CaSR a szérum kalcium szint valtozasanak
fliggvényében szabalyozza a parathormon kivélasztast a mellékpajzsmirigyben és a kalcium
visszaszivast a vese tubulusaiban. A CaSR gén A986S polimorfizmusa és a szérum ionizalt és
teljes kalcium szintje kozott egészsége felndttek esetén Osszefliggést talaltak: az AA



homozigota ndknek alacsonyabb volt a szérum kalcium szintjiik, mint az AS heterozigotaknak
vagy az SS homozigdtaknak. A kalcium prosztata daganat ellen betoltott védo szerepérdl tobb
kisérletes ¢és epidemioldgiai vizsgalat beszamolt. A genetikai tényezoknek koszonhetd
csOkkent (de még a normdl tartoméanyon beliili) szérum kalcium szint az élet soran
megnovekedett kockazatot jelent colorectalis, emlé €s prosztata daganatok kialakuladsara.
Viarakozasainkkal ellentétben azonban vizsgalatunk soran nem talaltunk eltérést a CaSR
A986S genotipusat illetben a prosztatardkos ¢€s a kontroll csoportok kozott. Ezen
megfigyelésiinktl fliggetleniil a prosztata daganatos betegekben azonban szignifikansan
alacsonyabb volt a szérum kalcium szint, amely szintén a szérum kalcium szint prosztata
daganat kialakulasaban betoltott fontos szerepére utalhat.

Vizsgalatunk korlatjat képezi, hogy kereszmetszeti felépitése révén nem alkalmas a
kalcium szintek idébeli valtozasanak, valamint a daganat kialakuldsanak a vizsgélatéra.
Tovabba a kalcium anyagcserének a szérum kalcium szinten kiviili egyéb paramétereit nem
vizsgaltuk. Az a tény viszont, hogy vizsgalati csoportjaink foldrajzilag, etnikailag
homogénnek tekinthetdek, erdsiti levont kdvetkeztetéseink sulyat.

Kovetkeztetések:

Vizsgalatunkban egyidejlileg tobb, a kalcium anyagcserében szerepet jatszo genetikai
tényezO hatasat vizsgaltuk a prosztata daganat kialakuldsara. Az ER-o Xbal és a VDR Bsml
gének polimorfizmusa és a szérum kalcium szint szoros Osszefliggést mutatott a prosztata
daganat jelenlétével. Ezen feliil a VDR genotipusai a szérum kalcium szintt6l fiiggetlentil is
Osszefliggést mutattak a prosztatarakkal, amely a D vitamin kozvetlen daganat ellenes hatasat
igazolhatja.



