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Rezumat

Polimorfismul genei MTHFR poate influenta riscul pacientilor
de a dezvolta un cancer colorectal. Scopul acestui studiu este si
determine relatia dintre mutatiile acestei gene si unele aspecte
legate de practica chirurgicald: rezecabilitatea tumorals,
recidiva tumorald si intervalul liber de boala. Au fost selectati
randomizat 69 de pacienti cu cancer colorectal operati in
Clinica Chirurgie 3 Cluj-Napoca in intervalul octombrie 2003
- mai 2005. S-au analizat corelatiile dintre mutatiile C677T si
A1298C si factorii de prognostic mentionati. Rezultatele
obtinute indicd ci prezenta mutatiei C677T aduce un risc
crescut de nerezecabilitate (OR=3,5, p=0,099), pe cand in
cazul mutatiei AI1298C nu exista diferente in ceea ce priveste
rezecabilitatea (OR=1,1). In cazul mutatiei AI298C existi o
crestere majord a riscului de recidiva (OR=3,063), dar in grupul
cu mutatia C677T existd numai o mica crestere, nesemnifica-
tiva statistic (OR=1,196). Atat pacientii care prezintid mutatia
C677T cat si cei cu genotip salbatic 1298AA prezinta recidive
mai precoce decat celelalte grupuri, deci un interval liber de
boald mai scurt (HR=0.9458 respectiv 3.1070). Pacientii cu
mutatia AI298C au mai frecvent recidive nerezecabile. In
concluzie, mutatiile genei MTHFR sunt un factor de prognos-
tic pentru tratamentul si evolutia pacientilor cu CRC.
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Abstract

The correlations between the C677T and A1298C
mutations of the MTHFR gene and therapeutic
prognostic elements in colorectal cancer

The MTHFR gene polymorphism may influence the risk of
developing sporadic CRC. The aim of this study is to assess the
relationship between the mutations of this gene and certain
aspects of the surgical practice: the tumoral resectability, the
tumoral recurrence and the disease-free interval. 69 patients
with sporadic colorectal cancer that underwent surgery at the
3rd Surgery Department of Cluj-Napoca between October
2003 - May 2005 were randomly selected. The correlations
between the C677T, A1298C mutations and the prognostic
factors mentioned above were analyzed. The results show that
the C677T mutation increases the risk of non-resectability
(OR=3,5, p=0,099), while the AI1298C mutation does not
(OR=1,1). For the AI1298C mutation there is a major risk of
recurrence (OR=3,063), but in the group with C677T muta-
tion there is only a small increase of the risk, non-significant
statistically (OR=1,196). Both the groups with the C677T
mutation and the “wild” genotype 1298AA have more preco-
cious recurrences then the other groups, so a shorter disease-free
interval (HR=0.9458 respectively 3.1070). The patients with
the A1298C mutations have more often non-resectable recur-
rences. In conclusion, the mutations of the MTHFR gene are
a prognostic factor for the treatment and evolution of patients

with CRC.
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Introducere

Progresele geneticii si ale biologiei moleculare au permis o noud
intelegere a genezei cancerelor colonului si rectului, cu
implicatii directe in diagnosticul precoce si tratamentul multi-
factorial al acestor afectiuni.

In cursul vietii, sub actiunea unor factori oncogeni, ADN-
ul celular suferd mutatii succesive care duc la alterdri ale
structurii sale (1). Sumarea unui numar de mutatii poate duce
in final la izolarea unei clone de celule maligne care are un
avantaj de crestere fata de celelate celule.

Metilentetrahidrofolatreductaza (M THFR) catalizeaza reactia
ce stabileste echilibrul dintre 5,10 metilentetrahidrofolat (5,10
metilen THF) si metiltetrahidrofolat (metil-THF). 5,10 metilen
THEF este utilizat pentru sinteza ADN iar metil-THF pentru
metilarea ADN. MTHFR este codati de gena MTHFR situata
pe bratul scurt al comozomului 1. Dintre multiplele mutatii ale
genei MTHFR 2 cele mai importante sunt: C677T, in care
nucleotidul din pozitia 677, codonul 222, este modificat si duce
la inlocuirea alaninei cu valina in pozitia respectiva a enzimei si
Al298C, in care nucleotidul din pozitia 1298, codonul 429,
este modificat si duce la inlocuirea glutamatatului cu alanina.

Datorita variabilititii testelor biochimice care evalueazi
nivelul intermediarilor din lantul metabolismului folatului (2)
identificarea genotipului reprezintd metoda cea mai exacta de
evaluare a relatiilor cu cancerul colorectal.

Studiile publicate ce analizeazad genotipul MTHFR au
evaluat in principal mutatia C677T. In majoritatea acestora a
fost evidentiat efectul protectiv al mutatiei C677T, existand
insd si studii care au evidentiat o crestere a riscului de aparitie
a cancerului colorectal la acesti pacienti (Tabelul 1).

Studiile mutatiei AI298C au evidentiat de asemenea
efectul protectiv al acesteia, cu o reducere a riscului de aparitie
al cancerului colorectal al homozigotilor CC fata de cei AA -
valori ale OR cuprinse intre 0,6 si 0,8 (10-11).

In concluzie studiile efectuate pand in prezent au
evidentiat efectul protectiv al mutatiei 677CC fatd de aparitia
cancerului colorectal, disparitia acestui efect fiind constatati la
pacientii cu aport insuficient de folat. Mutatia A1298C are
efecte similare dar mai reduse. Mecanismele prin care
actioneazi aceste mutatii sunt hipometilarea si alterarea sintezei
ADN. Nu exista studii concludente asupra efectului prognostic
al polimorfismului genei MTHEFR.

Am publicat anterior rezultatele noastre in ceea ce priveste

Tabel 1. Riscul de aparitie al cancerului colorectal la pacientii cu
genotip MTHFR 677TT - date din literaturd

Autor Cazuri CCR Control OR
Ma 1997 (3) 202 326 0,58
Chen 1998 (4) 258 713 1,44
Park 1999 (5) 200 460 0,81
Slattery 1999 (6) 1467 1816 0,83
Ulrich 1999 (7) 527 645 0,80
Levine 2000 (8) 471 510 1,09
Marugame 2000 (9) 205 220 1,24

rolul mutatiilor C677T si A1298C ca si factori de risc pentru
cancerul colorectal (12). Dorim si stabilim impactul acestor
mutatii asupra unor aspecte legate de practica chirurgical:
rezecabilitatea tumorald, recidiva tumorald si intervalul liber de
boala.

Pornind de la premiza teoreticé ¢4 indivizii care prezinti cel
putin o aleld mutanti au o activitate a enzimei MTHFR redusi
si un nivel redus al metilarii, respectiv sintezei-repararii AND,
si ca urmare sunt supusi la un risc mai mare de aparitie a
cancerului colorectal, dorim si studiem relatia mutatiilor
C677T si AI298C ale genei MTHFR cu rezecabilitatea
tumorald, aparitia recidivei tumorale, intervalul liber de boala
precum si rezecabilitatea recidivei.

Material si Metoda

Selectia pacientilor

Populatia studiat, etnici caucazieni din zona Transilvaniei, este
omogend si are o dietd siraca in folati.

Am studiat un lot de 69 pacienti cu cancer colorectal
sporadic, operati in Clinica Chirurgie 3 Cluj in intervalul
octombrie 2003 - mai 2005. Selectia cazurilor s-a ficut
randomizat. Criteriile de selectie au fost confirmarea histo-
logica a cancerului colorectal si interventia chirurgicald in
Clinica Chirurgie III. Criteriile de excludere au fost
antecedentele personale sau heredocolaterale de polipoza
adenomatoasd familiald, cancer ereditar non-polipozic sau
antecedente de boala inflamatorie intestinala. Datele au fost
colectate prospectiv si retrospectiv. Am intocmit o fisa de
urmirire a acestor cazuri in care am consemnat date legate
de afectiunea de bazi. Datele au fost colectate de citre
medici rezidenti special instruiti, care simultan cu recoltarea
probelor biologice au solicitat consimtdmant informat scris
al pacientilor studiati. Datele aparute pe parcurs: rezultatele
histopatologice, stadializarea, evolutia postoperatorie, rezul-
tatele tipizarii genetice, etc. au fost completate odata ce au
fost eliberate. Selectarea pacientilor, culegerea si selectarea
datelor au fost supravegheate si aprobate de Comisia de Etica
a Universitatii de Medicina si Farmacie “Iuliu Hatieganu”
Cluj-Napoca. Am incheiat studiul la data de 15 martie
2008. La aceastd datd am evaluat supravietuirea tuturor
cazurilor studiate.

Interventiile chirurgicale au fost efectuate in Clinica
Chirurgie 3 Cluj-Napoca. Colonoscopiile au fost efectuate in
Departamentul de Endoscopie Digestiva a Clinicii Medicala 3
Cluj-Napoca. Examenele histopatologice au fost efectuate in
Departamentul de Anatomie Patologica a Spitalului Clinic de
Urgentd “Prof. Dr. Octavian Fodor” Cluj-Napoca. Identificarea
mutatiilor genei MTHFR s-a efectuat la Catedra de Biochimie
a Universitatii de Medicing si Farmacie “luliu Hatieganu”
Cly;.

Recoltarea probelor. Extragerea ADN. Identificarea
variatiilor genei MTHFR

S-au recoltat probe de sange periferic de la toti pacientii in



tuburi vacutainer continand EDTA. Acestea au fost stocate la
-20°C. Extragerea ADN s-a ficut din leucocitele din sangele
periferic, utilizand metoda lui Lahiri (13). Intreaga metodologie
utilizatd am publicat-o anterior in alte studii legate de polimor-
fismul MTHFR (12, 14).

Polimorfismul C677T localizat in exonul 4 al genei
MTHER a fost examinat prin amplificarea ADN-ului genomic
prin PCR i digestie enzimaticd cu endonucleaza de restrictie a
fragmentului amplificat (tehnica PCR- RFLP) (primerul sens a
avut secventa: 5'- ACCCACAGAAAATGATGCCCAG-3’;
primerul antisens a avut secventa: 5’- TGCCCCATTATT-
TAGCCAGGAG-3’) (Sigma Genosys).

Polimorfismul A1298C localizat in exonul 7 al genei
MTHER a fost examinat prin amplificarea ADN-ului genomic
prin PCR i digestie enzimaticd cu endonucleaza de restrictie a
fragmentului amplificat (tehnica PCR- RFLP) (primerul sens a
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Tabelul 2. Caracteristicile loturilor studiate

Caracteristici Cazuri
(N=69)

Localizarea tumorii

Colon drept nr (%) 13 (18.84%)

Colon stang, nr. (%) 27 (39.13%)

Colon transvers, nr (%) 5 (7.24%)

Rect, nr. (%) 24 (34.78%)

Varstd (ani)

50- 59, nr (%)
60- 69, nr (%)

> 70 ani, nr (%)
Vaostd (ani) £DS
Mediand

Sex

25 (34,28%)
21 (30%)
25 (35,11)

65,78 + 9,55 (64,5)

avut secventa: 5- CACTTTGTGACCATTCCGGTTT3
primerul antisens a avut secventa: 5'- CTTTGGGGAGCT-
GAAGGACTA-3’) (Sigma Genosys).

Analiza statisticd

Statistica descriptivd

Statistica descriptivd este reprezentatd prin calculul
indicilor de dispersie si centralitate: medie, mediand, deviatie
standard, etc. pentru variabilele numerice, precum si prin
calculul tabelelor de frecvente pentru variabilele de tip calita-
tiv. De asemenea s-a utilizat calculul tabelelor de contingenta
pentru exprimarea ponderii mutatiilor analizate in relatie cu
diverse variabile calitative. Acestor tabele le corespund valori de
semnificatie statistici.

Statistica inferentiald

Analiza variabilelor calitative s-a realizat prin testele Chi
Square sau Fischer, conform criteriilor standard de conformitate
cu tabelul de contingentd. Pentru ambele teste valoarea prag a
fost de 0.05. Evaluarea corelatiilor a fost dublati de calculul
indicelui epidemiologic odds ratio (OR) si a intervalului de
confidentd (IC95%), cu respectarea semnificatiei:

OR(IC95%) < 1 factor protectiv

OR(IC95%)=1 factor neutru

OR(IC95%) > 1 factor de risc.

Analizele intervalului liber de boald s-au realizat utilizand

Femei, nr (%)
Bérbati, nr (%)

34 (49.27%)
35 (50.72%)

metoda aquariald (curbe de supravietuire scalariforme tip
Kaplan-Mayer) si incluzind calculul timpului median de
supravietuire. Comparatiile intre doud sau mai multe categorii
s-au realizat prin intermediul Logrank test, considerand valoarea
prag p< =0.05. In cazul compararii a dous grupuri de pacienti,
analiza s-a completat prin calculul riscului de hazard (HR) cu
limitele de confidentd de 95%. In interpretare s-au respectat
semnificatiile:
- HRIC95%) < 1 intervalul liber de boali este mai mic
in prezenta factorului studiat.
- HR(IC95%)=1 intervalul liber de boala este egal in
prezenta ca si in absenta factorului studiat.
- HR(IC95%)>1 intervalul liber de boald este mai
mare in prezenta factorului studiat.

Rezultate

Caracteristicile loturilor studiate sunt prezentate in Tabelul 2
(date publicate anterior)(12). Am identificat mutatiile studiate
la toti cei 69 de pacienti studiati. Fecventa alelelor mutante
C677T si A1298C este prezentati in Tabelul 3.

Tabelul 3. Distributia alelelor C677T si A1298C la pacientii cu cancer colorectal

Cazuri (N= 69) C677T Fecventa Alelica
CC (%) CT (%) TT (%) C T
38 (55,07%) 25 (36,23%) 6 (8,70%) 0,73 0,27
A1298C AA (%) 33 (47,82%) 17 (24,63%) 11 (15,94%) 5 (1,24%)
AC (%) 4 (5,81%) 19 (27,53%) 12 (17,39%) 1 (1,46%)
CC (%) 4 (5,81%) 2 (2,89%) 2 (2,89%) 0
Fecventa Alelicd A 0,71

C 0,29
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Rezecabilitatea tumorald

Am analizat in mod special rezecabilitatea tumorald in raport
cu genotipul. Rezultatele in cazul mutatiei C677T sunt prezen-
tate in Tabelul 4. Mutatia C677T are un risc crescut pentru
nerezecabilitate, 29,04% dintre pacientii cu mutatia prezenta in
forma hetero- sau homozigota fiind nerezecabili fatd de doar
10,53% dintre cei farad mutatie.

Mutatia A1298C nu pare a influenta rezecabilitatea
(Tabelul 4). Procentul de pacienti cu tumori nerezecabile este
aproximativ acelasi in ambele grupe, 19,19% fata de

19,45%.
Evolutia postoperatorie

Am obtinut rezultate concludente cu privire la evolutia post-
operatorie dupé externare la un numar de 54 de pacienti. Au
prezentat recidive locale 9 pacienti (16,66%) (Tabelul 5).

Desi existd o usoara crestere a procentului de recidive in
grupul cu mutatia C677T (OR=1,19) aceasta nu are
semnificatie majord statistica. In cazul mutatiei A1298C exista
o crestere majord a riscului de recidiva la pacientii cu mutatia
prezentd (OR=3,063) dar si de aceastd datd nu am obtinut
valori semnificative statistic.

Intervalul liber de boala

Am analizat durata intervalului de timp pand la aparitia
recidivei in cazul celor 9 pacienti cu recidiva. In Fig. I este
prezentata curba de interval liber de boald in cazul mutatiei
C677T. Pacientii care prezintd mutatia C677T, sub forma
hetero- sau homozigotd, au tendinta de a face mai precoce
recidive, deci un interval liber de boald mai scurt. Valorile au
fost insd sub pragul statistic. Evolutia acestor cazuri este
analizata detaliat in Tabelul 6.

In cazul mutatiei A1298C am obtinut rezultate diferite, dar
valorile nu au fost nici de aceastd dati semnificative statistic
(Fig. 2, Tabelul 6). Se poate observa ci pacientii cu genotip
salbatic AA prezinti recidive mai precoce.
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Figura 1. Relatia mutatiei C677T cu intervalul liber de boald la
pacientii cu recidivd tumorald; in figura, 0= CC, 1= CT/IT

Tabelul 4.  Relatia genotipurilor C677T si A1298C cu

rezecabilitatea tumorald

Genotip Rezecabil Nerezecabil  OR, 95% IC p
C677C 34 (89,47%) 4 (10,53%) 3,5[0,9-12,7]  0.099
C677T+ 22 (70,96%) 9 (29,04%)

T677T

A1298A 27 (81,81%) 6 (19,19%) 1,1[0,3-3,6] 0.861
A1298C+ 29 (80,55%) 17 (19,45%)

Cl1298C

Tabelul 5.  Relatia genotip C677T, A1298C — recidivd tumorald
Genotip Recidivd ()  Recidiva (+) OR,95% IC p
C677C 22 (48,9%) 4 (44,4%) - -
C677T+ 23 (51,1%) 5 (55,6%) 1,196 1,0
T677T [0,284-5,041]

A1298A 21 (46,1%) 2 (22,2%) - -
AI1298C+ 24 (53,3%) 1 (77,8%) 3,063 0,273
Cl1298C [0.284-5.041]

Rezecabilitatea recidivelor

Analiza rezecabilititii recidivelor aratd o rezecabilitate globald
de 44%, 4 cazuri din 9. Nu am constatat o legiturd semnifica-
tiva statistic cu genotipul MTHFR din acest punct de vedere.
Datele privind rezecablitatea recidivelor sunt prezentate in
Tabelul 7. Se poate observa ci pacientii cu mutatia C677T
prezentd au o rezecabilitate redusa a recidivelor, si pacientii cu
mutatia A1298C prezentd au mai frecvent recidive nerezecabile.

Discutii

Mecanismele metilarii ADN sunt frecvent alterate in procesul
de carcinogeneza. Polimorfismul MTHFR joaci un rol impor-
tant in acest mecanism.

In literatura de specialitate nu existd studii sistematice
ale asocierii genotipului MTHFR cu rezecabilitatea. Dupi
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Figura 2. Relatia mutatiei AI1298C cu intervalul liber de boald la
pacientii cu recidivd tumorald; in figurd, 0= AA, 1= AC/CC
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Tabelul 6. Relatia mutatiilor C677T si A1298C cu intervalul liber de boald la pacientii cu recidivd tumorald (9 cazuri)
Genotip  Interval liber de boald Chi-Sq HR 95% CI Significance
1 luna 2 luni 4 luni 10 luni 16 luni 30 luni
C677C 0.500 0.500 0.500 0.250 0.250 0.000 0.0086 0.9458 0.2150 to P = 0.9259
0.250) (0.250) (0.250) 0.217) 0.217) (0.000) 4.0469
C677T+ - 0.600 0.400 0.400 0.200 0.000
T677T 0.219) 0.219) 0.219) 0.179) (0.000)
Al298A  0.500 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 2.7333 3.1070 0.6648 to P = 0.0983
(0.354) (0.000) (0.000) (0.000) (0.000) (0.000) 122.6677
Al1298C+ 0.857 0.714 0.571 0.429 0.286 0.000
C1298C  (0.132) 0.171) 0.187) 0.187) 0.171) (0.000)
Tabelul 7.  Relatia genotip C677T, A1298C — rezecabilitatea Valorile obtinute nu au fost insi semnificative statistic.
recidivei tumorale Suntem constienti de limitarile studiului nostru, in special
in privinta numérului de cazuri. Mérimea esantionului prezen-
Genotip  Rezecabilitate Rezecabilitate ~ OR, P tat poate induce scideri partiale ale puterii analizei statistice.
Recidiva (-) Recidiva (+) 95% IC
C677C  1(20%) 3 (15%) - : .
C677T+ 4 (80%) 1 25%) 0,083 0206  Muljumiri
T677T [0,004-1,945]
AI298A 0 2 (50%) . Acest studiu a fost finantat in cea mai mare parte printr-un
Al1298C+ grant VIASAN, cod VIASAN 363, director de proiect dr.
CI298C 5 (100%) 2 (50%) - 0167 Lycia Procopciuc.

cunostintele noastre acesta este primul studiu din aceasta
literatura care evalueazd impactul mutatiilor MTHFR asupra
rezecabilititii tumorale si a aparitiei recidivelor in cancerul
colorectal.

Fara a obtine rezultate semnificative statistic am evidentiat
o relatie cu rezecabilitatea tumorald, element de importanta pri-
mordiala in prognosticul cancerului colorectal. Astfel prezenta
mutatiei C677T aduce un risc crescut de nerezecabilitate cu
p=0,099 (pentru 677CT/TT vs. 677CC), aproape de limita
semnificatiei statistice.

In cazul mutatiei A1298C nu existi diferente in ceea ce
priveste rezecabilitatea in functie de genotip, p=0,861 (pentru
1298ACICC vs. 1298AA).

Un element major in evolutia cazurilor a fost aparitia
recidivei tumorale, pe care am intalnit-o in 16,66% din cazuri.
Desi exista o usoard crestere a procentului de recidive in grupul
cu mutatia C677T (OR=1,19) aceasta nu are semnificatie
majord statisticd. In cazul mutatiei A1298C existi o crestere
majora a riscului de recidiva la pacientii cu mutatia prezent
(OR=3,063).

Nici din punct de vedere al intervalului la care apare
recidiva nu am obtinut valori semnificative statistic. Pacientii
care prezinta mutatia C677T, sub forma hetero- sau homozigots,
au tendinta de a face mai precoce recidive, deci un interval liber
de boald mai scurt (HR=0,9458). Pacientii cu genotip salbatic
1298AA prezinti recidive mai precoce decit cei cu mutatii, deci
un interval liber de boald mai scurt (HR=3,1070).

Din punct de vedere al rezecabilitatii recidivelor prezenta
ambelor mutatii are un efect negativ, scizind mult rezecabili-
tatea, OR=0,083 in cazul mutatiei C677T. Pacientii cu mutatia
Al1298C (AC/CC) au mai frecvent recidive nerezecabile.
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