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A b st r a ct  

 

I m p air e d c hr o m os o m e s e gr e g ati o n d uri n g mit osis,  i n a c c ur at e D N A d a m a g e r es p o ns e 

a n d e x c es si v e t el o m er e s h ort e ni n g m a y all m o d ul at e t h e fr e q u e n c y of c hr o m os o m al 

a b err ati o ns ( C As) i n p eri p h er al bl o o d l y m p h o c yt es ( P B L). T h er e is e vi d e n c e t h at i n cr e as e d 

fr e q u e nc y of str u ct ur al C As i n P B L m a y b e c o nsi d er e d as a m ar k er of e n h a n c e d  c a n c er ris k. 

I n t h e pr es e nt T h esis, a n eff e ct of v ari a nts i n g e n es i n v ol v e d i n mit oti c c h e c k p oi nt  a n d  D N A 

d a m a g e r es p o ns e o n t h e i nt er-i n di vi d u al diff er e n c es  i n C As  fr e q u e n cy i n P B L  w as 

i n v esti g at e d. C o nsi d eri n g t h e i m p ort a n c e of disr u pt e d t el o m er e str u ct ur e a n d its f u n cti o n i n 

c a n c er bi ol o g y, a li n k b et w e e n t el o m er e l e n gt h a n d cli ni c o p at h ol o gi c al a n d m ol e c ul ar 

f e at ur es of c a n c er p ati e nts w as a n al ys e d . F urt h er m or e, t h e r el e v a n c e of t el o m er e l e n gt h a n d 

C As fr e q u e n c y as m ar k er s  of  p ati e nts’ s ur vi v al  w as e x a mi n e d .  

  T h e m aj or o ut c o m es of t h e T h esis, f ull y r e p ort e d i n d et ail i n  s e v e n att a c h e d 

M a n us cri pts, ar e: I) I n cr e as e d fr e q u e n c y of str u ct ur al C As a n d/ or disr u pt e d t el o m er e l e n gt h 

i n P B L m a y b e c o nsi d er e d as ris k f a ct or s  f or t h e diff er e nt t y p es of s oli d c a n c er ; II) T el o m er e 

s h ort e ni n g i n P B L of h e alt h y s u bj e cts i n cr e as e d t h e fr e q u e n c y of str u ct ur al C As ; III) Bi n ar y 

i nt er a cti o ns of g e n e v ari a nts i n mit oti c c h e c k p oi nt a n d D N A r e p air p at h w a ys m a y m o d ul at e 

t h e fr e q u e n c y of str u ct ur al C As i n P B L of h e alt h y s u bj e cts; I V) T h e a p pli c ati o n of g e n o m e-

wi d e as s o ci ati o n st u d y r e v e al e d n o v el l o ci as s o ci at e d wit h g e n es i m p ort a nt f or mit osis a n d 

li n k e d t o t h e fr e q u e n c y of C As  i n P B L; V) T el o m er e s h ort e ni n g  i n P B L of  br e ast a n d 

c ol or e ct al c a n c er ( C R C) p ati e nts w as as s o ci at e d wit h  d e cr e as e d c a p a cit y t o r e p air m ut a g e n -

i n d u c e d D N A d o u bl e -str a n d br e a ks ; VI) T el o m er e l e n gt h i n t u m or tis s u e w as m o d ul at e d b y 

cli ni c o p at h ol o gi c al f e at ur es ( e. g. t u m or -sit e ori gi n, st a g e of t u m or d e v el o p m e nt, 

mi cr os at ellit e i nst a bilit y) of C R C p ati e nts a n d fi n all y, it w as d e m o nstr at e d  t h at VII) C R C 

p ati e nts wit h m or e pr o n o u n c e d t el o m er e s h ort e ni n g i n t u m or tis s u e c o m p ar e d t o t h e a dj a c e nt 

m u c os a e vi n c e d pr ol o n g e d  s ur vi v al.  

  T h e  r es ults m a y b e utili z e d i n t h e f ut ur e, w h e n i nt er-i n di vi d u al diff er e n c es i n t er ms 

of i d e ntifi e d g e n e v ari a nts a n d disr u pt e d t el o m er e l e n gt h m ai nt e n a n c e  m a y pr o vi d e  

a pr e di cti o n t o ol f or c a n c er ris k as s es s m e nt. F urt h er m or e, as t el o m er as e i n hi bit ors ar e 

c urr e ntl y b ei n g a p pli e d i n cli ni c al pr a cti c e, it is i m p ort a nt t o u n d erst a n d t u m or t el o m er e 

l e n gt h v ari a bilit y a n d its li n k t o cli ni c o p at h ol o gi c al a n d m ol e c ul ar f e at ur es of c a n c er 

p ati e nts.  
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A b st r a kt  

 

M e zi z á kl a d ní pr o c es y, kt er é m o h o u o vli v nit mír u c hr o m o z o m ál ní c h a b er a cí ( C As) 

v  l y mf o c yt e c h p erif er ní kr v e  ( P B L), p atří c h y b n á s e gr e g a c e c hr o m o z o m ů v pr ů b ě h u mit ó z y, 

n e př es n á o d p o v ě ď n a p oš k o z e ní D N A a n a d m ěr n é z kr a c o v á ní d él k y t el o m er. A k u m ul a ci 

C As v  P B L l z e p o v a ž o v at z a u k a z at el z v ýš e n é h o ri zi k a r o z v oj e m ali g ní h o o n e m o c n ě ní. T at o 

dis ert a č ní pr á c e j e z a m ěř e n a n a st u di u m vli v u j e d n o n u kl e oti d o v ý c h p ol y m orfis m ů  

v g e n e c h  ú č ast ní cí c h s e mit oti c k é h o c h e c k p oi nt u a o d p o v ě di n a p oš k o z e ní D N A n a i nt er -

i n di vi d u ál ní r o z díl y v e v ýs k yt u C As v P B L. D ál e b yl zjiš ť o v á n m o ž n ý vli v kli ni c k o -

p at ol o gi c k ý c h a m ol e k ul ár ní c h c h ar a kt eristi k p a ci e nt ů s  k ar ci n o m e m tl ust é h o stř e v a  

a k o n e č ní k u ( C R C) n a d él k u t el o m er v  n á d or o v é t k á ni, j eli k o ž n ar uš e n á f u n k c e t ě c ht o 

pr ot e kti v ní c h str u kt ur c hr o m o z o m ů hr aj e klí č o v o u úl o h u v  pr o c es u m ali g ní tr a nsf or m a c e. 

B yl o t a k é st u d o v á n o, z d a l z e d él k u t el o m er a fr e k v e n ci C As p o v a ž o v at z a u k a z at el 

c el k o v é h o př e žití p a ci e nt ů s n á d or o v ý m o n e m o c n ě ní m.   

  Hl a v ní p o z n at k y t ét o pr á c e, z al o ž e n é n a s e d mi přil o ž e n ý c h r u k o pis e c h, js o u: 

I) Z v ýš e n ý v ýs k yt str u kt ur ní c h C As a/ n e b o n ar uš e n á r e g ul a c e d él k y t el o m er v  P B L m o h o u 

b ýt p o v a ž o v á n y z a ri zi k o v ý f a kt or r o z v oj e n á d or o v é h o o n e m o c n ě ní; II) Kr atší d él k a t el o m er 

v  P B L z dr a v ý c h os o b z v yš uj e v ýs k yt str u kt ur ní c h C As; I II) Bi n ár ní i nt er a k c e g e n o v ý c h 

v ari a nt ú č ast ní cí c h s e mit oti c k é h o c h e c k p oi nt u a o pr a v y p oš k o z e ní D N A m o h o u o vli v ň o v at 

mír u v ýs k yt u str u kt ur ní c h C As v  P B L z dr a v ý c h os o b; I V) P o m o cí v y u žití c el o g e n o m o v é 

as o ci a č ní st u di e b yl y o d h al e n y n o v é g e n o v é v ari a nt y s p o j e n é s v yš ší mír o u C As v P B L; 

V)   Z kr a c o v á ní t el o m er v P B L u p a ci e nt ů s  k ar ci n o m e m prs u a C R C b yl o s p oj e n o s e 

s ní ž e n o u k a p a cit o u o pr a v y d v o u vl á k n o v ý c h zl o m ů D N A; VI)  D él k a t el o m er v  n á d or o v é 

t k á ni b yl a o vli v n ě n a kli ni c k o-p at ol o gi c k ý mi c h ar a kt eristi k a mi p a c i e nt ů s C R C ( n a př. o bl ast 

v ýs k yt u n á d or u, mi kr os at elit o v á n est a bilit a a st á di u m r o z v oj e z h o u b n é h o n o v ot v ar u); VII) 

Kr atší d él k a t el o m er v  n á d or o v é t k á ni v  p or o v n á ní s  přil e hl o u m u k ó z o u u p a ci e nt ů s C R C 

b yl a s p oj e n a s l e pší m c el k o v ý m př e žití m.   

  V ýš e p o ps a n é p o z n at k y m o h o u b ýt u pl at n ě n y z ej m é n a v  b u d o u c n u, k d y i nf or m a c e   

o ri zi k o v ý c h g e n o v ý c h v ari a nt á c h a n ar uš e n é r e g ul a ci d él k y t el o m er m o h o u b ýt v y u žit y j a k o 

n ástr oj pr o pr e di k ci z v ýš e n é pr a v d ě p o d o b n osti r o z v oj e r a k o vi n y. V z hl e d e m k  t o m u, ž e 

i n hi bit or y t el om er á z y s e z a čí n ají p o u ží v at v kli ni c k é pr a xi, j e t a k é v eli c e d ůl e žit é p or o z u m ět 

m e c h a nis m ů m r e g ul a c e d él k y t el o m er v  n á d or o v é t k á ni.  
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1.  I nt r o d u cti o n  

 

Err or -fr e e tr a ns mis si o n of u n d a m a g e d g e n eti c i nf or m ati o n fr o m e a c h c ell t o its 

offs pri n g  is a criti c al pr e c o n diti o n  f or t h e pr es er v ati o n of g e n o m e st a bilit y a n d p er p et u ati o n 

of lif e. At t h e s a m e ti m e, a c q uir e d  m ut ati o ns i n D N A  m ol e c ul e , t h e r a w m at eri als of 

e v ol uti o n , c o ntri b ut e  t o m ali g n a nt tr a nsf or m ati o n of t h e c ell . 

C a n c er is a wi d e a n d h et er o g e n e o us gr o u p of c o m pl e x dis or d ers diff eri n g fr o m e a c h 

ot h er i n bi ol o gi c al a n d m ol e c ul ar c h ar a ct eristi cs . O n e as p e ct of t his  h et er o g e n eit y, g e n o mi c 

i nst a bilit y ( GI N), is a h all m ar k of s oli d t u m ors [ 1]. 

GI N  r ef ers t o err or  a c q uisiti o n pr otr u di n g o n t h e n u cl e oti d e or c hr o m os o m al l e v el 

[ 2]. D e s pit e c o nsi d er a bl e  st a bilit y of D N A m ol e c ul e, m a n y  c h e mi c al, bi ol o gi c al a n d p h ysi c al 

f a ct ors d ail y disr u pt D N A str u ct ur e. R o b ust D N A r e p air m e c h a nis ms r e m o v e a wi d e -s c al e 

of D N A d a m a g e. H o w e v er, r e d u c e d D N A r e p air c a p a cit y  ( D R C) m a y c o ntri b ut e t o GI N [ 3]. 

F urt h er m or e, d ef e cti v e  c hr o m os o m e s e gr e g ati o n d uri n g t h e c ell di visi o n a n d/ or t el o m er e 

d ysf u n cti o n m a y  a d diti o n all y  c a us e gr os s c hr o m os o m al r e arr a n g e m e nts [ 1, 4]. 

  I n t h e pr es e nt t h esis, w e  s u m m ari z e s e v er al p ot e nti al c o ntri b ut ors  u n d erl yi n g  t h e 

f or m ati o n of c hr o m os o m al a b err ati o ns ( C As ; M a n us cri pt I, II, III, I V, V ), t h e m ost pr e v al e nt 

f or m of GI N [ 2]. M ol e c ul ar m e c h a nis ms l e a di n g t o t h e f or m ati o n of C As ar e still c urr e ntl y 

p o orl y u n d erst o o d.  O ur r es ults m a y h el p t o b ett er u n d erst a n d t his p h e n o m e n o n .  

  F oll o wi n g t e xt is b as e d o n 4  ori gi n al r es e ar c h arti cl e s a n d a s u m m ar y r e vi e w p a p er  

(M a n us cri pt VII ), all p u blis h e d b et w e e n 2 0 1 5 t o 2 0 1 9. F urt h er m or e, i m p ort a nt p arts  of t h e 

pr es e nt  d o ct or al  T h esis ar e  t w o m a n us cri pt s ( M a n u s cri pt I V &  VI ), t h o u g h u n d er r e vi e w 

pr o c es s at t h e ti m e of s u b mitti n g t h e T h esis, f o c usi n g o n t el o m er e l e n gt h i n c a n c er p ati e nts 

a n d h e alt h y s u bj e cts . 

 

1. 1.  G e n o mi c i nst a bilit y a n d c a n c e r  

 

GI N m o d ul at es t u m or i niti ati o n,  pr o gr es si o n , p ati e nt pr o g n osis  a n d als o i n cr e a s e s 

m ut ati o n r at e, cl o n al e v ol uti o n, a n d t u m or h et er o g e n eit y  [ 5-7] . T h er ef or e, it is a cr u ci al 

pr er e q uisit e f or m ali g n a nt tr a nsf or m ati o n a n d r e pr es e nt s a dri vi n g f or c e of c a n c er  dis e a s e  

[ 8]. G e n er all y, all m ali g n a n ci es  ar e as s o ci at e d wit h GI N a n d a c o nsi d er a bl e v ari ati o n i n its 

a m o u nt a n d t y p e is c o m m o nl y s e e n a m o n g c a n c er c ells  [ 9]. 
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F or c o n v e ni e n c e, GI N c a n b e di vi d e d i nt o t w o m aj or cl a s s e s, n u cl e oti d e i nst a bilit y  

( NI N) a n d c hr o m os o m al i nst a bilit y ( CI N ). F urt h er m or e, s o m e a ut h or s cl a s sif y 

mi cr os at ellit e i nst a bilit y ( M SI) a s a p arti c ul ar c a s e of NI N,  ot h er s c o nsi d er it a s a  disti n ct 

s u b c at e g or y of GI N , t h o u g h it r e pr es e nt s i ns erti o n-d el eti o n m ut ati o ns (i n d els) o n t h e 

n u cl e oti d e l e v el [ 2, 1 0] 

NI N  c o m pris es a s p e ctr u m  of  si n gl e b as e m ut ati o ns t o e x c es si v e n u cl e oti d e i n d els.  

O n t h e ot h er h a n d,  CI N , a m or e pr o mi n e nt t y p e of GI N , e n c o m p as s es  l ar g e-s c al e of 

n u m eri c al a n d str u ct ur al C As  [ 2, 1 1]. U nli k e  NI N, t h e m ol e c ul ar b a sis of CI N h a d n ot y et 

b e e n  cl arifi e d . T his m a y b e  d u e t o t h e f a ct t h at a c o m pl e x disr u pti o n of m a n y m e c h a nis m s 

m a y c o ntri b ut e  t o CI N p h e n ot y p e [ 4, 8, 1 2, 1 3] (ill ustr at e d i n Fi g ur e 1 ). 

Fi g u r e 1 . P r o p o s e d p ot e nti al s o u r c e s of C I N  i n v ol v e err o n e o us s pi n dl e a s s e m bl y 

c h e c k p oi nt a n d i m p air e d c hr o m os o m e s e gr e g ati o n d uri n g mit osi s, i n a c c ur at e D N A d a m a g e 

r e s p o ns e a n d t el o m er e attriti o n.  
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1. 2.  C h r o m os o m al a b e r r ati o ns  

 

  N u m eri c al C As  i n v ol v e e u pl oi d y or a n e u pl oi d y s u b c at e g ori es, w hi c h r ef er  t o 

c hr o m os o m e n u m b er t h at is a n e x a ct m ulti pl e of t h e h a pl oi d s et ( p ol y pl oi di z ati o n; e. g. 

tri pl oi d y, t etr a pl oi d y) or a n y c hr o m os o m e n u m b er t h at is n o n-e u pl oi d ( e. g. m o n os o m y, 

tris o m y), r es p e cti v el y [ 1 4]. P ol y pl oi di z ati o n is a c o m m o n c h ar a ct eristi c of t h e s e v er al 

m a m m ali a n s p e ci ali z e d c ell t y p es ( e. g. li v er a n d m us cl e c ells [ 1 5]) a n d h as b e e n als o 

d o c u m e nt e d i n c a n c er  c ells  [ 1 6]. F urt h er m or e, e x c e pt f or  s o m e tris o mi es ( e. g. D o w n or 

E d w ar ds  s y n dr o m e), n u m eri c al C As of m ost h u m a n c hr o m os o m es ar e, i n g e n er al, 

i n co m p ati bl e wit h vi a bilit y  of n o n -m ali g n a nt c ells . H o w e v er, n u m eri c al C As ar e wi d el y 

pr es e nt i n t h e m aj orit y of h u m a n m ali g n a n ci es a n d r e pr es e nt  t h e m ost c o m m o n t y p e of GI N 

i n c a n c er c ells. It is i m p ort a nt t o n ot e, t h at e v e n a s m all alt er ati o n  i n c hr o m os o m e c o p y 

n u m b er m a y l e a d  t o g e n es d os a g e dis e q uili bri u m, i nt err u pti o n of k e y c ell p at h w a ys (e. g . 

mit oti c s pi n dl e c h e c k p oi nt) a n d m a y ulti m at el y r es ult  i n str u ct ur al C As. T h er ef or e, 

n u m eri c al C As m a y c o ntri b ut e t o t h e f or m ati o n of  str u ct ur al C As [ 1 7]. 

 U nli k e n u m eri c al C As, str u ct ur al C As ar e g e n er all y c o m p ati bl e wit h c ell vi a bilit y 

a n d e n c o m p as s s p e cifi c a n d n o n -s p e cifi c C As. S p e cifi c str u ct ur al C As i n cl u d e i n v ersi o ns, 

tr a nsl o c ati o ns a n d d el eti o ns of D N A s e g m e nts [ 1 8]. A n e x a m pl e of s p e cifi c  

C As -as s o ci at e d dis e as e is c hr o ni c m y el oi d l e u k e mi a, a n e o pl asti c dis or d er r es ulti n g fr o m 

t h e g e n o mi c r e ci pr o c al tr a nsl o c ati o ns  [ 1 9]. N o n-s p e cifi c C As , o n t h e ot h er h a n d, m a y b e 

c yt ol o gi c all y disti n g u is h e d i n p eri p h er al bl o o d l y m p h o c yt es (P B Ls ) a n d ar e di vi d e d i nt o 

c hr o m ati d –  t y p e ( C T A), aff e cti n g o nl y o n e c hr o m ati d, or c hr o m os o m e –  t y p e ( C S A) 

s u b cl as s, w hi c h i n v ol v es b ot h c hr o m ati ds. B ot h t y p e s of n o n -s p e cifi c str u ct ur al C As h a v e a 

diff er e nt m e c h a nis m of ori gi n, w h er e a c o m pl e x  disr u pti o n of  mit oti c c h e c k p oi nt, D N A 

r e p air a n d/ or t el o m er e l e n gt h m ai nt e n a n c e m e c h a nis m s  m a y b e  criti c al [ 2 0-2 3] .  

 I n g e n er al, C T As, i n cl u di n g c hr o m ati d br e a ks a n d e x c h a n g es, aris e as a c o ns e q u e n c e 

of  i ns uffi ci e ntl y r e p aire d D N A d o u bl e -str a n d br e a ks ( D S Bs)  i n d u c e d d uri n g t h e l at e S or G 2 

p h as e of t h e c ell c y cl e . O n t h e ot h er h a n d, C S As, e n c o m p as s i n g di c e ntri c a n d ri n g 

c hr o m os o m es , ar e g e n er at e d b y r e pli c ati o n of D S Bs d uri n g t h e S  p h as e of t h e c ell c y cl e  [ 2 4, 

2 5] . 

 C As m a y b e c o nsi d er e d as a n i niti al e v e nt i n  m ali g n a nt tr a nsf or m ati o n [ 2 6], alt h o u g h 

t h e r el ati o ns hi p b et w e e n n o n-s p e cifi c  C As a n d c a n c er is n ot as d et er mi n e d as it is i n c as e of 

s p e cifi c C As. H o w e v er, t h er e is c o m p elli n g e vi d e n c e t h at i n cr e as e d fr e q u e n c i es of n o n -
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s p e cifi c str u ct ur al C As, p arti c ul arl y C S As, i n P B L  m a y s er v e as a pr e di cti v e m ar k er of 

c a n c er s us c e pti bilit y [ 2 7-3 1] , if t h e g e n eti c d a m a g e i n P B L  refl e cts t h e D N A c h a n g es i n c ells 

u n d er g oi n g c ar ci n o g e n esis  [ 2 7]. T h e fir st e vi d e n c e of i n cr e a s e d  c hr o m os o m al d a m a g e  i n 

P B L  of i n ci d e nt c a n c er p ati e nt s c o m p ar e d wit h h e alt h y c o ntr ols w as d o c u m e nt e d  i n o ur 

la b or at or y  [ 3 1]. C urr e ntl y, i n c as e -c o ntr ol st u di es , 2  % of C As  i n P B L is us e d as a  c ut -off 

p oi nt  t o disti n g uis h b et w e e n i n di vi d u als wit h l o w or  hi g h l e v el of c hr o m os o m al d a m a g e , 

w hil e f or C S As a n d C T As it is 1  %  [ 2 9, 3 1], (M a n us cri pt I – I V). 

 

1. 2. 1.  I n h e rit e d p r e dis p ositi o n t o st r u ct u r al C As  

 

  T h er e is a  r e m ar k a bl e g e n eti c vari a bilit y a m o n g  t h e h u m a n p o p ul ati o n . S i n gl e 

n u cl e oti d e p ol y m or p his ms  ( S N P s) ar e th e m ost c o m m o n t y p e of s u c h h et er o g e n eit y . S N P s 

n ot o nl y aff e ct p h e n ot y pi c c h ar a ct eristi cs of e a c h i n di vi d u al b ut t h e y m a y  als o u n d erli e i nt er -

i n di vi d u al diff er e n c es i n s us c e pti bilit y t o a m ali g n a nt tr a nsf or m ati o n .  

F e w  pr e vi o us r e p orts  c o n d u ct e d als o i n o ur l a b or at ory , f o c us e d o n t h e fr e q u e n c y of 

C As i n as s o ci ati o n wit h S N P s i n g e n es e n c o di n g C y cli n D 1  [ 3 2], x e n o bi oti c m et a b olis m 

[ 2 1] a n d D N A r e p air  e n z y m es  [ 3 3-3 5]  (s u m m ari z e d i n M a n us cri pt VII ). F urt h er m or e, 

s e v er al st u di es als o i n v esti g at e d t h e  r ol e of S N P s i n D N A r e p air g e n es f or t h e s us c e pti bilit y 

of c a n c er ris k [ 3 6-4 0] , p ati e nt's  pr o g n osis a n d t h er a p y r es p o ns e  [ 4 0]. I n M a n us cri pt II w e 

ai m e d t o bri n g n e w e vi d e n c e o n t his r es e ar c h t o pi c a n d f o c us e d o n t h e i nfl u e n c e of S N P s i n 

g e n es e n c o di n g  D N A r e p air e n z y m es o n C As l e v el i n P B L of h e alt h y i n di vi d u als.  

As s o ci ati o n st u di es i n v esti g ati n g S N P s i n g e n es i n v ol v e d i n t el o m er e -h o m e ost asis 

als o s h o w e d a n  eff e ct o n t el o m er e l e n gt h, ris k of c a n c er dis e as e a n d p ati e nt ’s  pr o g n osis  

[ 4 1-4 7] . H o w e v er, s u c h a n al ys es ar e n ot fr e q u e nt a n d t h e r es ults ar e  m ostl y  i n c o n cl usi v e. 

R e c e ntl y, m et a -a n al ys is d e m o nstr at e d si g nifi c a nt c orr el ati o ns b et w e e n S N P s i n l o ci c o di n g 

f or t el o m er as e a n d c a n c er s us c e pti bilit y, es p e ci all y l u n g [ 4 8], p a n cr e ati c [ 4 9] a n d bl a d d er 

c a n c er s  [ 5 0]. H o w e v er, t h e i m p a ct of r el e v a nt g e n e v ari a nts o n t el o m er e l e n gt h i n t u m or 

tis s u e of c a n c er p ati e nts is c urr e ntl y u nr es ol v e d. I n M a n us cri pt VI  w e e v al u at e d  t h e i nfl u e n c e 

of S N P s i n g e n es i m p ort a nt f or t el o m er e h o m e ost asis (t el o m er as e a n d s h elt eri n c o m pl e x) o n  

t el o m er e l e n gt h i n disti n ct tis s u es of  c ol or e ct al c a n c er  (C R C ) p ati e nts .  

  I nt er esti n gl y, d es pit e t h e i m p ort a n c e of mit oti c c h e c k p oi nt a n d fi d elit y of 

c hr o m os o m e  s e gr e g ati o n f or pr ot e cti o n a g ai nst C As d e v el o p m e nt, t h e st u di es i n v esti g ati n g 

t h e r ol e of S N P s i n mit oti c c h e c k p oi nt g e n es a n d t h eir r el ati on t o c a n c er ar e  als o  n ot 
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c o m m o n. Br e n dl e et al . i d e ntifi e d S N P i n C e ntr o m er e pr ot ei n -F  g e n e  (C E N P F ) as a 

pr o g n osti c f a ct or of br e ast c a n c er  ( B C) p ati e nts  [ 3 0]. F urt h er m or e, v ari a nts i n a g e n e 

e n c o di n g A ur or a ki n as e si g nifi c a ntl y c o nf er re d i n cr e a s e d s us c e pti bilit y t o g astri c c a n c er [ 5 1, 

5 2] . In M a n us cri pt  I, w e f o c us e d o n S N P s i n g e n e s c o di n g f or e n z y m es i n v ol v e d i n t h e 

mit oti c c h e c k p oi nt i n r el ati o n t o t h e fr e q u e n c y of C A s i n P B L of h e alt h y s u bj e cts .  

G e n o m e -wi d e as s o ci ati o n st u d y ( G W A S) m a y h el p t o i d e ntif y g e n e v ari a nts i n 

r el ati o n t o i n cr e as e d c a n c er ris k ( e. g. [ 5 3, 5 4]). I n a d diti o n t o t h e fi n di n gs i n M a n us cri pt I  

a n d II, w e p erf or m e d t h e a n al ysis of S N P s fr o m a cr os s t h e h u m a n g e n o m e i n or d er t o i d e ntif y 

n e w l o ci pr e dis p osi n g t h e i n di vi d u al t o a n  i n cr e as e d fr e q u e n c y of C As (M a n us cri pt III ). T his  

a p pr o a c h m a y b e utili z e d i n t h e f ut ur e, w h e n a p ot e nti al p a n el of S N P s m a y pr o vi d e a 

pr e di cti o n t o ol f or c a n c er ris k as s es s m e nt.  

 

1. 2. 2.  Mit oti c c h e c k p oi nt a n d st r u ct u r al  C As  

 

F oll o wi n g c h a pt er of t h e Th esis e x pl ai ns t h e r ol e of k e y e n z y m es i n v ol v e d i n mit oti c 

c h e c k p oi nt. E n z y m es r el e v a nt t o M a n us cri pt I  ar e hi g hli g ht e d i n t h e t e xt  a n d t h eir f u n cti o n 

is s u m m ari z e d i n Fi g ur e 2 . 

Fi g u r e 2:  M et a p h as e –  a n a p h as e t r a nsiti o n a n d m aj o r e n z y m es i n v ol v e d i n mit oti c  

c h e c k p oi nt . 

A)  A cti v ati o n of mit oti c c h e c k p oi nt a n d i n hi biti o n o f c hr o m ati d s e gr e g ati o n; B)  D e a cti v ati o n of 

mit oti c c h e c k p oi nt a n d c o ns e q u e nt c hr o m ati d s e gr e g ati o n  d uri n g a n a p h a s e.  
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Err ors  at ki n et o c h or e -mi cr ot u b ul e c o n n e cti o n m a y l e a d t o pr e m at ur e or i m p air e d 

s e gr e g ati o n of sist er c hr o m ati ds , r es ulti n g i n C As [ 5 5, 5 6]. T o  a v oi d t his s c e n ari o, mit oti c 

c h e c k p oi nt or s o -c all e d “ s pi n dl e as s e m bl y c h e c k p oi nt ”  pr o vi d es a s af e g u ar d m e c h a nis m 

a g ai nst a n err o n e o us distri b uti o n of g e n eti c i nf or m ati o n d uri n g t h e e arl y st a g es of mit osis.   

Aft er  t h e D N A r e pli c ati o n, sist er c hr o m ati ds ar e e n cir cl e d a n d e ntr a p p e d b y C o h esi n 

s u b u nits. C o h esi n r ef ers t o a gi g a nti c m ulti m e ri c pr ot ei n wit h a ri n g-li k e str u ct ur e, w hi c h 

h ol ds  t o g et h er t w o sist er c hr o m ati ds u ntil a n a p h a s e o ns et w h e n all c hr o m os o m es ar e 

pr o p erl y att a c h e d t o t h e mit oti c s pi n dl e. A c orr e ct c o n n e cti o n of  all c hr o m os o m es t o t h e 

mi cr ot u b ul e fi b ers a n d c o ns e q u e nt s e p ar ati o n of sist er c hr o m ati ds t o t h e o p p osit e s pi n dl e 

p ol es e ns ur e a c c ur at e distri b uti o n of g e n eti c i nf or m ati o n i nt o d a u g ht er c ells. Ki n et o c h or es, 

c o m pl e x dis c -s h a p e d str u ct ur es as s o ci at e d wit h t h e c e ntr o m eri c D N A r e gi o ns of e a c h 

c hr o m ati d, pl a y a n i n dis p e ns a bl e r ol e i n t h e w h ol e pr o c es s [ 5 7].  

  Mit oti c c h e c k p oi nt  si g n al , e mitt e d b y aff e ct e d ki n et o c h or e i n c as e of i n c orr e ctl y 

att a c h e d or u n att a c h e d mi cr ot u b ul es, i n t ur n d el a ys m et a p h as e -a n a p h as e tr a nsiti o n a n d 

pr o vi d e s  t h e c ell a n o p p ort u nit y t o fi x t h e c o n n e cti o n [ 5 8]. A n a p h as e -Pr o m oti n g C o m pl e x  

( A P C/ C ali as  “ C y cl os o m e ” ), is i n hi bit e d b y mit oti c c h e c k p oi nt c o m pl e x . A P C/ C r e pr es e nts 

a n E 3 u bi q uiti n li g as e, t h at e n a bl es pr ot e ol yti c d e gr a d ati o n of s e v er al m aj or t ar g ets, t h at 

i n hi bit sist er c hr o m ati d s e gr e g ati o n [ 5 9].  

  T h e q u esti o n is, h o w d o es aff e ct e d ki n et o c h or e g e n er at e a mit oti c c h e c k p oi nt  si g n al ? 

A k e y r ol e i n t h e i niti ati o n a n d als o sil e n ci n g of mit oti c c h e c k p oi nt  pl a ys  R Z Z c o m pl e x 

n a m e d aft er t h e D r os o p hil a m el a n o g ast er  g e n es R o u g h D e al  (R O D ), Z est e W hit e 1 0  (Z W 1 0 ), 

Z W I N T  a n d  Z W I L C H  [ 6 0]. R Z Z c o m pl e x al o n g wit h C E N P F  a n d NI M A R el at e d  K i n as e 2 

(N E K 2 ) pr ot ei ns  is r e q uir e d t o r e cr uit mit oti c c h e c k p oi nt c o m pl e x t o t h e ki n et o c h or e [ 6 1, 

6 2] . M ai n c o m p o n e nts of mit oti c c h e c k p oi nt c o m pl e x ar e Mit oti c A r r est D efi ci e nt 2  

(M A D 2 ), B u d di n g U ni n hi bit e d b y B e nzi mi d az ol es 1  (B U B 1 ) a n d  B u d di n g U ni n hi bit e d b y 

B e nzi mi d az ol es 3  (B U B 3 ) e n z y m es [ 6 3]. O n c e mit oti c c h e c k p oi nt c o m pl e x is as s e m bl e d at 

ki n et o c h or es , it bl o c ks C ell Di visi o n C y cl e 2 0  (C D C 2 0 ), a k e y s u b u nit of A P C/ C a n d sist er 

c hr o m ati d c a n n ot s e p ar at e. H o w e v er, w h e n  all ki n et o c h or es ar e pr o p erl y c o n n e ct e d t o 

mi cr ot u b ul es, C D C 2 0  is r el e as e d fr o m i n hi biti o n b y mit oti c c h e c k p oi nt c o m pl e x , i nt er a cts 

wit h A P C / C, cr e at es a cti v e A P C/ C c o m pl e x a n d e n a bl es p ol y u bi q uiti n ati o n a n d d estr u cti o n 

of S e c uri n (P T T G 1 ), a n i n hi bit or of S e p ar as e ( E S P L 1 ). A cti v at e d Se p ar as e m ol e c ul es, i n 

t ur n, cl e a v e Co h esi n a n d sist er c hr o m ati d s e gr e g ati o n  b e gi ns [ 6 4, 6 5].  
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1. 2. 3.  D N A d a m a g e r es p o ns e a n d st r u ct u r al C As  

 

  T h e g e n es  e n c o di n g D N A r e p air e n z y m es ar e hi g hl y p ol y m or p hi c a n d, t a ki n g i nt o 

a c c o u nt t h e si g nifi c a n c e of t h e D N A r e p air  d ef e cts f or m ali g n a nt tr a nsf or m ati o n  [ 6 6-6 9]  

diff er e n c es i n c a n c er ris k s us c e pti b ilit y m o d ul at e d b y s u c h S N P s m a y b e e x p e ct e d .  

I n M a n us cri pt II , w e st u di e d S N P s  i n g e n es c o di n g f or D N A r e p air pr ot ei ns  i n r el ati o n t o 

t h e fr e q u e n c y of C As i n P B L of h e alt h y s u bj e cts (Fi g ur e 3 ). T h e st u d y als o f oll o w s t h e 

pr e vi o us r es e ar c h c o n d u ct e d at  o ur  d e p art m e nt , f or at l e ast t w o d e c a d es, w h e n s u bst a nti al 

i nt eri n di vi d u al v ari a bilit y i n D R C  r e g ar di n g r el e v a nt g e n e v ari a nts w as o bs er v e d [ 7 0-7 2] . 

F urt h er m or e, t h e w h ol e c h a pt er  is cl os el y r el at e d t o t h e n e xt p art of t h e T h esis, w hi c h f o c us es 

o n t h e c o m pl e x i nt er pl a y b et w e e n D N A d a m a g e r es p o ns e ( D D R)  a n d t el o m er es.   

 

 V ari et y of e n vir o n m e nt al a n d e n d o g e n o us f a ct ors c o nst a ntl y as s a ult s  t h e str u ct ur e of 

t h e D N A m ol e c ul e a n d cr e at e s  a di v ersit y of D N A l esi o ns [ 7 3]. R e a cti v e o x y g e n s p e ci es, 

al k yl ati n g c h e mi c als , x e n o bi oti cs as s o ci at e d wit h f o o d pr o c es si n g or ultr a vi ol et li g ht 

r e pr es e nt t h e m ost c o m m o n t y p es of D N A d a m a gi n g a g e nts , w hi c h  m a y i n d u c e t h o us a n ds 

of l esi o n p er h o ur i n e a c h c ell [ 7 4]. Th os e, if n ot r e m o v e d pr o p e rl y, m a y r es ult i n D N A 

si n gl e-s tr a n d br e a ks ( S S Bs). If r e pli c ati o n f or k colli d e s  wit h S S B , D S Bs m a y b e f or m e d  

[ 7 5]. D S Bs r e pr es e nt t h e m ost h ar mf ul a n d p ot e nti all y l et h al d a m a g e. E a c h c ell h as t o d e al 

wit h a p pr o xi m at el y t e n D S Bs p er d a y . P at h ol o gi c al D S Bs aris e f or e x a m pl e fr o m t h e eff e ct 

of i o ni zi n g r a di ati o n a n d r e pli c ati o n f ail ur es. M or e o v er, D S Bs ar e p h ysi ol o gi c all y g e n er at e d 

b y a c ell its elf. T h os e i nt e nti o n all y i n d u c e d D S Bs pl a y a pi v ot al r ol e i n r e arr a n g e m e nts  of  

g e n es  f or a nti g e n -r e c e pt ors , w hi c h is a c e ntr al f e at ur e of t h e a d a pti v e i m m u n e s yst e m  [ 7 6] 

D S Bs ar e als o a b u n d a ntl y cr e at e d d uri n g m ei oti c  r e c o m bi n ati o n [ 7 7].  

  All t h e a b o v e e x a m pl es i m pli c at e t h e n e c es sit y t o utili z e D N A r e p air p at h w a ys t o 

d e al wit h t h e d a m a g e, a n d h e n c e t o m ai nt ai n g e n o m e i nt e grit y. T h er ef or e, c ells h a v e e v ol v e d 

a s o p histi c at e d n et w or k of D D R. T h e pri n ci p al D N A r e p air p at h w a ys i n m a m m als c o m pris e 

N u cl e oti d e e x cisi o n r e p air  ( N E R), B as e e x cisi o n r e p air ( B E R), Mis m at c h r e p air ( M M R), 

a n d D S B s  r e p air p at h w a ys i n cl u di n g H o m ol o g o us r e c o m bi n ati o n ( H R) a n d N o n -

h o m ol o g o us e n d j oi ni n g ( N H EJ)  [ 7 8] 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/adaptive-immune-system
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Fi g u r e 3:  Si m plifi e d D N A r e p ai r p at h w a ys wit h t h e hi g hli g ht e d f u n cti o n of e n z y m es 

r el e v a nt t o M a n u s cri pt I I  (bri e f o v er vi e w b el o w) . 
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E x c e pt f or B E R, a c o n n e cti o n b et w e e n s e v er e h u m a n s y n dr o m es, fr e q u e ntl y 

as s o ci at e d wit h a hi g h ris k of c a n c er dis e as e, a n d i m p air e d D D R  h as b e e n r e p ort e d.  

T his m a y b e d u e t o t h e criti c al i m p ort a n c e of B E R i n m ai nt ai ni n g  c ell vi a bilit y  [ 7 9].   

  D isr u pti o n of N E R m e c h a nis m is as s o ci at e d, f or ill ustr ati o n, wit h X er o d er m a 

pi g m e nt os u m  dis or d er, a c o n diti o n c h ar a ct eri z e d b y e xtr e m e ultr a vi ol et  li g ht s e nsiti vit y, 

i n a bilit y t o r e c o g ni z e a n d r e m o v e p h ot o pr o d u ct fr o m D N A a n d b y a v er y l ar g e i n cr e as e i n 

t h e ris k of s ki n c a n c er [ 6 6, 6 9]. X er o d er m a pi g m e nt os u m  w as t h e first  s y n dr o m e d es cri b e d 

i n a li n k wit h i m p air e d D D R  [ 6 9].   

  M u t ati o ns i n g e n es i n v ol v e d i n M M R ar e li n k e d t o L y n c h s y n dr o m e , a c o n diti o n 

c o n n e ct e d t o a n e x c es si v e ris k of C R C [ 6 8].  

  I m p a ct of d ef e cts i n D S Bs  r e p air p at h w a ys o n h u m a n h e alt h is als o w ell r e c o g ni z e d. 

I n di vi d u als wit h m ut ati o ns i n N H EJ-as s o ci at e d g e n e s , p arti c ul arl y i n n u cl e as e Art e mis a n d 

t h e c at al yti c s u b u nit  of  D N A -D e p e n d e nt Pr ot ei n K i n as e (D N A -P K cs ), s uff er fr o m s e v er e 

c o m bi n e d i m m u n o d efi ci e n c y d u e t o t h e err o n e o us V( D)J r e c o m bi n ati o n  [ 8 0, 8 1]. M ut ati o ns  

i n N B S 1  l e a d t o Nij m e g e n br e a k a g e s y n dr o m e , w hi c h is as s o ci at e d wit h a hi g h ris k of 

m ali g n a nt tr a nsf or m ati o n d uri n g t h e i n di vi d u als ’ lif e. F urt h er m or e, Br e ast C a n c er T y p e 1/ 2  

S us c e pti bilit y  (B R C A 1 / 2) g er mli n e m ut ati o n s  c arri ers h a v e a hi g h pr o b a bilit y of B C  a n d 

o v ari a n c a n c ers d e v el o p m e nt [ 6 7].  

 

N E R p at h w a y : N E R r e m o v es l ar g e, b ul k y, D N A l e si o ns. A m o n g t h e m, t h e m os t fr e q u e nt 

ar e ultr a vi ol et  li g ht-i n d u c e d c y cl ob ut a n e p yri mi di n e di m ers, b e n z o[ a] p yr e n e fr o m t o b a c c o 

s m o k e, ar o m ati c a mi n es, afl at o xi n B 1  or D N A a d d u cts f or m e d b y c h e m ot h er a p e uti c a g e nts 

[ 8 2].  

  N E R c a n b e di vi d e d i nt o t w o disti n ct s u b p at h w a ys ( Gl o b al Ge n o m e N E R ( G G -N E R) 

a n d Tr a ns cri pti o n -C o u pl e d N E R ( T C -N E R )) [ 8 3, 8 4]. U nli k e T C -N E R, G G -N E R w or ks 

d uri n g t h e w h ol e c ell c y cl e r e m o vi n g str o n gl y h eli x -dist orti n g  D N A l esi o ns.  

T C -N E R, o n t h e ot h er h a n d, f o c us es o n D N A d a m a g e t h at bl o c ks R N A p ol y m er as es  d uri n g  

t h e tr a ns cri pti o n pr o c es s. Alt h o u g h, b ot h N E R s u b p at h w a ys diff er i n r e c o g niti o n of t h e 

l esi o n, t h e y utili z e t h e s a m e e n z y m es d uri n g t h e w h ol e D N A r e p air pr o c es s. L esi o ns r ep air e d 

b y G G -N E R p at h w a y ar e d et e ct e d b y X P C, a n e n z y m e c o d e d b y a g e n e wit hi n X er o d er m a 

pi g m e nt os u m  (X P ) c o m pl e m e nt ati o n gr o u p [ 6 6, 8 5]. S e v e n re m ai ni n g g e n es fr o m X P  gr o u p 

ar e X P A  t hr o u g h t o X P G  as w ell as X P V . U p o n t h e i niti al r e c o g niti o n of t h e d a m a g e, X P C  

e n z y m e r e cr uits t w o D N A h eli c as es, X P B a n d X P D  [ 8 6]. H eli c as es u n wi n d D N A ar o u n d 
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t h e sit e of t h e l esi o n a n d all o w t h e f or m ati o n of pr ei n cisi o n c o m pl e x vi a a c c u m ul ati o n of 

X P A  a n d X P G  [ 8 7, 8 8]. X P A bi n ds E x cisi o n R e p air Cr os s -C o m pl e m e nt ati o n G r o u p 1  

(E R C C 1 )-X P F c o m pl e x a n d i niti at es d u al i n cisi o n of t h e d a m a g e d D N A -str a n d  [ 8 9]. 

R es ulti n g 2 2 -3 0  b as e oli g o n u cl e oti d e g a p is s u bs e q u e ntl y fill e d a n d s e al e d b y D N A 

p ol y m er as e δ/ ε a n d D N A li g as e I, r es p e cti v el y [ 9 0]. 

 

B E R p at h w a y : B E R r e m o v es s m all D N A l esi o ns, pr e d o mi n a ntl y d e a mi n ati o n, al k yl ati o n 

a n d o xi d ati v e d a m a g e  [ 7 4]. T h e w h ol e pr o c es s  of B E R s h ar e s  c o nsi d er a bl e si mil ariti es wit h 

N E R m e c h a nis m, i n cl u di n g d a m a g e r e c o g niti o n, i n ci si o n, r e p air, a n d D N A li g ati o n.  

  T h e i niti al st e p i n B E R p at h w a y r e pr es e nts s e ar c hi n g f or t h e d a m a g e d b as e b y D N A 

gl y c os yl as e. S e v er al gl y c os yl as es ar e pr es e nt i n h u m a n c ells. E a c h of t h e m is d e di c at e d t o 

s p e cifi c alt er ati o n  i n D N A s e q u e n c e. If o n e of t h os e e n z y m es  r e c o g ni z es al k yl ati o n, 

d e a mi n ati o n  or o xi d ati v e d a m a g e, it fli ps a n d cl e a v e s o ut t h e N -gl y c os yl b o n d of d a m a g e d 

b as e r es ulti n g i n hi g hl y m ut a g e ni c a p uri ni c/ a p yri mi di ni c ( A P) sit e. A m ost c o m m o n 

o xi d ati v e d a m a g e i n a c ell, 8 -o x o -7, 8 -di h y dr o -2 ′-d e o x y g u a n osi n e ( 8 -o x o G ; [ 7 4]), is 

s p e cifi c all y r e c o g ni z e d b y 8 -O x o g u a ni n e D N A Gl y c os yl as e  (O G G 1 ; [ 9 1]).  

A P sit es  cr e at e d  b y D N A gl y c os yl as e ar e c o ns e q u e ntl y d et e ct e d b y A p uri ni c/ A p yri mi di ni c 

E n d o n u cl e as e 1  (A P E 1 ) t h at cl e a v es p h os p h o di est er b o n d t o yi el d a 5' d e o x yri b os e  

p h os p h at e a n d 3' h y dr o x yl s u bstr at e f or D N A p ol y m er as e. S p e cifi c p ol y m er as es utili z e d b y 

t h e B E R p at h w a y ar e D N A p ol y m er as es β, δ a n d ε, r es p e cti v el y. D e p e n di n g o n t h e e xt e nt  

of t h e d a m a g e, o n e of  t h os e e n z y m es fills  t h e g a p wit h o n e or m or e n e w n u cl e oti d es. A f i n al 

st e p i n t h e B E R p at h w a y is e ns ur e d b y D N A li g as e. T h e w h ol e e n z y m ati c B E R c as c a d e is 

m e di at e d b y  X -r a y R e p air Cr os s C o m pl e m e nti n g 1  (X R C C 1 ) s c aff ol d pr ot ei n [ 9 2]. 

 

M M R p at h w a y : Pr o ofr e a di n g a cti vit y of D N A p ol y m er as es δ a n d ε  pr e v e nts a c c u m ul ati o n 

of e x c es si v e err ors d uri n g t h e r e pli c ati o n of D N A m ol e c ul e. O c c asi o n all y, t h e err o n e o us 

i n c or p or ati o n of t h e b as e is n ot r e c o g ni z e d a n d r e m o v e d b y t h e e x o n u cl e as e a cti vit y of D N A 

p ol y m er as e. D u e t o t h e i n cr e as e d pr o b a bilit y of p ol y m er as e sli p p a g e e v e nts, t h e m ost pr o n e 

D N A s e q u e n c es t o mis m at c h err ors ar e  n u cl e oti d e t a n d e m r e p e ats ( e. g.  mi cr os at ellit es). If 

t h e p ol y m er as e u n d er g o es a r e pli c ati v e mist a k e, it l e a ds t o t h e cr e ati o n of b as e-b as e 

mis m at c h es a n d i n d el l o o ps, w hi c h, if n ot r e p air e d pr o p erl y,  r es ult i n m ut ati o ns i n a n e wl y 

s y nt h esi z e d D N A str a n d. F urt h er m or e, s o m e t u m or s u p pr es s or g e n es a n d pr ot o -o n c o g e n es  

c o nt ai n r e p etiti v e n u cl e oti d e m otifs [ 9 3]. It is cr u ci al f or a c ell t o pr e v e nt m ut ati o ns o ns et i n 

t h es e g e n es, t h at m a y ulti m at el y r es ult i n t h e l os s of t h eir f u n cti o n. T h us, t h e M M R p at h w a y 
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g u ar ds t h e g e n o m e a g ai nst a n a c c u m ul ati o n of r e pli c ati o n f ail ur es i n r e gi o ns wit h hi g h 

h o m ol o g y a n d l o w c o m pl e xit y.   

  M M R p at h w a y is i niti at e d b y t h e r e c o g niti o n of mis p air e d b as es b y M ut S H o m ol o g 

2  (M S H 2 ) a n d M ut S H o m ol o g 6  (M S H 6 ) e n z y m es, f oll o w e d b y t h e r e cr uit m e nt of M ut L 

H o m ol o g 1  (M L H 1 ) a n d P ost m ei oti c S e gr e g ati o n I n c r e as e d 1 H o m ol o g 2  (P M S 2 ) e n z y m es . 

C o ns e q u e ntl y, Pr olif er ati n g C ell N u cl e ar A nti g e n  (P C N A ) cl a m p a cti v at es M L H 1 a n d 

P M S 2 w hi c h i n t ur n i n cis e t h e d a u g ht er D N A str a n d. R e pli c ati o n err or is r e m o v e d b y 

n u cl e as e a cti vit y of  E x o n u cl e as e 1 (E X O 1 ) or b y str a n d -dis pl a c e m e nt s y nt h esis. Fi n all y, t h e 

g a p is fill e d a n d t h e ni c k is s e al e d b y t h e D N A li g as e [ 9 4].  

 

D S Bs  r e p air  p at h w a ys : T h e v ast m aj orit y of D S Bs i n e u k ar y oti c c ells is r e p air e d b y N H EJ 

a n d H R  wit h o nl y a mi n or c o ntri b uti o n of alt er n ati v e D S B r e p air p at h w a y (s u c h as 

A lt er n ati v e e n d-j oi ni n g (A -EJ) a n d S i n gl e-str a n d a n n e ali n g ( S S A)) [ 9 5]. B ot h A -EJ a n d S S A 

ar e still n ot w ell u n d erst o o d b ut t h e y  ar e c o nsi d er e d as hi g hl y err or -pr o n e a n d m ut a g e ni c 

[ 9 6]. T h e m ost i m p ort a nt dis si mil arit y b et w e e n H R a n d N H EJ is a r e q uir e m e nt of t e m pl at e 

D N A f or t h e r e m o v al of t h e d a m a g e [ 9 7, 9 8]. H R utili z es sist er, u n d a m a g e d, c hr o m ati d f or 

m or e pr e cis e c orr e cti o n of D S B s  a n d  it is us e d s ol el y d uri n g t h e l at e S or G 2 p h as e of t h e 

c ell c y cl e f oll o wi n g D N A r e pli c ati o n. O n t h e c o ntr ar y, N H EJ w or ks d uri n g t h e w h ol e c ell 

c y cl e wit h o ut a  c o m mit m e nt of r e pli c at e d sis t er c hr o m ati d. T h us, N H EJ m a y l e a d t o 

n u cl e oti d e i n d els a n d is c o m m o nl y c o nsi d er e d as  a n  err or -pr o n e D N A r e p air p at h w a y [ 9 9].

  

N H E J p at h w a y : N H EJ is i niti at e d b y s e nsi n g of br o k e n D N A  e n ds b y K u h et er o di m er, 

w hi c h pr ot e cts D N A e n ds fr o m e x o n u cl e ol yti c d e gr a d ati o n. K u  s u bs e q u e ntl y f or ms a 

c o m pl e x wit h D N A -P K cs , w hi c h i n t ur n p h os p h or yl at es n u cl e as e Art e mis. A cti v at e d 

Art e mis  is t h e n c a p a bl e of c utti n g d a m a g e d n u cl e oti d es i n D S B s  sit es [ 1 0 0]. I n t h e c as e of 

bl u nt D S B s , c o m m o nl y cr e at e d fr o m S S Bs  d uri n g t h e r e pli c ati o n of D N A, br o k e n e n ds ar e 

si m pl y li g at e d wit h o ut t h e n e c es sit y of n u cl e as e Art e mis [ 1 0 1]. O n t h e c o ntr ar y, u p t o 2 0 

d a m a g e d n u cl e oti d es ar e r e m o v e d w hil e t h e D N A e n ds ar e j a g g e d, r es ulti n g i n v er y s m all 

si n gl e-str a n d e d D N A (s s D N A) o v er h a n gs. T his pr o c es s is stri ctl y c o ntr oll e d b e c a us e m or e  

d el et e d n u cl e oti d es c o nstit ut e a s u bstr at e f or H R [ 1 0 1]. I n a p pr o pri at e a cti v ati o n of t h e H R 

p at h w a y i n t h e a bs e n c e of t e m pl at e D N A w o ul d l e a d t o a gr e at l os s of g e n eti c i nf or m ati o n. 

T h e D N A e n d -r es e cti o n is c o ntr oll e d vi a c o m p etiti o n b et w e e n B R C A 1 a n d p 5 3 -Bi n di n g 

Pr ot ei n 1  (5 3 B P 1 ) [ 1 0 2]. Aft er t h e r e m o v al of d a m a g e d b as es, g e n er at e d  s m all o v er h a n gs 
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ar e fill e d wit h n e w n u cl e oti d es  b y D N A P ol μ a n d/ or P ol λ [ 1 0 3, 1 0 4]. Fi n all y, D N A ni c ks 

ar e s e al e d b y D N A li g as e I V al o n g wit h X -r a y R e p air Cr os s C o m pl e m e nti n g  4  (X R C C 4 ) 

a n d C er n u n n os [ 9 9]. 

 

H R p at h w a y : F oll o wi n g D S B i n d u cti o n d uri n g t h e l at e S  or G 2 p h as e of t h e c ell c y cl e, M R N 

h et er otri m er c o m pl e x, c o nsisti n g of M ei oti c R e c o m bi n ati o n 1 1  ( M R E 1 1), R A D 5 0  a n d 

N B S 1  e n z y m es,  r e c o g ni z es t h e d a m a g e [ 1 0 5]. N B S 1 t h e n as s o ci at es wit h At a xi a -

T el a n gi e ct asi a  M ut at e d  (A T M ) ki n as e, w hi c h is a m a st er r e g ul at or of t h e w h ol e H R. D o z e ns 

of s u bstr at es ar e p h os p h or y l at e d b y A T M, i n cl u di n g C h e c k p oi nt K i n as e 2 (C H K 2 ) a n d P 5 3 

w hi c h c o ns e q u e ntl y i n d u c e c ell c y cl e arr est. M or e o v er, A T M ki n as e p h os p h or yl at es a 

hist o n e v ari a nt 2 A X [ 1 0 6]. Cr e at e d γ-H 2 A X d o m ai ns s pr e a d f or dist a n c es u p t o a m e g a b as e, 

hi g hli g ht a D S B sit e a n d all o w r e cr uit m e nt of v ari et y D S B s  r e p air e n z y m es. M e a n w hil e, 

M R E 1 1 n u cl e as e i n c o o p er ati o n wit h C T B P -i nt e r a cti n g pr ot ei n (C T I P) a n d B R C A 1 

e n z y m es i niti at e l ar g e r es e cti o n of br o k e n D N A e n ds i nt o s s D N A o v er h a n gs [ 1 0 5]. 

G e n er at e d  o v er h a n gs ar e i m m e di at el y c o v er e d b y R e pli c ati o n  Pr ot ei n  A  (R P A ) w hi c h 

st a bili z e t h e w h ol e str u ct ur e  [ 1 0 7]. E n z y m e R P A is i n t ur n r e pl a c e d b y D N A r e c o m bi n as e 

R A D 5 1 [ 1 0 8] vi a X -R a y R e p air Cr os s C o m pl e m e nti n g  2  (X R C C 2 ). T h e w h ol e R A D 5 1 

n u cl e ofil a m e nt is st a bili z e d b y X -R a y R e p air Cr os s C o m pl e m e nti n g 3  (X R C C 3 ) [ 1 0 9]. 

R A D 5 1 is i n v ol v e d i n t h e s e ar c h f or h o m ol o g o us D N A s e q u e n c e i n sist er c hr o m ati d. 

T h er ef or e, R A D 5 1, al o n g wit h ot h er m e m b ers of  t h e R A D 5 2 e pist asis gr o u p ( e. g. R A D 5 4 ), 

f a cilit at es  str a n d i n v asi o n, f or m ati o n a n d st a bilis ati o n of a s o-c all e d “ D -l o o p str u ct ur es”  

b et w e e n a r es e ct e d sit e of D S B a n d u n d a m a g e d sist er  c hr o m ati d [ 1 1 0]. T h er e aft er, D N A 

p ol y m er as es fill s s D N A o v er h a n gs wit h n e w n u cl e oti d es a c c or di n g t o t h e t e m pl at e s e q u e n c e 

o n a sist er c hr o m ati d. Aft er t h e D N A s y nt h esis, j u n cti o ns b et w e e n c hr o m ati ds ar e dis s ol v e d 

b y B L M h eli c as e a n d t o p ois o m er as e.  

 

1. 2. 4.   T el o m e r e l e n gt h a n d st r u ct u r al C As  

 

E n z y m es i n v ol v e d i n D D R ar e als o li n k e d t o t el o m er es. P ar a d o xi c all y, t el o m er e 

bi ol o g y st u di es h a v e r e v e al e d a c o nsi d er a bl e p art of D D R k n o wl e d g e. F oll o wi n g  c h a pt er of 

t h e T h esis hi g hli g hts t h e i m p ort a n c e of t el o m er e s h ort e ni n g  i n t h e for m ati o n of C As 

(M a n us cri pt I V ) a n d it als o d es cri b es c urr e nt k n o wl e d g e a b o ut c o m pl e x i nt er a cti o ns b et w e e n 

D D R a n d t el o m er es  (M a n us cri pt V ). 
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T el o m er es ar e n u cl e o pr ot ei n str u ct ur es as s e m bl e d at t h e e n d of e a c h li n e ar e u k ar y oti c 

c hr o m os o m e a n d e n c o m p as s a pl et h or a of f u n cti o ns f or a c ell. U n d er  p h ysi ol o gi c al  

cir c u mst a n c es, t el o m er es h el p t o c o ntr ol pr olif er ati v e c a p a cit y, m ai nt ai n g e n o mi c i nt e grit y 

a n d pr ot e ct t h e e n ds of c hr o m os o m es a g ai nst e x o n u cl e ol yti c d et eri or ati o n   [ 1 1 1, 1 1 2]. Pr o p er 

t el o m er e f u n cti o n r eli es o n its str u ct ur e f or m e d b y n o n-c o di n g t a n d e m r e p etiti v e D N A 

s e q u e n c es ( 5´-T T A G G G -3´ n; i n v ert e br at es) a n d as s o ci at e d m ulti m eri c pr ot ei ns of s h elt eri n 

c o m pl e x. T h e v e r y e n ds of t el o m er es ar e t er mi n at e d b y a p pr o xi m at el y 2 0 0 b p l o n g 3  ́s s D N A 

G -ri c h s e q u e n c e [ 1 1 3]. S u c h o v er h a n g t wists ar o u n d d o u bl e -str a n d e d t el o m eri c D N A a n d 

cr e at es  a pr ot e cti v e l as s o -li k e str u ct ur e c all e d t el o m eri c “ T-l o o p”  a n d a s m all er “ D -l o o p”  

[ 1 1 4]. B ot h str u ct ur es pr e v e nt r e c o g niti o n of D N A e n ds b y D D R  m e c h a nis ms [ 1 1 5] (Fi g ur e 

4 ).  

 

 

Fi g u r e 4: Si m plifi e d st r u ct u r e of t el o m e r es.  E dit e d fr o m [ 1 1 6]. 

 
  I n h u m a ns, t h e le n gt h of t el o m eri c D N A r e p e ats is a p pr o xi m at el y 1 5 kil o b as e p airs  

at birt h a n d t el o m er e l e n gt h is si mil ar  b et w e e n diff er e nt tis s u es wit hi n a  n e w b or n [ 1 1 7]. 

H o w e v er,  t el o m er e l e n gt h v ari es i n c ells of a n a d ult  a n d it als o diff ers b et w e e n  h o m ol o g o us 

c hr o m os o m es [ 1 1 8]. T el o m er es ar e d e e m e d t o pr o gr es si v el y s h ort e n t hr o u g h t h e 

i n di vi d u al´s lif e of a b o ut  1 0 0 n u cl e oti d es wit h e a c h  c ell mit osis . T h er e b y, t el o m er es s et t h e 

li mit of c ell di visi o ns a n d ar e c o nsi d er e d a “ mit oti c c ell cl o c k ” m e c h a nis m  [ 1 1 9]. T el o m eri c 

s e q u e n c es u n d er g o gr a d u al s h ort e ni n g d u e t o t h e u nfi nis h e d D N A r e pli c ati o n o n t h e l a g gi n g 

str a n d [ 1 1 9], s o-c all e d “ e n d -r e pli c ati o n pr o bl e m ” T his p h e n o m e n o n is c a us e d b y t h e 

re m o v al of t h e t e r mi n al R N A pri m er o n t h e D N A l a g gi n g str a n d wit h e a c h D N A r e pli c ati o n  

[ 1 2 0].  

It w as s h o w n t h at e x a ctl y 7 7 n u cl e oti d es  r e pr es e nt a mi ni m u m  l e n gt h f or f u n cti o n al 

t el o m er es. B el o w t h at c ert ai n  t hr es h ol d, t el o m er es c a nn ot pr o vi d e t h eir e n d -pr ot e cti v e 
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f u n cti o n a n y m or e  [ 1 2 1]. U n c a p p e d c hr o m os o m e e n ds r es em bl e D S Bs, w hi c h l e a d t o t h e 

i niti ati o n of D D R a n d a cti v ati o n of c ell c y cl e arr e st  a n d s e n es c e n c e st at e.  E v e n t h o u g h 

s e n es c e nt c ells d o n ot pr olif er at e a n y m or e, t h e y  m a y e x hi bit s e n es c e n c e -as s o ci at e d 

s e cr et or y p h e n ot y p e . It l e a ds t o i n cr e as e d s e cr eti o n of pr oi nfl a m m at or y f a ct ors w hi c h m a y 

h a v e a n i n a us pi ci o us i m p a ct o n t el o m er e l e n gt h of s urr o u n di n g tis s u es a n d p ar a d o xi c all y  

f urt h er c o ntri b ut e t o t el o m er e s h ort e ni n g [ 1 2 2]. M or e o v er, t h e s e n es c e n c e st at e m a y b e 

b y p as s e d i n pr e m ali g n a nt c ells w h er e t h e f u n cti o n al c ell c y cl e c h e c k p oi nt is a bs e nt. T h os e 

c ells c a n c o nti n u e i n pr olif er ati o n , w hi c h ulti m at el y l e a ds t o t h e f usi o n of u n pr ot e ct e d e n ds 

of c hr o m os o m es [ 1 1 5]. Err o n e o usl y  j oi n e d c h r o m os o m es  m a y i n d u c e t h e f or m ati o n of 

a n a p h as e bri d g es d uri n g c ell di visi o n a n d i niti ati o n of D N A br e a k a g e -f usi o n-bri d g es c y cl es 

w hi c h e v e nt u all y r es ult i n CI N p h e n ot y p e [ 1 1 5].  

  T h er ef or e, t el o m er es ar e a d o u bl e-e d g e d s w or d w h e n it c o m es t o c a n c er. O n o n e 

h a n d, t h e y e x ert a p ot e nt t u m or-s u p pr es s or m e c h a nis m li miti n g t h e c ell a bilit y of 

u n c o ntr oll e d gr o wt h. O n t h e ot h er h a n d, s h ort e ni n g of t el o m er es c a n l e a d t o t h e t el o m er e 

crisis a n d a f or m ati o n of  C As  [ 4, 1 2 3, 1 2 4]. I n M a n us cri pt I V w e i n v esti g at e d t el o m er e 

s h ort e ni n g i n P B L of h e al t h y s u bj e cts a n d c a n c er p ati e nts i n as s o ci ati o n wit h fr e q u e n c y of 

C A s . F urt h er m or e, w e p erf or m e d pr eli mi n ar y esti m ati o ns of p ati e nts ’ s ur vi v al i n r el ati o n t o 

C As a n d t el o m er e l e n gt h. 

 

1. 2. 4. 1.  C o m pl e x i nt e r a cti o ns b et w e e n D D R a n d t el o m e r es  

 

T el o m eri c  r e gi o ns ar e hi g hl y s us c e pti bl e t o D N A d a m a g e eit h er d u e t o g u a ni n e -ri c h 

c o nf or m ati o n or  s h elt eri n c o m pl e x  t h at i n hi bits  D D R [ 1 2 5]. A r el ati o ns hi p, if a n y, b et w e e n 

S N P s i n g e n es e n c o di n g s h elt eri n s u b u nits a n d t el o m er e l e n gt h w as st u di e d i n M a n us cri pt 

VI.  

  S h elt eri n c o m pris es s i x-m e m b er  pr ot ei n c o m pl e x ( T el o m eri c R e p e at -Bi n di n g   

F a ct or 1  (T R F 1 ), T el o m eri c R e p e at -B i n di n g F a ct o r 2 (T R F 2 ), Pr ot e cti o n of T el o m er es 

P r ot ei n 1  (P O T 1 ), T R F 1 - a n d T R F 2 -I nt er a cti n g N u cl e ar Pr ot ei n 2 (TI N 2 ), 

R e pr es s or/ A cti v at or Pr ot ei n 1 (R A P 1 ), a n d  T el o m e r e Pr ot e cti o n Pr ot ei n 1  (T P P 1 ) [ 1 2 4, 

1 2 6] . T R F 1 a n d T R F 2, c or e s u b u nits of a s h elt eri n c o m pl e x, i nt er a ct dir e ctl y wit h d o u bl e-

str a n d e d t el o m eri c D N A r e p e ats, w h er e t h e y i n hi bit D D R a n d h el p t o f or m a T -l o o p str u ct ur e 

[ 1 1 2, 1 2 7, 1 2 8] al o n g wit h R A P 1 [ 1 2 9]. C ells wit h l o n g er t el o m er es dis pl a y a hi g h er a m o u nt 

of t el o m er e -b o u n d T R F 1 a n d T R F 2, w hi c h m a y s er v e as a n a p pr o xi m at e i n di c at or of 
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t el o m er e l e n gt h [ 1 3 0]. L o n g t el o m er es r e cr uit a l ar g e n u m b er of T R F 1 m ol e c ul es w hi c h i n 

t ur n r e g ul at e a d diti o n of ot h er t el o m eri c r e p e ats  b y i n hi biti o n  of  t el o m er as e a cti vit y [ 1 3 1]. 

H a n d i n h a n d wit h a n e g ati v e f e e d b a c k m e c h a nis m, d el eti o n of T R F 1 l e a ds t o i n cr e as e d 

t el o m er e fr a gilit y a n d c o ns e q u e nt s e n es c e n c e or pr o gr a m m e d c ell d e at h [ 1 3 2, 1 3 3]. TI N 2 

als o s er v e as a n e g ati v e r e g ul at or of t el o m er e l e n gt h f urt h er u n d erl yi n g  t h e e ntir e c o m pl e xit y 

of s h elt eri n [ 1 3 4]. TI N 2  st a bili z e s  t h e w h ol e s h elt eri n c o m pl e x t hr o u g h c o n n e cti n g T R F 1 

a n d T R F 2 [ 1 3 5]. F urt h er m or e, TI N 2 i nt er a cts wit h T P P 1, w hi c h i n t ur n m e di at es  t h e bi n di n g 

of P O T 1 at t el o m er e sit es [ 1 1 2, 1 3 6]. T P P 1, al o n g wit h P O T 1, is i m p ort a nt f or r e cr uit m e nt 

of t el o m er as e t o s s D N A o v er h a n g [ 1 3 7] a n d r e g ul ati o n of t el o m er as e a cti vit y. P O T 1 is als o 

es s e nti al f or t h e e n d pr ot e cti o n a g ai nst D S B s  r e p air m e c h a nis m [ 1 3 8].   

Fi g u r e 5: I nt e r a cti o ns of s h elt e ri n s u b u nits a n d t el o m e r as e h ol o e n z y m e . A d a pt e d fr o m  

[ 1 3 9]. 

 

S h elt eri n s u b u nits  r e cr uit D D R pr ot ei ns t o c o ntr ol t el o m er e h o m e ost asis i n t er ms of 

m ai nt ai ni n g p h ysi ol o gi c al t el o m er e l e n gt h b ut c o n v er s el y als o i n hi bit i n g i mpr o p er a cti v ati o n 

of D D R at t h e e n d of c hr o m os o m es.  It h as b e e n pr o p os e d t h at pr ot ei ns i m p ort a nt f or pr o p er 

D S B s  D D R  m a y c o ntr ol t el o m er e l e n gt h vi a  M R N -A T M -T R F 1  p at h w a y. If T R F 1 is 

p osttr a nsl ati o n a ll y m o difi e d b y A T M ki n as e, its a s s o ci ati o n wit h t el o m er es  is r e d u c e d, 

w hi c h i n cr e as es t el o m er e fr a gilit y [ 1 4 0]. S h elt eri n c o m pl e x h as  b e e n  als o  s h o w n t o i n hi bit 

N B S 1/ X R C C 3 -m e di at e d  e x cisi o n of T -l o o p str u ct ur e, w hi c h m a y l e a d t o t el o m er e 

d e pr ot e cti o n a n d its e x c es si v e s h ort e ni n g  [ 1 4 1]. In d u c e d m ut ati o ns i n K u s u b u nits  r es ult i n 
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m as si v e t el o m er e l os s  as w ell  [ 1 4 2]. It is als o k n o w n t h at p ati e nts wit h B R C A 1  m ut ati o ns 

h a v e l o n g er t el o m er es [ 1 4 3].  

T h e c o n n e cti o n b et w e e n i m p air e d D S Bs  r e p air p at h w a y a n d disr u pt e d t el o m er e 

l e n gt h h as b e e n  s h o w n i n p ati e nts wit h m ut at e d A T M ki n as e. T h os e i n di vi d u als , s uff eri n g 

fr o m At a xi a -t el a n gi e ct asi a dis or d er , ar e h y p ers e nsiti v e t o i o ni zi n g r a di ati o n, h a v e a hi g h 

a m o u nt of D S B s a n d f urt h er m or e, t h eir fi br o bl asts dis pl a y a c c el er at e d t el o m er e s h ort e ni n g 

i n c o m p aris o n t o fi br o bl asts d eri v e d fr o m n or m al h e alt h y i n di vi d u als [ 1 4 4]. A  c o n n e cti o n 

b et w e e n  D S B s  r e p air a n d t el o m er e  l e n gth  m ai nt e n a n c e  p at h w a ys is  als o d o c u m e nt e d o n 

W er n er s y n dr o m e, w hi c h is c a us e d b y m ut ati o ns i n a g e n e e n c o di n g W R N  h eli c as e. W er n er 

s y n dr o m e is m ar k e d b y disr u pt e d t el o m er e l e n gt h, hi g h a m o u nt of C As i n fi br o bla sts a n d a 

hi g h i n ci d e n c e of c a n c er [ 1 45] . W R N is i m p ort a nt f or r es e cti o n of D S Bs  d uri n g  H R [ 1 4 6] 

a n d it als o i nt er a ct s  wit h D N A gl y c os yl as es d uri n g B E R  [ 1 4 7].  

 R e g ar di n g e x cisi o n  p at h w a y s  i n t el o m er e bi ol o g y [ 1 4 8, 1 4 9], it h as b e e n s h o w n t h at 

a c c u m ul ati o n of u nr e p air e d 8 -o x o G at G -ri c h t el o m er e str a n d m a y l e a d t o fr e q u e nt p oi nt 

m ut ati o ns, err o n e o us bi n di n g of s h elt eri n pr ot ei ns a n d fi n all y a l os s of f u n cti o n of t el o m er es 

[ 1 5 0-1 5 2] . T h us, err o n e o us  B E R p at h w a y m a y n ot o nl y i nfl u e n c e t h e n u m b er  of n u cl e oti d e 

m ut ati o ns i n t h e g e n o m e b ut it m a y als o  a c c el er at e  t h e f or m ati o n of C As vi a disr u pti o n of 

t el o m er e l e n gt h  [ 1 5 1, 1 5 3].  

  It is als o p os si bl e t h at  c o m pr o mis e d M M R p at h w a y c o ul d di mi nis h t el o m eri c r e p e a ts 

d u e t o t h e r e p etiti v e n u cl e oti d e str u ct ur e of t el o m er es  [ 1 5 4]. A b o ut 1 0 -1 5 % of s p or a di c C R C 

s h o w M SI p h e n ot y p e a n d, i n g e n er al, M SI is c a us e d b y d ef e cts i n s e v er al g e n es i n v ol v e d i n 

M M R [ 1 5 5, 1 5 6]. A t u m or is M SI w h e n s e v er al l o ci e n c o m p as si n g s h ort t a n d e m r e p e ats 

s h o w m or e t h a n t w o diff er e nt n u m b ers of r e p e at m otif as w o ul d b e r e g ul ar i n bi -all eli c st at us 

[ 1 5 7]. C R C p ati e nts wit h M SI st at us us u all y e vi n c e b ett er pr o g n osis. It w as d es cri b e d t h at 

t h os e p ati e nts h a v e u p t o 1 5 % hi g h er s ur vi v al r at e i n c o m p aris o n t o mi cr os at ellit e st a bl e 

t u m ors [ 1 5 8, 1 5 9]. F a v or a bl e pr o g n osis i n t h es e p ati e nts m a y b e m o d ul at e d b y t el o m er e 

l e n gt h [ 1 6 0]. 

  T h e a b o v e e x a m pl es hi g hli g ht t h e i m p ort an c e of D D R  i n t el o m er e bi ol o g y a n d 

g e n o mi c st a bilit y a n d w e s u g g est t h at t his ar e a d es er v e s  m or e att e nti o n i n t h e f ut ur e.  I n 

M a n us cri pt V  w e i n v esti g at e d a li n k b et w e e n D S B s  D R C  a n d t el o m er e l e n gt h i n P B L 

o bt ai n e d fr o m c a n c er p ati e nts a n d h e alt h y i n di vi d u als.  T h e as s o ci ati o n  b et w e e n disr u pt e d 

M M R i n C R C p ati e nts a n d t el o m er e l e n gt h i n t u m or tis s u e w as f urt h er i n v esti g at e d i n 

M a n us cri pt VI . 
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1. 3.  T el o m e r e l e n gt h i n t u m o r c ells  

 

All c a n c er c ells, wit h o ut e x c e pti o n, h a v e t o a cti v at e t el o m er e l e n gt h m ai nt e n a n c e 

m e c h a nis m t o a c hi e v e r e pli c ati v e i m m ort alit y  [ 1 6 1]. T el o m er e s e q u e n c e attriti o n c a n b e 

r est or e d b y t h e a cti vit y of ri b o n u cl e o pr ot ei n e n z y m e t el o m er as e, or b y alt er n ati v e t el o m er e 

l e n gt h e ni n g ( A L T) m e c h a nis m. E a c h of t h es e t w o h a s a diff er e nt cli ni c al i m p a ct o n a  c a n c er  

p ati e nt [ 1 6 2]. R e a cti v ati o n of t el o m er as e is a pr e d o mi n a nt t el o m er e m ai nt e n a n c e 

m e c h a nis m, o bs er v e d a p pr o xi m at el y i n 8 5 -9 0  % of h u m a n m ali g n a n ci es  [ 1 6 3]. R e m ai ni n g 

1 0 -1 5  % of t u m o rs utili z e A L T f or t el o m er e l e n gt h pr es er v ati o n  [ 1 6 4-1 6 6] , h o w e v er, th e 

fr e q u e n c y d e p e n ds o n t h e ori gi n of t u m or tis s u e [ 1 6 7].  

 

A L T : A L T c a n b e c h ar a ct eri z e d as a d e n o v o s y nt h e sis of t el o m eri c s e q u e n c es wit h o ut t h e 

c o m mit m e nt of t el o m er as e. A L T is hi g hl y pr e v al e nt i n t u m ors of t h e c e ntr al n er v o us s yst e m 

a n d i n c ert ai n t y p es of s ar c o m as. O n t h e c o ntr ar y, A L T m e c h a nis m h as b e e n r e p ort e d i n o nl y 

a mi n orit y of C R C  a n d  B C  p ati e nts  [ 1 6 7]. Alt h o u g h littl e is k n o w n a b o ut A L T -m e di at e d 

t el o m er e el o n g ati o n, t his m e c h a nism dis pl a ys c ert ai n si mil ariti es wit h r e p air of D S Bs vi a 

H R [ 1 6 8]. It h as b e e n pr o p os e d t h at A L T-p ositi v e c ells c a n utili z e  t h e t el o m eri c s e q u e n c e 

fr o m sist er c hr o m ati d or als o a n ot h er D N A r e gi o n wit hi n t h e s a m e t el o m eri c s e q u e n c e as a 

c o p y t e m pl at e f or a t el o m er e l e n gt h m ai nt e n a n c e or el o n g ati o n. T h e G -ri c h o v er h a n g of 

t el o m er e b asi c all y e n a bl es “l o o pi n g o ut “, i n v asi o n of sist er c hr o m ati d or t h e s a m e t el o m er e, 

cr e ati o n of a H olli d a y j u n cti o n a n d r e pli c ati o n of t h e D N A t e m pl at e w hi c h fi n all y l e a ds  t o 

t el o m er e el o n g ati o n [ 1 6 9]. A L T-p ositi v e t u m or c ells dis pl a y m or e t h a n d o u bl e t h e t el o m er e 

le n gt h c o m p ar e d t o t h e h e alt h y  s o m ati c c ells. O n t h e c o ntr ar y, t el o m er as e-p ositi v e c ells h a v e 

m u c h s h ort er t el o m er es [ 1 6 9]. R e c e ntl y , t w o A L T s u b p at h w a ys h a v e b e e n d es cri b e d. B ot h 

of t h e m m a y b e a p ot e nti al t ar g et f or t h e tr e at m e nt of t u m ors l a c kin g t el o m er as e a c ti vit y 

[ 1 7 0].  

 

T el o m e r as e:  R N A -d e p e n d e nt D N A p ol y m er as e a cti vit y of t he t el o m er as e e n z y m e is utili z e d 

t o o v er c o m e t h e gr a d u al t el o m er e attriti o n [ 1 7 1]. T h e m ai n p arts  of t el o m er as e h ol o e n z y m e 

ar e  T el o m er as e R e v er s e T r a ns cri pt as e  ( T E R T; [ 1 7 2]) a n d  c at al yti c pr ot ei n s u b u nit 

T el o m er as e R N A C o m p o n e nt  ( T E R C; [ 1 7 3]). A n ot h er  m ai n p art of t el o m er as e r e pr es e nt s  

D ys k eri n  e n z y m e , w hi c h st a bili z es a n d pr ot e cts T E R C  [ 1 7 4]. A c or e R N A s e q u e n c e of 
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T E R C is c o m pl e m e nt ar y t o t h e t el o m eri c T T A G G G r e p etiti o ns  a n d s er v es as a t e m pl at e f or 

s y nt h esis of t el o m eri c r e p e ats  [ 1 7 1].  

  E v e n t h o u g h t el o m er as e is br o a dl y e x pr es s e d i n t h e  g er m li n e d uri n g e m br y o g e n esis, 

T E R T  g e n e is e m b e d d e d i n a c o n d e ns e d c hr o m ati n d o m ai n a n d  ti g htl y r e pr es s e d i n l at er 

d e v el o p m e nt  [ 1 7 5]. H e alt h y  h u m a n s o m ati c c ells, wit h a f e w r ar e e x c e pti o ns, dis pl a y 

u n d et e ct a bl e or v er y l o w T E R T  e x pr es si o n  [ 1 7 5]. G e n er al ly, o nl y st e m a n d c a n c er c ells c a n 

d e al wit h t el o m er e s h ort e ni n g i n a d ult h u m a ns t h r o u g h t h e e x pr es si o n of t el o m er as e [ 1 7 6].  

 

 

Fi g u r e 6 : R el ati o ns hi p b et w e e n t el o m e r e l e n gt h a n d n u m b e r of c ell di visi o ns .  

A) R e pli c ati o n s e n es c e n c e, B) T el o m er e crisis wit h s u bs e q u e nt a p o pt osis or m ali g n a nt  

tr a nsf or m ati o n, C) C ell tr a nsf or m ati o n b y h u m a n  T E R T  g e n e.  A d a pt e d fr o m [ 1 7 7] 
 

 

D is c o v ery of m ut ati o ns  wit hi n T E R T  g e n e pr o m ot er r e gi o n i n f a mili al a n d s p or a di c 

m el a n o m a c a n c er p ati e nts r e v e al e d a m e c h a nis m of t el o m er as e r e a cti v ati o n. H or n et al. , 

d es cri b e d u p t o t w o -f ol d i n cr e as e i n tr a ns cri pti o n of T E R T  g e n e c a us e d b y bi n di n g of 

tr a ns cri pti o n f a ct ors fr o m E -t w e nt y-si x ( E T S) f a mil y i n m ut ati o ns-cr e at e d bi n di n g m oti v es 

i n T E R T  pr o m ot er r e gi o n. S o m e m e m b ers of t h e E T S f a mil y ar e d o w nstr e a m t ar g et s  of 

pr ot ei ns fr o m t h e M A P K p at h w a y ( e. g. V -R af M uri n e S ar c o m a V ir al O n c o g e n e H o m ol o g 

B 1 (B R A F )), fr e q u e ntl y m ut at e d i n m el a no m a c a n c er c ells  [ 1 7 8]. T h os e T E R T  pr o m ot er 

m ut ati o ns , r estri ct e d t o h u m a n c a n c er c ells, h a v e b e e n als o d es cri b e d i n m a n y ot h er 

m ali g n a n ci es  (s u m m ari z e d b y  [ 1 7 9]). F urt h er m or e, t h e e x pr es si o n of T E R T  g e n e h as  b e e n 

s h o w n t o b e r e g ul at e d b y v ari o us h or m o n es ( e.g . estr o g e n)  [ 1 8 0], w hi c h dir e ctl y bi n d i nt o a 
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pr o m ot er of T E R T  g e n e . O v er e x pr es si o n of T E R T  i n s oli d t u m ors h as b e e n d es cri b e d i n 

as s o ci ati o n wit h t u m or pr o gr es si o n, a bilit y t o m et a st asi z e a n d u nf a v or a bl e pr o g n osis of  

c a n c er p ati e nts [ 1 8 1].   

As n ot e d a b o v e, t el o m er e l e n gt h is a d y n a mi c e n d -r es ult of e a c h e u k ar y oti c 

c hr o m os o m e r e g ul at e d b y c o m pl e x t el o m er as e -d e p e n d e nt or i n d e p e n d e nt m ol e c ul ar 

p at h w a ys [ 1 8 2]. C urr e ntl y, it is p os si bl e t o d et e ct t el o m er e l e n gt h of  e a c h c hr o m os o m e b y 

t h e U ni v ers al Si n gl e T el o m er e L e n gt h A n al ysis ( U-S T E L A) or T el o m er e S h ort est L e n gt h 

As s a y ( T e S L A)  [ 1 8 3, 1 8 4]. T el o m er e R estri cti o n F r a g m e nt an d M ulti pl e x M o n o c hr o m e 

R e al -Ti m e P C R ( M M Q P C R) ar e  us e d t o i n v esti g at e a n a v er a g e t el o m er e l e n gt h  [ 1 8 5].  

  S o m e  st u di es  d o c u m e nt e d  t h at, d es pit e t h e a c q uir e d t el o m er as e a cti vit y , t el o m er e 

l e n gt h i n t u m ors of C R C p ati e nts  is, i n g e n er al, m u c h s h ort er c om p ar e d t o a dj a c e nt n o n -

c a n c er o us m u c os a  [ 1 8 6-1 8 8]  a n d o nl y a b o ut 2 5  % of t u m ors s h o w t el o m er e el o n g ati o n  

[ 1 8 6]. A L T m e c h a nis m is n ot c o m m o nl y utili z e d b y C R C c ells [ 1 6 7], t h er ef or e t h e 

p h e n o m e n o n of  t el o m er e l e n gth e ni n g i n C R C r e q uir es f urt h er i n v esti g ati o n.  S o m e a ut h ors 

als o s h o w e d  m or e pr o n o u n c e d t el o m er e s h ort e ni n g i n t u m or tis s u e c o m p ar e d t o 

pr e c a n c e r o us l esi o ns  [ 4 6] a n d t h e s h ort est t el o m er es i n t h e e arl y st a g e of t u m or d e v el o p m e nt 

a c c or di n g t o T N M cl as sifi c ati o n  [ 1 8 6]. T h es e r es ults i n di c at e t h at criti c al s h ort e ni n g of 

t el o m er es is c o nsi d er e d as a n e arl y e v e nt  of m ali g n a nt tr a nsf or m ati o n  [ 1 8 9]. 

  M ol e c ul ar f e at ur es of C R C p ati e nts, i n cl u di n g Ki -r as 2 Kir st e n R at S ar c o m a Vir al 

O n c o g e n e H o m ol o g  (K R A S ), B R A F , a n d T u m or Pr ot ei n p 5 3  (T P 5 3 ) m ut ati o ns w er e als o 

i n v esti g at e d i n as s o ci ati o n wit h tel o m er e l e n gt h. K R A S m ut ati o ns i n cr e as e t el o m er as e 

a cti vit y [ 1 9 0]. H o w e v e r, t h e r es ults ar e c o ntr a di ct or y. A n e g ati v e eff e ct of K R A S  m ut ati o ns 

o n t el o m er e l e n gt h w as o bs er v e d b y  B al c' h  et al  [ 1 8 6]. I n t h e ot h er st u di es, t h e i nfl ue n c e of 

K R A S  a n d B R A F  m ut ati o ns di d n ot h a v e a n eff e ct o n t el o m er e l e n gt h i n t u m or tis s u e of C R C 

p ati e nts [ 4 6, 1 8 6].  

 C urr e ntl y, o ur k n o wl e d g e r e g ar di n g t h e t el o m er e bi ol o g y i n t u m or tis s u e  is li mit e d. 

T h e a b o v e e x a m pl es i m pli c at e t h e n ec e s sit y t o i n v esti g at e p os si bl e f a ct ors aff e cti n g t el o m er e 

l e n gt h i n t u m or tis s u e t o i m pr o v e a m ol e c ul ar di a g n osis. A n eff e ct of cli ni c o p at h ol o gi c al 

f e at ur es of C R C p ati e nts o n r el ati v e t el o m er e l e n gt h (R T L ) w a s i n v esti g at e d i n M a n us cri pt  

VI.  
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2.  Ai m s  

 

T h e ai m of t his  T h esis w as t o a d dr es s  t h e f oll o wi n g p oi nts: 

 

•  D o f u n cti o n all y r el e v a nt g e n e v ari a nts i n m aj or mit oti c c h e c k p oi nt a n d D N A r e p air 

g e n es m o d ul at e t h e fr e q u e n c y of str u ct ur al C As i n P B L  of h e alt h y s u bj e cts ?  

 

•   D o es t h e a p pli c ati o n of G W A S  dis cl os e n o v el g e n e v ari a nts i n r el ati o n t o str u ct ur al 

C As ?  

 

•  Is t h e fr e q u e n c y of str u ct ur al C As as s o ci at e d wit h t el o m er e l e n gt h  i n P B L of h e alt h y 

s u bj e cts a n d c a n c er p ati e nts ?  

 

•   D o t h e fr e q u e n c y of str u ct ur al C As a n d t el o m er e l e n gt h i n P B L  pr e di ct c a n c er ris k 

a n d p ati e nts’ l o n g -t er m o v er all s ur vi v al ( O S )?  

 

•  D o c a n c er p ati e nts e vi n c e d e cr e as e d  D S B s  D R C i n P B L ? Is t el o m er e l e n gt h i n P B L 

c o n n e ct e d t o t h e D S B s  D R C ?  

 

•  Is t el o m er e l e n gt h i n t u m or tis s u e, a dj a c e nt m u c os a, m et ast as es a n d bl o o d aff e ct e d 

b y cli ni c o p at h ol o gi c al f e at ur es a m o n g C R C  p ati e nts ?  

 

•  Is t el o m er e l e n gt h i n t u m or tis s u e as s o ci at e d wit h p ati e nts’ O S ?  
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3.  M at e ri al a n d M et h o d s  

3. 1.  St u d y p o p ul ati o ns  

M a n us c ri pt I:  T h e n u m b er of g e n ot y p e d p arti ci p a nts  fr o m t h e C z e c h a n d Sl o v a k R e p u bli cs, 

w h o h a v e b e e n i n cl u d e d als o i n M a n us cri pt I I, r a n g e d fr o m 3 3 0 t o 7 2 9. All s u bj e cts w er e 

s a m pl e d f or p eri p h er al bl o o d.  

M a n us c ri pt I I: T his st u d y i n cl u d e d 2 1 9 6 h e alt h y i n di vi d u als fr o m t h e C z e c h a n d Sl o v a k 

R e p u bli cs. T h e w h ol e gr o u p c o nsist e d of p arti ci p a nts wit h d efi n e d o c c u p ati o n al e x p os ur e t o 

D N A d a m a gi n g a g e nts ( e. g. s m all or g a ni c c o m p o u n d s, a n a est h eti cs , mi n er al fi br e s ) a n d als o 

u n e x p os e d h e alt h y i n di vi d u als. All i n di vi d u als w er e s a m pl e d f or p eri p h er al bl o o d.   

M a n us c ri pt I I I : G W A S  h as b e e n c o n d u ct e d o n 5 7 6  h e alt h y i n di vi d u als f oll o w e d b y 

g e n ot y pi n g of t w o r e pli c ati o n s a m pl e s ets , w hi c h i n v ol v e d 4 8 2 a n d 1 2 8 8 p arti ci p a nts . All 

i n di vi d u als w er e r e cr uit e d i n Sl o v a k a n d C z e c h R e p u bli cs . A b o ut 5 7 % a n d 2 3  % of 

p arti ci p a nts, i n v ol v e d i n G W A S a n d s e c o n d r e pli c ati o n s et, r es p e cti v el y, w er e i n di vi d u als 

wit h pr of es si o n al e x p os ur e t o s o m e f or m of g e n ot o xi c a g e nts. A b o ut 4 6  % of t h e p arti ci p a nts  

i n t h e first r e pli c ati o n s et w er e n e wl y di a g n os e d pri m ar y c a n c er p ati e nts (B C , C R C  or  l u n g 

c a n c er ). F or d et ail e d c h ar a ct eri z ati o n of t h e st u d y p o p ul ati o n s e e M a n us cri pt III , T a bl e I .  

M a n us c ri pt I V:  T h e st u d y p o p ul ati o n c o nsist e d of t hr e e gr o u ps of  i n ci d e nt c a n c er p ati e nts 

( 1 5 1 B C , 9 6 C R C , a n d  9 0 l u n g c a n c er) a n d t h e gr o u p of 3 3 5 h e alt h y c o ntr ol i n di vi d u als  i n 

or d er t o m at c h c as es b y a g e a n d g e n d er . T h e p ati e nts a n d c o ntr ols w er e r e cr uit e d i n t h e 

C z e c h R e p u bli c . 

M a n us c ri pt V:  T his st u d y i n v ol v e d 9 1 n e wl y di a g n os e d c a n c er p ati e nts ( 4 7 B C  a n d 4 4 C R C 

p ati e nts) a n d 9 0 m at c h e d h e alt h y i n di vi d u als . All i n di vi d u als w er e r e cr uit e d i n t h e C z e c h 

R e p u bli c a n d w er e s a m pl e d f or p eri p h er al bl o o d.  

M a n us c ri pt V I:  T w o diff er e nt gr o u ps of C R C p ati e nts w er e i n cl u d e d i n t his st u d y. P air e d 

s a m pl es of t u m or tis s u e a n d a dj a c e nt n o n -m ali g n a nt m u c os a w er e c oll e ct e d fr o m 6 6 1  

p ati e nts d uri n g t h e s ur gi c al r es e cti o n. A n a d diti o n al s a m pl e of p eri p h er al bl o o d w as 

a v ail a bl e fr o m 1 6 4 of t h es e C R C p ati e nts a n d t h e s a m pli n g w as c arri e d o ut pri or  t o t h e 

s ur g er y. M or e o v er, pri m ar y t u m or, a dj a c e nt m u c os a, li v er m et ast ati c tis s u e  a n d p air e d 

a dj a c e nt li v er tis s u e w er e a v ail a bl e fr o m 1 2 p ati e nts of t his gr o u p. T h e s e c o n d gr o u p of 1 2 2 
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C R C p ati e nts, wit h t h e m et ast ati c a n d a dj a c e nt li v er tis s u es a n d  wit h o ut pri m ar y t u m ors, w as 

i n cl u d e d i n t h e st u d y. 

 

M a n us c ri pt V I I: T his  s u m m ar y r e vi e w arti cl e w as b as e d o n t h e r es ults o bs er v e d i n 

M a n us cri pt I , II a n d V . F urt h er  st u di es, i n v esti g ati n g t h e  r el ati o ns hi p b et w e e n CA s a n d 

v ari a nts i n g e n es e n c o di n g x e n o bi oti c -m et a b olisi n g e n z y m es , T P 5 3 g e n e a n d C y cli n D 1, 

w er e i n cl u d e d i n t h e r e vi e w arti cl e.  

 

3. 2.  C yt o g e n eti c a n al ysi s  

A s t a n d ar d c yt o g e n eti c pr o c e d ur e w as utili z e d f or e v al u ati o n of str u ct ur al C As 

fr e q u e n c y i n P B L [ 3 1] ( M a n us cri pt I– I V). P B L c ulti v ati o n w as  c arri e d o ut i n c o m pl et e 

m e di u m  f or 4 8 h o urs u ntil t h e first m et a p h as e of mit osis w h e n t h e c ell di visi o n w as st o p p e d 

usi n g c ol c hi ci n e. T h e n, c yt o g e n eti c sli d es w er e pr e p ar e d fr o m P B L of e a c h i n di vi d u al a n d 

C As fr e q u e n c y p er 1 0 0 m et a p h as es w as a n al ys e d b y t w o i n d e p e n d e nt s c or ers.  

 

3. 3.  M ut a g e n s e nsiti vit y  as s a y  

  T h e w h ol e m et h o d w as p erf or m e d  a c c or di n g t o t h e pr e vi o usl y d es cri b e d pr ot o c ol  

[ 1 9 1]. Bri efl y, t w o w h ol e-bl o o d s a m pl es fr o m e a c h s u bj e ct, p h yt o h a e m a g gl uti ni n -

sti m ul at e d i n c o m pl et e m e di u m, w er e c ulti v at e d f or 7 2 h o urs. Fi v e h o urs b ef or e h ar v esti n g, 

d uri n g t h e l at e S a n d G 2 p h as e o f t h e c ell c y cl e, m ut a g e n (r a di o mi m eti c dr u g bl e o m y ci n) 

w as a d d e d i n o n e of t h e t w o c ult ur es. T h e s e c o n d o n e s er v e d as a r ef er e n c e f or d et e cti o n of 

b as eli n e C As l e v el. T w o h o urs pri or h ar v esti n g, P B L w er e arr est e d i n t h e s e c o n d m et a p h as e 

of mit osis b y c ol c hi ci n e. Aft er t h e c yt o g e n eti c pr o c e d ur e, at l e ast 1 0 0 c ells p er s u bj e ct w er e 

a n al y z e d mi cr os c o pi c all y f or m ut a g e n -i n d u c e d C T As l e v el b y t w o i n d e p e n d e nt s c or ers . 

C h e mil u mi n e s c e nt m e as ur e m e nt of γ -H 2 A X l e v el w as us e d f or t h e as s es s m e nt of i niti al 

D N A d a m a g e aft er t h e bl e o m y ci n tr e at m e nt.  

T his a p pr o a c h w as us e d f or m e as ur e m e nt of m ut a g e n s e nsiti vit y i n P B L of i n ci d e nt 

C R C, B C  p ati e nts a n d h e alt h y s u bj e cts ( M a n us cri pt V ) as a n i n dir e ct m e as ur e of DS B s  D R C . 

 

3. 4.  R el ati v e t el o m e r e l e n gt h m e as u r e m e nt  

I n o ur pr oj e cts, w e us e d M M Q P C R as s a y f or R T L as s es s m e nt i n t u m or tis s u e, 

a dj a c e nt n o n -m ali g n a nt m u c os a, li v er m et ast as es, li v er tis s u e ( M a n us cri pt VI ) a n d bl o o d 
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(M a n us cri pt I V, V  a n d VI ) of i n ci d e nt c a n c er p ati e nts a n d h e alt h y s u bj e cts. T h e w h ol e as s a y 

w a s c arri e d o ut a c c or di n g t o t h e ori gi n al m et h o d ol o g y d es cri b e d pr e vi o usl y [ 1 8 5], wit h 

i m p ort a nt m o difi c ati o ns [ 1 9 2]. M ulti pl e xi n g of t h e m et h o d all o w e d us t o us e a si n gl e 

fl u or es c e nt d y e, S Y T O 9 , d uri n g a  re al -ti m e q u a ntit ati v e p ol y m er as e c h ai n re a cti o n  ( P C R) 

f or a c oll e cti o n of a si g n al fr o m t w o t ar g et s e q u e n c es diff eri n g gr e atl y i n c o p y n u m b er 

(t el o m er e a n d al b u mi n a m pli c o n i n o ur c as e). All r e a cti o ns w er e c arri e d o ut i n tri pli c at es i n 

Mi cr o A m p O pti c al 3 8 4 -W ell R e a cti o n Pl at e. M M Q P C R e x p eri m e nts w er e p erf or m e d o n 

V ii a 7 R e al-ti m e P C R S yst e m ( A p pli e d Bi os yst e ms) usi n g t w o si m ult a n e o us pr o gr a ms t o 

a c q uir e t h e r es p e cti v e c y cl e t hr es h ol d v al u es f or t el o m er e s e q u e n c es a n d als o f or t h e al b u mi n 

g e n e. T h e c y cl e t hr es h ol d v al u es f or al b u mi n a m pli c o n w er e c oll e ct e d a b o v e t h e m elti n g 

t e m p er at ur e of t h e t el o m er e pr o d u ct [ 1 8 5]. T h e st a n d ar d c ur v e, cr e at e d b y p o oli n g D N A 

fr o m 3 0 i n di vi d u als wit h diff er e nt a g e, w as us e d t o q u a ntif y t h e t el o m er e a n d al b u mi n 

pr o d u ct.  

 

3. 5.  M SI st at us m e as u r e m e nt  

 F or  as s es s m e nt of  M SI st at us of C R C p ati e nts st u di e d i n M a n us cri pt VI , m ulti pl e 

pri m ar y mi cr os at ellit e l o ci ( B A T -2 5 , B A T -2 6 , N R -2 1 , N R -2 4 , N R -2 7 ) w er e a n al ys e d 

si m ult a n e o usl y b y M M Q P C R  wit h ps e u d o m o n o m or p hi c m o n o n u c l e oti d e m ar k ers usi n g 

pri m ers l a b el e d wit h F A M, H E X or N E D. A n al ysis of P C R pr o d u cts w as a c c o m plis h e d o n 

5  % d e n at uri n g g el el e c tr o p h or esis as d es cri b e d pr e vi o usl y b y [ 1 9 3]. T u m or D N A s a m pl es 

w er e c o m p ar e d t o e a c h ot h er, a n d s a m pl es s h o wi n g i nst a bilit y at t hr e e or m or e i n v esti g at e d 

l o ci w er e s c or e d as M SI.  

 

3. 6.  G e n ot y pi n g  a n al ysi s  

 

T a q M a n all eli c dis cri mi n ati o n as s a y (A p pli e d Bi os yst e ms, F ost er Cit y, C alif or ni a)  

w as utili z e d f or t h e d et e cti o n of S N P s i n t ar g et g e n es . 

 

T h e v ari a nts  w er e i n v esti g at e d i n g e n es i n v ol v e d i n mit oti c s pi n dl e  (M a n us cri p I ): 

B U B 1  rs 1 8 0 1 3 7 6 ( A> G S N P; a c o di n g Ar g/ Gl u v ari a nt), B U B 3  rs 3 8 0 8 9 6 0 ( G> T S N P;  

a pr o m ot er p ol y m or p his m), M A D 2 L 1  rs 9 0 3 1 4 7 ( A> C S N P; a pr o m ot er p ol y m or p his m), 

C E N P F  rs 4 3 8 0 3 4 ( G> A S N P: a c o di n g Ar g/ Gl y v ari a nt), E S P L 1  rs 6 5 8 0 9 4 1 ( C> T S N P;  

a pr o m ot er p ol y m or p his m), N E K 2  rs 7 0 1 9 2 8 ( T> A S N P; a pr o m ot er p ol y m or p his m),  
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P T T G 1  rs 1 8 6 2 3 9 2 ( T> A S N P; a pr o m ot er p ol y m or p his m), f or Z WI L C H  rs 3 0 87 6 6 0 ( A > G 

S N P; a 5 ′U T R  p ol y m or p his m) a n d Z WI N T  rs 2 2 4 1 6 6 6 ( G> A S N P; a c o di n g Ar g/ Gl y 

v ari a nt). All pr o m ot er S N P s  w er e  pr e di ct e d t o o c c u p y tr a ns cri pti o n f a ct or bi n di n g sit es . 

 

F oll o wi n g S N P s sit es w er e i n v esti g at e d i n g e n es i n v ol v e d i n D N A r e p air p at h w a ys 

(M a n us cri pt II ): N E R  p at h w a y : X P D  rs 1 3 1 8 1 ( T> G  S N P ; L ys 7 5 1 Gl n), X P G  rs 1 7 6 5 5 (C > G  

S N P ; As p 1 1 0 4 His), X P C  rs 2 2 2 8 0 0 1 ( A> C  S N P ; L ys 9 3 9 Gl n), X P A  rs 1 8 0 0 9 7 5 ( G> A  S N P ; 

a 5 ′U T R  p ol y m or p his m ), B E R  p at h w a y : X R C C 1  rs 1 7 9 9 7 8 2 (C > T  S N P ; Ar g 1 9 4 Tr p), 

rs 2 5 4 8 9 ( G> A  S N P ; Ar g 2 8 0 His) a n d rs 2 5 4 8 7  (G > A  S N P ; Ar g 3 9 9 Gl n), O G G 1  rs 1 0 5 2 1 3 3 

( C> G  S N P ; S er 3 2 6 C ys) , A P E 1  rs 1 1 3 0 4 0 9 ( G> T  S N P ; As n 1 4 8 Gl u), D S B s  p at h w a y : X R C C 2  

rs 3 2 1 8 5 3 6 ( G> A  S N P ; Ar g 1 8 8 His), R A D 5 4 L  rs 1 0 4 8 7 7 1 (C > T  S N P ; Al a 7 3 0 Al a) a n d 

X R C C 3  rs 8 6 1 5 3 9 (C > T  S N P ; T hr 2 4 1 M et) , N B S 1  rs 1 8 0 5 7 9 4 (C > G  S N P ; Gl u 1 8 5 Gl n). 

 

F oll o wi n g S N P s sit es w er e i n v esti g at e d i n g e n e s c o di n g f or s h elt eri n c o m pl e x a n d 

t el o m er as e (M a n us cri pt VI ): R T E L 1  rs 2 2 9 7 4 4 0 ( T> C  S N P ; i ntr o n v ari a nt), rs 2 7 3 8 7 8 0 ( T> C  

S N P ; i ntr o n v ari a nt), rs 7 2 6 1 5 4 6 ( C> G /C > T  S N P ; i ntr o n v ari a nt), rs 7 5 5 0 1 7 ( A > C/ A > G 

S N P ; s y n o n y m o us v ari a nt), F E N 1  rs 1 7 4 5 3 8 ( G > A S N P ; a 5′U T R p ol y m or p his m), P O T 1  

rs 7 7 8 4 1 6 8 ( T > C S N P , i ntr o n v ari a nt), rs 1 0 2 5 0 2 0 2 ( A > C S N P , i ntr o n v ari a nt) T E R F 1  

rs 2 3 0 6 4 9 4 ( G > A S N P , i ntr o n v ari a nt), rs 3 8 6 3 2 4 2 ( C > T  S N P , i ntr o n v ari a nt), T R F 2  

rs 2 5 1 7 9 6 (A > G  S N P , i ntr o n v ari a nt), rs 3 7 8 5 0 7 4, T E R T  rs 1 0 9 3 6 5 9 9 (C > T  S N P , 

s y n o n y m o us v ari a nt),   rs 2 7 3 6 1 1 8 (T > C  S N P , i ntr o n v ari a nt),  rs 2 7 3 6 0 9 8 (C > T  S N P , 

s y n o n y m o us v ari a nt),   rs 2 7 3 6 1 0 0 (C > A  S N P , i ntr o n v ari a nt), rs 2 2 4 2 6 5 2 (G > A  S N P , i ntr o n 

v ari a nt) , rs 2 7 3 6 1 0 8 (C > T  S N P , i nt er g e ni c v ari a nt), rs 7 7 0 5 5 2 6 (C > A/ C > T  S N P , i ntr o n 

v ari a nt) , rs 1 0 0 6 9 6 9 0 (C > T  S N P , i ntr o n v ari a nt), rs 2 7 3 6 1 0 9 (C > T  S N P , i nt er g e ni c v ari a nt), 

rs 2 8 5 3 6 9 1 (T > C  S N P , s y n o n y m o us v ari a nt), rs 2 8 5 3 6 7 7 (G > A  S N P , i ntr o n v ari a nt), 

rs 2 8 5 3 6 7 6 (T > A/ T > C  S N P , i ntr o n v ari a nt), rs 3 3 9 5 4 6 9 1 (G > A  S N P , s y n o n y m o us v ari a nt), 

rs 3 8 1 6 6 5 9 (A > G  S N P , i nt er g e ni c v ari a nt), rs 4 2 4 6 7 4 2 (T > A  S N P , i ntr o n v ari a nt) a n d T E R C  

rs 3 7 7 2 1 9 0 (G > A  S N P , n o n c o di n g tr a ns cri pt v ari a nt), rs 1 2 6 9 6 3 0 4 (C > G  S N P , r e g ul at or y 

r e gi o n v ari a nt). 
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4.  R es ults a n d Dis c u ssi o n  

T h e s u bj e ct of t h e T h esis w as t o u n v eil  t h e i nfl u e n c e of r el e v a nt g e n e v ari a nts i n 

m aj or mit oti c c h e c k p oi nt a n d D N A r e p air g e n es o n t h e fr e q u e n c y of str u ct ur al C As i n P B L  

of h e alt h y s u bj e cts. W e als o i nt e n d e d t o i d e ntif y n o v el g e n e v ari a nts i n r el ati o n t o str u ct ur al 

C As. F urt h er m or e, w e st u di e d  D S B s  D R C i n P B L of c a n c er p ati e nts,  f a ct ors aff e cti n g 

t el o m er e l e n gt h a n d i n v esti g at e d a li n k b et w e e n s h ort e n e d t el o m er es  a n d t h e s ur vi v al of 

c a n c er p ati e nts.  

 

M a n us c ri pt I: I n o ur st u d y “ G e n eti c v a ri ati o n i n t h e m aj or mit oti c c h e c k p oi nt 

g e n es as s o ci at e d wit h c h r o m os o m al a b er r ati o n s i n h e alt h y h u m a ns ” , w e f o c us e d o n 9 

s el e ct e d S N P s i n mit oti c c h e c k p oi nt g e n es ( B U B 1, B U B 3, M A D 2 L 1, E S P L 1, P T T G 1, 

C E N P F, N E K 2, Z WI L C H , a n d Z WI N T ) i n as s o ci ati o n wit h  t h e fr e q u e n c y of a c q uir e d  

n o n -s p e cifi c str u ct ur al C As i n P B L of 7 2 9 h e alt h y s u bj e cts. I n a d diti o n, w e als o t est e d bi n ar y 

g e n e -g e n e c o m bi n ati o ns  b e c a us e mit oti c c h e c k p oi nt r e pr es e nts a hi g hl y or g a ni z e d or c h estr a 

of c o m pl e x i nt er a cti o n s .  

  R es ults f or i n di vi d u al S N P s r e v e al e d o nl y a mi n or eff e ct  o n a l e v el of C As, w hi c h is 

pr o b a bl y d u e t o hi g h c o ns er v ati o n of t h e w h ol e mit oti c c h e c k p oi nt m e c h a nis m. O nl y  r ar e 

h o m o z y g o us v ari a nt g e n ot y p es i n  Z WI N T  (rs 2 2 4 1 6 6 6) a n d  B U B 1  (rs 1 8 0 1 3 7 6) w er e  

as s o ci at e d wit h t h e i n cr e as e d fr e q u e n c y of C S As ( P = 0. 0 3) a n d C T As ( P = 0. 0 3)  i n a gr o u p of 

c o ntr ols  (i. e. i n di vi d u als wit h a fr e q u e n c y of C As < 2  %) , r es p e cti v el y. H o w e v er, a n al ysis of 

g e n e p airs s h o w e d 2 1  si g nifi c a nt as s o ci ati o n wit h a n i n cr e as e d l e v el of C T As, C S As a n d 

t ot al C As (C A t ot). T h e m ost si g nifi c a nt g e n eti c m o d els f or e a c h i nt er a cti o n ar e s h o w n i n a 

f ull v ersi o n of att a c h e d M a n us cri pt I  (s e e T a bl e 2 ). P T T G 1 , Z WI N T , Z WI L C H , a n d M A D 2 L 1  

g e n es w er e t h e m ost fr e q u e ntl y i n v ol v e d i n a n y of t w o bi n ar y g e n e -g e n e i nt er a cti o ns. 

R e m ar k a bl y,  P T T G 1 -Z WI L C H  & P T T G 1 -Z WI N T  g e n e i nt er a cti o ns w er e si g nifi c a nt f or 

m ulti pl e t y p es of C As , i n cl u di n g C S As ( P = 0. 01  &  P = 0. 0 2 ), C T As ( P = 0. 0 06  & P = 0. 0 0 3 ) a n d 

C At ot  ( C At ot; P = 0. 0 1  &  P = 0. 0 3 ), r es p e cti v el y. T h e r ol e of P T T G 1 a n d Z WI L C H/ Z WI N T 

e n z y m es is v er y diff er e nt d uri n g t h e mit oti c c h e c k p oi nt. P T T G 1  is a n o n c o g e n e a n d it 

f u n cti o ns at t h e l e v el of C o h esi n [ 1 9 4]. O n t h e ot h er h a n d, Z WI L C H/ Z WI N T ar e i m p ort a nt 

f or a cti v ati o n of t h e mit oti c c h e c k p oi nt at ki n et o c h or e  [ 6 3]. I n a pr e vi o us st u d y, it w as s h o w n 

t h at i n d u c e d si n gl e p oi nt m ut ati o n i n P T T G 1  is s uffi ci e nt t o tri g g er t h e f or m ati o n of C As 

[ 1 9 5]. I n a d diti o n, S N P s i n P T T G 1  w er e d o c u m e nt e d  t o b e as s o ci at e d wit h B C  ris k i n a c as e-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26354780
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26354780
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c o ntr ol st u d y c o n d u ct e d i n 1 4 9 2 h e alt h y p arti ci p a nt s a n d 6 9 8 pri m ar y B C  p ati e nts [ 1 9 6], 

w hi c h f urt h er hi g hli g hts t h e r el e v a n c e of P T T G 1 i n m ali g n a nt tr a nsf or m ati o n.   

Pr es u m a bl y, l o w -ris k all el es i n di vi d u all y m a y n ot a d d u p t o t h e fr e q u e n c y of C As, 

h o w e v er, bi n ar y g e n e -g e n e i nt er a cti o ns  at diff er e nt mit oti c c h e c k p oi nt f u n cti o n m a y 

m ulti pl y t h e eff e ct a n d r es ult i n a p p ar e nt  m alf u n cti o ns of t h e w h ol e mit oti c c h e c k p oi nt 

cl o c k w or k.  

 

M a n us c ri pt I I: T h e m a n us cri pt e ntitl e d: “ I nt er a cti o n s of D N A r e p air g e n e v ari a nts 

m o d ul at e c h r o m os o m al a b er r ati o n s i n h e alt h y s u bj e cts ”  f o c us e d o n S N P s i n g e n es 

i n v ol v e d i n D D R  a n d t h eir i nfl u e n c e o n  t h e fr e q u e n c y of n o n-s p e cifi c str u ct ur al C As i n P B L 

o bt ai n e d fr o m 2 1 9 6 h e alt h y i n di vi d u als. F u n cti o n all y r el e v a nt S N P s i n 1 1 g e n es i n v ol v e d i n 

B E R ( X R C C 1, O G G 1, A P E X 1 ), N E R (X P A, X P D, X P G, X P C ) a n d D S Bs  (X R C C 2, X R C C 3, 

N B N, R A D 5 4 L ) r e p air p at h w a ys w er e g e n ot y p e d.  

I n t his st u d y, a n al ysis of i n di vi d u al S N P s s h o w e d a li n k b et w e e n X P D  L ys 7 5 1 Gl n 

h o m o z y g o us v ari a nt a n d l o w er C T As fr e q u e n c y  ( P = 0. 0 0 4). T his r es ult v erifi e d t h e pr e vi o us 

fi n di n gs of o ur gr o u p [ 3 4]. M or e o v er, w e f o u n d a si g nifi c a nt i nfl u e n c e of R A D 5 4 L  Al a 7 3 0 =  

h et er o z y g o us v ari a nt  g e n ot y p e  o n i n cr e as e d C S As fr e q u e n c y  ( P = 0. 0 3), w hi c h is es p e ci all y 

i nt er esti n g c o nsid eri n g t h e f a ct t h at s y n o n y m o us s u b stit uti o n of t h e a mi n o a ci d m a y h a v e a 

p ot e nti al i m p a ct o n pr ot ei n f u n cti o n [ 1 9 7]. R A D 5 4 st a bili z es  R A D 5 1 r e c o m bi n as e d uri n g 

D S B s  r e p air [ 1 1 0] a n d r e c e nt e vi d e n c e  i n di c at es  t h at R A D 5 4 d efi ci e n c y is as s o ci at e d wit h 

C As [ 1 9 8]. I n g e n er al, i n di vi d u al g e n e v ari a nts m o d ul at e d C As fr e q u e n c y o nl y m o d estl y. 

T h e  simil ar tr e n d w as d es cri b e d i n  M a n us cri pt I  a n d als o i n t h e st u d y c o n d u ct e d i n o ur 

c oll a b or ati n g l a b or at or y ( G er m a n C a n c er R es e ar c h C e nt er, H ei d el b er g) , w hi c h i n v esti gat e d  

S N P s i n m et a b oli c g e n es i n as s o ci ati o n wit h C As l e v el [ 2 1]. H o w e v er, t h e m ost i m p ort a nt 

r es ults  fr o m o ur st u d y e m er g e d fr o m as s es si n g  p air -wis e g e n ot y p e i nt er a cti o ns of st u di e d 

g e n es. W e dis c o v er e d 1 4 g e n e -g e n e i nt er a cti o ns si g nifi c a ntl y m o d ul ati n g C A fr e q u e n ci es, 

1 2 m o d ul ati n g C S A a n d 9 m o d ul ati n g C T A fr e q u e n ci es.  T h e str o n g est i nt er a cti o ns , 

s u m m ari z e d i n M a n us cri pt II  (s e e T a bl e 4 ), al w a ys i n cl u d e d g e n e p airs fr o m t w o diff er e nt 

D N A r e p air p at h w a ys. T h e r es ults  ill ustr ati n g t h e m ost i m p ort a nt g e n e-g e n e i nt er a cti o ns 

wit h t h e i nfl u e n c e o n diff er e nt t y p es of C As w er e  p u blis h e d  i n o ur r e vi e w arti cl e (s e e Fi g ur e 

3  i n M a n us cri pt VII ) a n d t h e r ol e of i n di vi d u al e n z y m es c o d e d b y t h os e g e n es is s h o w n  

i n Fi g ur e 7 .  

B as e d o n o ur r es ults, w e s u g g est t h at i n di vi d u al S N P s i n g e n es c o di n g f or D N A 

r e p air pr ot ei ns m a y h a v e a n o nl y m o d est i nfl u e n c e o n t h e fr e q u e n c y of C As i n P B L. M or e 
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i m p ort a ntl y, w e h a ve pr o vi d e d e vi d e n c e t h at a c c u m ul ati o n of C As r e q uir es c o m pl e x 

i nt er pl a y b et w e e n diff er e nt D N A r e p air  ( a n d m ost li k el y a n ot h er c ell ul ar) m e c h a nis m s . 

 

 

Fi g u r e 7 : C o m pl e x p ai r -wis e g e n ot y p e i nt e r a cti o n s of st u di e d g e n es (M a n us cri pt II ) 

 

M a n us c ri pt I I I: T h e ai m of t h e m a n us cri pt e ntitl e d : “ G e n eti c v ari ati o n as s o ci at e d wit h 

c h r o m os o m al a b er r ati o n fr e q u e n c y: A g e n o m e -wi d e as s o ci ati o n st u d y ”  w as t o i d e ntif y 

n o v el i n h erit e d g e n eti c v ari a nts pr e dis p osi n g i n di vi d u als t o hi g h er fr e q u e n c y  of C A s  i n P B L . 

T h e w h ol e st u d y d esi g n  w as b as e d o n o ur pr e vi o u s fi n di n gs t h at s h o w e d a r el ati o ns hi p 

b et w e e n a fr e q u e n c y of C As i n P B L a n d S N P s i n mit oti c c h e c k p oi nt, D N A r e p air 

(M a n us cri pt I, II ) a n d m et a b oli c g e n es (s u m m ari z e d i n M a n us cri pt VII ).  

  R e g ar di n g t h e c h ar a ct eristi cs of o ur st u di e d p o p ul ati o ns, w e  c o nfir m e d a str o n g 

as s o ci ati o n b et w e e n i n cr e as e d fr e q u e n c y of C As a n d o c c u p ati o n al e x p os ur e t o g e n ot o xi c 



 

3 8  
 

a g e nts [ 2 1, 1 9 9, 2 0 0]. W e als o c o nfir m e d t h e r el ati o ns hi p b et w e e n t h e i n cr e as e d fr e q u e n c y 

of C As a n d c a n c er dis e as e, w hi c h is i n c o nsist e n c y  wit h [ 2 9].   

  As a r es ult  of t h e G W A S a n al ysis , 1 1 S N P s w er e s el e ct e d f or r e pli c ati o n. T h e 

v ali d ati o n c o h ort  s u p p ort e d t h e as s o ci ati o n of rs 1 3 8 3 9 9 7, rs 2 82 4 2 1 5 , a n d rs 9 8 3 8 8 9  f or 

i n cr e as e d fr e q u e n c y of C As. T h e p ot e nti al f u n cti o n  of all  t h os e hi g hl y li n k e d S N P s w as 

c h ar a ct eri z e d usi n g i n sili c o a n al ysis. Rs 1 3 8 3 9 9 7 is l o c at e d i n t h e l o c us t h at e n c o d es N at ur al 

A ntis e ns e T r a ns cri pt  (N A T ) wit h a ntis e ns e c o m pl e m e nt ar y t o T r a nsi e nt R e c e pt or P ot e nti al 

C ati o n C h a n n el S u bf a mil y A M e m b er 1  (T R P A 1 ) a n d ot h er g e n es [ 2 0 1]. Pr e vi o usl y , u p t o 

2 8 -f ol d u p-r e g ul ati o n of T R P A 1  m R N A w as f o u n d i n ki d n e y c a n c er [ 2 0 2]. T r a nsi e nt 

R e c e pt or P ot e nti al  (T R P ) c h a n n els h a v e b e e n s h o w n t o b e i m p ort a nt f or C a 2 +  i o ns si g n ali n g. 

D ysr e g ul ati o n of t h os e c h a n n els m a y c a us e c h a n g es i n i ntr a c ell ul ar c al ci u m h o m e ost asis, 

c o ns e q u e nt disr u pti o n of c ell ul ar pr o c es s es, w hi c h c a n als o pr o m ot e p at h o p h ysi ol o gi c al 

c a n c er h all m ar ks [ 2 0 3]. Rs 2 8 2 4 2 1 5, t h e s e c o n d S N P fr o m o ur a n al ysis t h at r e a c h e d a 

s u g g esti v e l e v el of si g nifi c a n c e b et w e e n G W A S a n d r e pli c ati o n s et, is l o c at e d at 2 1 q 2 1. 1 

l o ci i n l o n g i nt er g e ni c n o n-c o di n g R N A. D el eti o n of t his l o ci h as b e e n pr e vi o usl y s h o w n i n 

as s o ci ati o n wit h c hr o m os o m al r e arr a n g e m e nts [ 2 0 4]. Rs 9 8 3 8 8 9, t h e l ast dis c o v er e d g e n e 

v ari a nt i n o ur st u d y, m o d ul at e d fr e q u e n c y of C T As. B as e d o n o ur  a n al ysis, w e f o u n d t h at it 

r e pr es e nts i ntr o ni c S N P i n a g e n e e n c o di n g t h e F -b o x a n d L e u ci n e -R i c h R e p e at P r ot ei n 7  

(F B X L 7 ). I nt er esti n gl y, A ur or a A ki n as e, a n o n c o g e n e wit h i n dis p e ns a bl e f u n cti o n d uri n g 

mit osis, r e g ul at es F B X L 7 [ 2 0 5]. I m p ort a n c e of F B X L 7 d uri n g mit osis m a y e x pl ai n its 

c o n n e cti o n t o C T As b e c a us e t his t y p e of C A aris es d uri n g l at e S  or G 2 p h as e of t h e c ell 

c y cl e  [ 2 3].   

  O v er all, w e i d e ntifi e d s e v er al n e w l o ci, wit h g e n es i m p ort a nt i n mit osis a n d 

i ntr a c ell ul ar si g n ali n g, i n as s o ci ati o n t o el e v at e d C A s  fr e q u e n c y. 

M a n us c ri pt I V: I n t h e st u d y “ C h r o m os o m al d a m a g e a n d t el o m er e l e n gt h i n p eri p h er al 

bl o o d l y m p h o c yt es: c a n c er ris k  a n d p ati e nts’ l o n g -t er m s ur vi v al” , i n pr e p ar ati o n , w e 

i n v esti g at e d a pr o g n osti c v al u e of t el o m er e l e n gt h a n d diff er e nt t y p es of str u ct ur al 

c hr o m os o m al d a m a g e  ( C S As, C T As, a b err a nt c ells wit h C As ( A Cs) a n d C At ot ) m e as ur e d 

i n P B L of n e wl y di a g n os e d C R C, B C , a n d l u n g c a n c er p ati e nts.  T h e  pr es e nt  M a n us cri pt 

r e pr es e nts a c o nti n u ati o n of  t h e pr e vi o us st u d y  c o n d u ct e d i n o ur l a b or at or y  w h er e  a n 

i n cr e as e d l e v el of all t y p es of C As  i n P B L of B C  a n d l u n g c a n c er p ati e nts i n c o m p aris o n 

wit h  h e alt h y i n di vi d u als  w as o bs er v e d [ 2 9]. T h e ris k of B C a n d l u n g c a n c er w as as s o ci at e d 

wit h all i n v esti g at e d t y p es of C As (s u m m ari z e d i n M a n us cri pt I V , T a bl e II ), w hi c h f urt h er 
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c o nfir m e d t h e ot h er r es ults fr o m s e v er al pr os p e cti v e st u di es (s u m m ari z e d b y [ 2 0 6]). I n t h e 

pr es e nt M a n us cri pt , c hr o m os o m al d a m a g e  a n d t el o m er e l e n gt h  m e as ur e d i n P B L of t h os e 

p ati e nts w er e  a n al ys e d t o d et er mi n e t h eir pr o g n osti c  utilit y.  F urt h er m or e,  w e e v al u at e d f or 

t h e first ti m e t h e r el ati o ns hi p b et w e e n t h e fr e q u e n c y of n o n-s p e c ifi c str u ct ur al C As a n d 

t el o m er e l e n gt h i n P B L of b ot h, c a n c er p ati e nts a n d h e alt h y s u bj e cts.  

  R e g ar di n g t h e pr o g n osti c v al u e of C As  or t el o m er e l e n gt h , w e di d n ot fi n d a n y 

as s o ci ati o n b et w e e n  O S or r e c urr e n c e-fr e e s ur vi v al (R F S ) b y usi n g u ni v ari at e s ur vi v al 

a n al ysis . H o w e v er, w h e n w e f urt h er e x pl or e d t h e pr o g n osti c v al u e of C As t o g et h er i n 

as s o ci ati o n wit h  cli ni c o p at h ol o gi c al d at a  b y m ulti v ari at e s ur vi v al m o d el , w e f o u n d t h at B C 

p ati e nts i n T N M 0 +I +II +III st a g es a n d C R C p ati e nt s i n T N M III  st a g e wit h a n  i n cr e as e d 

l e v el of C T As i n P B L e vi n c ed p o or O S. T h er e is c urr e ntl y n o a v ail a bl e lit er at ur e t o dis c us s 

t his as s o ci ati o n a n d w e s u g g est t h at a l ar g er c o h ort of p ati e nts is n e c es s ar y t o cl arif y t h e 

pr o g n osti c v al u e of C As i n P B L of c a n c er p ati e nts. Wit h  r es p e ct t o t el o m er e l e n gt h, a m et a -

a n al ysis p u blis h e d b y X u et al ., s h o w e d a c orr el ati o n b et w e e n s h ort t el o m er es i n P B L a n d 

p o or O S i n  p ati e nts wit h  s oli d t u m ors [ 2 0 7]. Alt h o u g h w e di d n ot fi n d s u c h as s o ci ati o n  i n 

o ur gr o u p of p ati e nts , w e f urt h er i n v esti g at e d t h e pr o g n osti c utilit y  of t el o m er e l e n gt h 

m e as ur e d i n t u m or tis s u e of C R C p ati e nts  i n M a n us c ri pt VI .  

 W e als o v ali d at e d t h e n e g ati v e c orr el ati o n b et w e e n t h e l e v el of C As a n d t el o m er e 

l e n gt h i n t h e gr o u p of  h e alt h y i n di vi d u als ( A Cs; P = 0. 0 0 0 4, C At ot ; P = 0. 0 0 0 3 a n d C S As ; 

P = 0. 0 0 0 2)  [ 4]. T his p arti c ul ar o ut c o m e m a y b e e x pl ai n e d b y t h e f usi o n of e x c es si v el y  

s h ort e n e d t el o m er es a n d c o ns e q u e nt d a m a g e of c hr o m os o m es d uri n g mit osis [ 1 1 5]. 

H o w e v er, a  si mil ar r es ult w as n ot o bs er v e d i n a n y gr o u p of c a n c er p ati e nts. T his 

p h e n o m e n o n h as n ot y et b e e n d es cri b e d b ef or e a n d w e c a n  h y p ot h esi z e  t h at n ot o nl y 

s h ort e ni n g of t el o m er es b ut als o ot h er p at h w a ys m a y c o ntri b ut e t o t h e f or m ati o n of C As i n 

P B L of c a n c er p ati e nts .   

  F urt h er m or e, o ur gr o u p of B C  p ati e nts dis pl a y e d  l o n g er t el o m er es c o m p ar e d t o 

h e alt h y w o m e n ( P < 0. 0 0 0 1)  a n d  i n di vi d u als wit h l o n g er t el o m er es h a d als o i n cr e as e d ris k of 

t h e B C dis e as e (P < 0. 0 0 0 1) . A p os si bl e e x pl a n ati o n f or l o n g er t el o m er es i n B C  p ati e nts m a y 

b e d u e t o t h e pr es e n c e of estr o g e n, w hi c h i n cr e as es t el o m er as e acti vit y [ 2 0 8].    

  B as e d o n o ur r es ults, i n cr e as e d l e v el of C T As i n P B L m a y b e a f a ct or aff e cti n g O S 

i n B C a n d C R C p ati e nts. W e dis c o v er e d a n e g ati v e c orr el ati o n b et w e e n a l e v el of C As a n d 

t el o m er e l e n gt h i n a gr o u p of h e alt h y i n di vi d u als. L o n g er t el o m er es i n P B L m a y b e 

as s o ci at e d wit h a n i n cr e ase d ris k of B C.  
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M a n us c ri pt V: T h e c as e -c o ntr ol st u d y e ntitl e d: “ Bl e o m y ci n -i n d u c e d c h r o m os o m al 

d a m a g e a n d s h ort e ni n g of t el o m er es i n p eri p h er al bl o o d l y m p h o c yt es of i n ci d e nt c a n c er 

p ati e nts ”  is b as e d o n ot h er pr oj e cts c arri e d o ut i n o ur l a b or at or y, w h e n  e x cisi o n D R C  w as 

m e as ur e d i n P B L or t u m or tis s u e/a dj a c e nt m u c os a of s p or a di c C R C p ati e nts  [ 7 1, 2 0 9, 2 1 0]. 

I n o ur pr es e nt  st u d y, w e f o c us e d o n t h e m e as ur e m e nt of m ut a g e n -i n d u c e d C T As as an  

i n dir e ct p h e n ot y pi c m ar k er of D S B s  D R C i n P B L of C R C a n d B C p ati e nts a n d h e alt h y 

c o ntr ols  wit h o ut t h e dis e as e . M or e o v er, w e m e as ur e d t el o m er e l e n gt h i n P B L of t h e s e 

i n di vi d u als t o i d e ntif y a p ot e nti al r el ati o ns hi p b et w e e n t el o m er e l e n gt h a n d D S B s  D R C.  

 W e f o u n d st atisti c all y si g nifi c a nt hi g h er bl e o m y ci n -i n d u c e d C T As i n P B L of C R C 

p ati e nts  ( P = 0. 0 3), i n di c ati n g hi g h er s e nsiti vit y t o w ar ds r a di o mi m eti c dr u g a n d l o w er D S B s 

D R C  i n P B L. O ur r es ults ar e i n a gr e e m e nt wit h t h e h y p ot h esis of H s u et al. , w h o s u g g est e d 

t h at p ati e nts wit h c a n c er of tis s u es t h at ar e dir e ctl y e x p os e d t o t h e e n vir o n m e nt 

( a er o di g esti v e tr a ct) e vi n c e i n cr e as e d bl e o m y ci n s e nsiti vit y i n P B L [ 1 9 1]. O ur r es ults ar e 

als o c o nsist e nt wit h pr e vi o us st u di es  [ 2 1 1, 2 1 2]. A n k at hil et al. , i n v esti g at e d t h e bl e o m y ci n-

s e nsiti vit y i n f a mili al a n d s p or a di c C R C p ati e nts a n d c o m p ar e d t h e fr e q u e n c y of i n d u c e d 

C T As b et w e e n  t h e u n aff e ct e d f a mil y m e m b ers a n d h e alt h y c o ntr ols wit h o ut t h e c a n c er 

dis e as e. I n cr e as e d bl e o m y ci n -i n d u c e d C T As w er e o b s er v e d i n P B L of f a mili al a n d s p or a di c 

C R C p ati e nts c o m p ar e d t o t h e u n aff e ct e d r el ati v es a n d h e alt h y i n di vi d u als, r es p e cti v el y. 

T his st u d y d e m o nstr at e d  t h at bl e o m y ci n h y p ers e nsiti vit y m a y b e r el at e d t o C R C  

pr e dis p ositi o n  [ 2 1 2]. S h a o et al ., als o d o c u m e nt e d t h at p ati e nts wit h dist all y l o c at e d t u m ors 

of c ol o n s h o w e d hi g h er bl e o m y ci n s e nsiti vit y i n P B L c o m p ar e d t o  t h e ri g ht-si d e d 

m ali g n a n ci es , w hi c h f urt h er s u p p ort t h e h y p ot h esis t h at e n vir o n m e nt al c ar ci n o g e ns pl a y a 

gr e at er r ol e i n  t h e eti ol o g y of l eft-si d e d c ol o n t u m ors [ 2 1 1]. 

  I n o ur gr o u p of B C p ati e nts, t h e bl e o m y ci n s e nsiti vit y pr ofil e di d n ot diff er c o m p ar e d 

t o h e alt h y i n di vi d u als, w hi c h is c o nsist e nt wit h pr e vi o us r es ults [ 1 9 1]. H o w e v er, ot h er 

gr o u ps f o u n d t h e o p p osit e r es ult. I n a c as e -c o ntr ol st u d y c o n d u ct e d o n 1 9 6 C hi n es e B C  

p ati e nts a n d 2 1 1 h e alt h y c o ntr ols, a gr e at er n u m b er of bl e o m y ci n -i n d u c e d C T As w as f o u n d 

i n a gr o u p of B C c a n c er p ati e nts a n d t h e bl e o m y ci n s e nsiti vit y pr ofil e w as m o d ul at e d b y 

e x p os ur e t o t h e t o b a c c o s m o k e [ 2 1 3]. A n ot h er st u d y, i n cl u di n g 1 6 4 B C p ati e nts a n d 1 6 5 

h e alt h y c o ntr ols f o u n d i n cr e as e d bl e o m y ci n s e nsiti vit y i n as s o ci ati o n wit h a ris k of t h e 

dis e as e [ 2 1 4]. 

F urt h er m or e, w e s h o w e d t h at p ati e nts wit h t el o m ere l e n gt h  b el o w t h e m e di a n , 

irr es p e cti v e of c a n c er t y p e, h a d a si g nifi c a ntl y hi g h er a m o u nt of bl e o m y ci n -i n d u c e d C T As 

i n P B L ( P = 0. 0 2), w hi c h i n di c at es a c orr el ati o n b et w e e n i m p air e d D S Bs  a n d e x c es si v e 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29052312
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29052312
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29052312
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t el o m er e s h ort e ni n g. T his fi n di n g is n o v el a n d of p arti c ul ar i m p o rt a n c e. T el o m er es n ot o nl y 

i n hi bit err o n e o us i n d u cti o n of D D R, b ut t h e y als o utili z e t h e f u n cti o n of m a n y D S Bs r e p air 

f a ct ors f or t el o m er e pr o c es si n g, t el o m er e r e pli c ati o n a n d t h e est a blis h m e nt of t el o m er e 

pr ot e cti o n [ 1 2 5, 2 1 5]. For ill ustr ati o n, K u 7 0  i n v ol v e d i n N H EJ p at h w a y sti m ul at es f usi o n of 

d ysf u n cti o n al t el o m er es y et pr ot e cts c hr o m os o m e e n ds fr o m H R [ 2 1 6]. It is als o k n o w n t h at 

5 3 B P 1  i n hi bits B R C A 1-m e di at e d r es e cti o n of u n pr ot e ct e d t el o m er es d uri n g r e pli c ati o n, 

w hi c h bl o c ks i niti ati o n of H R a n d c o ns e q u e nt disr u pti o n of t el o m er e l e n gt h [ 2 1 7]. 

Pr es u m a bl y, all pri n ci pl e D N A r e p air p at h w a ys  ar e, t o s o m e e xt e nt , i m p ort a nt f or pr o p er 

t el o m er e h o m e ost asis (r e vi e w e d i n [ 2 1 8]). F or ill ustr ati o n , d efi ci e n c y of e n z y m es i n v ol v e d 

i n B E R p at h w a y, A P E 1 a n d O G G 1 , l e a ds t o t el o m er e l e n gt h d er e g ul ati o n [ 2 1 9]. St u di es o n 

N E R p at h w a y ar e s ur prisi n gl y s c ar c e [ 2 1 8]. I n M a n us cri pt VI  w e m a p p e d t h e  r ol e of 

i m p air e d M M R p at h w a y i n C R C p ati e nts a n d its r el ati o ns hi p t o t el o m er e l e n gt h i n t u m or 

tis s u e.  

O v er all, o ur r es ults s u p p ort t h e h y p ot h esis, t h at disr u pti o n of t el o m er e l e n gt h is 

i n di c ati v e of D D R d ef e cts [ 2 2 0]. Still, t h e p ot e nti all y i m p ort a nt r ol e of m or e t h a n, c urr e ntl y 

k n o w n , f o ur h u n dr e d pr ot ei ns i n v ol v e d i n D D R al o n g wit h t h eir c o m pl e x i nt er a cti o ns wit h 

e n z y m es i m p ort a nt f or t el o m er e h o m e ost asis  r e m ai ns u n cl e ar a n d w e s u g g est t his fi el d 

d es er v es m or e att e nti o n i n t h e f ut ur e r es e ar c h.   

 

M a n us c ri pt V I:  I n t h e st u d y “ R el ati o n s hi p of t el o m er e l e n gt h i n c ol or e ct al c a n c er p ati e nts 

wit h c a n c er p h e n ot y p e a n d p ati e nt pr o g n osis ” , i n pr e p ar ati o n, w e m e as ur e d t el o m er e l e n gt h 

i n t u m or tis s u e, a dj a c e nt n o n-c a n c er o us m u c os a, p eri p h er al bl o o d, li v er m et ast as es a n d li v er 

n o n -m ali g n a nt tis s u e o bt ai n e d fr o m 6 6 1 C R C  p ati e nt s. W e att e m pt e d  t o u n v eil t h e i nfl u e n c e 

of cli ni c o p at h ol o gi c al c h ar a ct eristi cs of C R C  p ati e nt s o n t el o m er e l e n gt h  i n disti n ct tis s u es. 

W e als o h y p ot h esi z e d  t h at t el o m er e l e n gt h i n t u m or tis s u e m a y s er v e as a p ot e nti al 

pr o g n osti c m ar k er f or p ati e nts O S .   

  R e g ar di n g t h e c o m p ar iso n of t el o m er e l e n gt h i n disti n ct tis s u es of o ur gr o u p of 

p ati e nts, w e o bs er v e d s h ort er t el o m er es  i n 7 4 % of t u m ors c o m p ar e d t o n o n -c a n c er o us 

m u c os a. T his r es ult h as b e e n pr e vi o usl y r e p ort e d [ 1 8 8, 2 2 1, 2 2 2] a n d m a y b e e x pl ai n e d b y 

t h e pr olif er ati n g a cti vit y of t h e r a pi dl y gr o wi n g t u m ors . S h ort er t el o m er es  w er e  als o 

i d e ntifi e d i n 8 3 % of li v er m et ast as es w h e n c o m p ar e d t o pri m ar y t u m or tis s u es a n d 6 4  % of 

li v er m et ast as es h a d s h ort er t el o m er es  c o m p ar e d t o n o n -c a n c er o us li v er tis s u es.  T h e v ast 

m aj orit y of st u di e d p ati e nts, w h o pr es e nt wit h m et ast as es,  u n d er w e nt c h e m ot h er a p e uti c 

tr e at m e nt. T his  m a y b e t h e e x pl a n ati o n f or s h ort er t el o m er es i n m et ast ati c tis s u e.   
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  I nt er esti n gl y, w e f o u n d t h at i n cr e asi n g t el o m er e l e n gt h i n t u m or tis s u e c orr el at e d  

wit h T N M st a gi n g, wit h t h e s h ort est t el o m er es i n T N M st a g e I  (P = 0. 0 0 1) . A s i mil ar r es ult 

w as o bt ai n e d b y L e B al c´ h et al ., w h o als o d o c u m e nt e d t h e m ost pr o n o u n c e d t el o m er e 

s h ort e ni n g i n t h e e arl y st a g e of t u m or d e v el o p m e nt, m e as ur e d wit hi n 1 2 5 C R C p ati e nts 

[ 1 8 6]. T h e T N M s yst e m is a r o b ust pr o g n osti c m ar k er  a n d t u m or t el o m er e l e n gt h c o ul d s er v e 

as a p os si bl e a d diti o n al f a ct or f or s p e cifi c ati o n  of p ati e nt s ’ O S. S o m e  e vi d e n c e f or  l o n ger  

t el o m er es  as a p o or pr o g n osti c f a ct or f or O S i n  C R C  p ati e nts h a s  b e e n pr e vi o usl y s h o w n i n 

s e v er al st u di es wit h a t ot al of 9 5 6 C R C  p ati e nts (s u m m ari z e d b y [ 2 2 3]). Gr e at er pr olif er ati o n 

p ot e nti al a m o n g t u m or c ells d u e t o l o n g er t el o m er es m a y b e a r e as o n f or t his r es ult. 

F urt h er m or e, w e d e m o nstr at e d pr ol o n g e d O S  i n i n di vi d u als wit h s h ort er t el o m er es  i n t u m or 

tis s u e c o m p ar e d t o t h e a dj a c e nt m u c os a ( P = 0. 0 2). O ur r es ult s ar e i n t h e a gr e e m e nt wit h a 

st u d y p u blis h e d b y [ 2 2 4]. W e s u g g est t h at f or as s es s m e nt of p ati e nts O S, it is i m p ort a nt t o 

c o nsi d er t el o m er e l e n g t h i n b ot h, t u m or tis s u e a n d a dj a c e nt m u c os a. B as e d o n o ur r es ults, 

t h e t el o m er e l e n gt h r ati o m a y s er v e as a pr o g n osti c m ar k er f or O S i n C R C  p ati e nts.   

  O ur r es ults als o s h o w e d t h at t h e pr o xi m al sit e of t u m or ori gi n  is as s o ci at e d wit h 

s h ort er t el o m er es  c o m p ar e d t o t h e dist al p art of t h e c ol o n ( P = 0. 0 0 6)  a n d r e ct u m  

( P< 0. 0 0 0 1) . T his o bs er v ati o n is i n a c c or d a n c e wit h pr e vi o us fi n di n gs [ 1 8 8, 2 2 2, 2 2 5]. O n 

t h e c o ntr ar y, ot h er gr o u ps di d n ot fi n d t el o m er e attriti o n i n ri g ht-si d e d C R C t u m ors [ 1 8 6, 

2 2 1] . A p os si bl e e x pl a n ati o n f or s h ort er t el o m er es i n pr o xi m al c ol o n m a y b e t h e m aj or sit e-

s p e cifi c diff er e n c es of m u c os al mi cr o bi ot a c o nt e nt. It h as b e e n d o c u m e nt e d t h at mi cr o bi ot a 

or g a ni z ati o n is a disti n ct f e at ur e of pr o xi m al C R C a n d t h at it e n h a n c es c ell ul ar pr olif er ati o n 

a n d l o c al i nfl a m m ati o n [ 2 2 6], w hi c h m a y ulti m at el y r es ult i n pr o n o u n c e d t el o m er e 

s h ort e ni n g. M or e o v er, w e f o u n d a r el ati o ns hi p b et w e e n M SI st at us a n d s h ort er t el o m er es i n 

o ur gr o u p of p ati e nts a n d it is w ell r e c o g ni z e d t h at pr o xi m all y l o c at e d c ol o n t u m ors h a v e a 

hi g h er o c c urr e n c e of M SI p h e n ot y p e [ 2 2 7]. T o o ur k n o wl e d g e, t h er e is o nl y a li mit e d 

n u m b er of st u di es r e g ar di n g t his as s o ci ati o n [ 1 8 8, 2 2 5] a n d t h e r es ults of ot h er gr o u ps ar e 

i n c o n cl usi v e [ 4 6, 1 8 6]. T el o m er es m a y b e c o nsi d er e d as mi cr os at ellit e s e q u e n c es a n d 

i n di vi d u als wit h M SI p h e n ot y p e m a y e vi n c e hi g h fr eq u e n c y of u nfi x e d d el eti o ns d u e t o 

disr u pt e d M M R p at h w a y. W e als o s u g g est  t h at t h e a c c u m ul ati o n of d el eti o ns wit hi n 

t el o m eri c s e q u e n c es d u e t o M M R d efi ci e n c y m a y r es ult i n a d e cr e as e i n c o n c e ntr ati o n of 

s h elt eri n s u b u nits a n d disr u pt e d t el o m er e l e n gt h [ 1 3 0].   

  Wit h  r es p e ct t o i n h erit e d g e n e v ari a nts e n c o di n g s h elt eri n s u b u nits a n d t el o m er as e, 

w e o bs er v e d  a  n e g ati v e as s o ci ati o n b et w e e n T E R T  rs 3 8 1 6 6 5 9 h o m o z y g o us v ari a nt  a n d 

t el o m er e l e n gt h i n n o n-c a n c er o us m u c os a . T his p arti c ul ar S N P h as b e e n pr e vi o usl y 
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d es cri b e d i n r el ati o n t o o v er all B C  ris k [ 2 2 8]. H o w e v er, n ot all of t h e s a m pl es i n o ur st u d y 

w er e g e n ot y p e d, t h er ef or e o ur r es ult s h o ul d b e i nt er pr et e d c a uti o usl y.  I n a n ot h er st u d y, 

T E R T  rs 2 7 3 6 1 0 0 h o m o z y g o us v ari a nt  w as  i n d e p e n d e ntl y as s o ci at e d wit h l o n g er t el o m er e 

l e n gt h i n n o n-c a n c er o us m u c os a of C R C p ati e nts  [ 4 6]. A n y of t h e i n v esti g at e d S N P s i n 

s h elt eri n s u b u nits di d n ot aff e ct t el o m er e l e n gt h.   

  O v er all, o ur r es ults d e m o nstr at e t h e eff e ct of v ari o us cli ni c o p at h ol o gi c al f e at ur es o n 

t el o m er e l e n gt h i n disti n ct tis s u es of C R C p ati e nts. W e s u g g est t h at m e as ur e m e nt of t el o m er e 

l e n gt h i n t h e t ar g et tis s u e a n d a dj a c e nt n o n-c a n c er o us m u c os a o bt ai n e d d uri n g s ur gi c al 

r es e cti o n fr o m C R C p ati e nts m a y b e utili z e d as a bi o m ar k er f or s p e cifi c ati o n of p ati e nts 

pr o g n osis. Still, c urr e nt k n o wl e d g e r e g ar di n g t el o m er e l e n gt h i n s u c h tis s u es of C R C p ati e nts 

is i n c o n cl usi v e a n d as t el o m er as e i n hi bit ors ar e b ei n g a p pli e d i n cli ni c al pr a cti c e, t h er e is a n 

ur g e nt n e e d t o b ett er u n d erst a n d t el o m er e bi ol o g y i n t h e t ar g et tis s u e a n d t o i d e ntif y p ati e nts 

t h at c o ul d pr ofit fr o m t el o m er as e-t ar g et e d t h er a p y. 

 

M a n us c ri pt V I I: I n t h e r e vi e w arti cl e e ntitl e d “G e n eti c v ari ati o n of a c q uir e d str u ct u r al 

c h r o m os o m al a b er r ati o n s ”  V o di c k a et al ., 2 0 1 8, w e s u m m ari z e d a s eri es of r e c e ntl y 

p u blis h e d st u di es i n v esti g ati n g t h e c o ntri b ut ors b e hi n d t h e f or m ati o n of C As. T h e w h ol e 

arti cl e is b as e d o n t h e fi n di n gs p u blis h e d i n M a n us c ri pt  I, II, III a n d V . W e c o n cl u d e d t h at 

i nst e a d of t h e eff e ct of i n di vi d u al S N P s, r at h er t h eir i nt er a cti o ns ( e pist asis) pl a y 

a  si g nifi c a nt r ol e.  A n i nt er esti n g fi n di n g ( wit h still u nr es ol v e d u n d erl yi n g m ol e c ul ar 

m e c h a nis ms) w as o p p osit e as s o ci ati o ns b et w e e n C C N D 1  s pli c e sit e rs 9 3 4 4 G l y8 7 0 A l a S N P  

a n d C As i n h e alt h y i n di vi d u als o n o n e si d e, a n d l o w er fr e q u e n c y of t( 1 1, 1 4) tr a nsl o c ati o n s  

i n m y el o m a c a n c er p ati e nts. A d diti o n al q u esti o ns h a v e t o b e a d dr es s e d i n r el ati o n t o CI N  

a n d m ali g n a n ci es, s u c h as p arti c ul ar c a n c er p h e n ot y p e a n d h et er o g e n eit y a n d t h e ki n eti c s  of 

CI N  f or m ati o n i n t h e c o urs e of m ali g n a nt tr a nsf or m ati o n.  
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5.  C o n cl u si o n s  

T h e f oll o wi n g s e cti o n of t h e pr es e nt T h esis s u m m ari z e s  t h e m ai n o ut c o m es a n d an s w ers all  

q u esti o n s  p ost ul at e d i n t h e Ai ms . All of o ur o bj e cti v es w er e f ulfill e d.  

•  D o f u n cti o n all y r el e v a nt g e n e v ari a nts i n m aj or mit oti c c h e c k p oi nt a n d D N A r e p air 

g e n es m o d ul at e t h e fr e q u e n c y of str u ct ur al C As i n P B L of h e alt h y s u bj e cts ?  

W e h a v e o bs er v e d a m o d est i m p a ct of si n gl e g e n e v ari a nts e n c o di n g f or e n z y m es wit h 

a n i m p ort a nt f u n cti o n i n s pi n dl e as s e m bl y c h e c k p oi nt a n d D D R  o n t h e fr e q u e n c y of 

str u ct ur al C As i n P B L o f h e alt h y i n di vi d u als. C o nsi d eri n g t h e i n di vi d u al t y p es of C As, 

o nl y S N P s i n X P D  L ys 7 5 1 Gl n a n d R A D 5 4 L  Al a 7 3 0 =  h a d a n i m p a ct o n C T A a n d C S A 

fr e q u e n ci es, r es p e cti v el y. H o w e v er, bi n ar y g e n e -g e n e i nt er a cti o ns i n b ot h, mit oti c 

c h e c k p oi nt a n d D D R, aff e ct e d t h e f r e q u e n c y of C As. R e g ar di n g mit oti c c h e c k p oi nt, 

i nt er a cti o ns o n t h e l e v el of P T T G 1  a n d ki n et o c h or e (i n cl u di n g g e n e v ari a nts i n Z WI N T , 

Z WI L C H  a n d M A D 2 L 1 ) m o d ul at e d t h e fr e q u e n c y of all t y p es of C As. F urt h er m or e, w e 

dis c o v er e d s e v er al g e n e -g e n e p airs i n D D R g e n es, al w a ys i n v ol v e d i n t w o diff er e nt 

D N A r e p air p at h w a ys, i n as s o ci ati o n wit h C As. B as e d o n o ur r es ults a n d i n li g ht of 

e xisti n g lit er at ur e , w e s u g gest t h at a c c u m ul ati o n  of C As r e q uir es c o m pl e x disr u pti o n of 

diff er e nt p at h w a ys.  

•  D o es t h e a p pli c ati o n of G W A S  dis cl os e n o v el g e n e v ari a nts i n r el ati o n t o str u ct ur al 

C As ?  

 

W e i d e ntifi e d s e v er al S N P s  (rs 1 3 8 3 9 9 7, rs 2 8 2 4 2 1 5 a n d rs 9 8 3 8 8 9) wit h a n eff e ct o n 

i n cr e as e d C As  fr e q u e n c y i n P B L. All of t h e S N P s ar e c o nsi d er e d t o b e i n v ol v e d eit h er i n a 

c ell si g n ali n g, c hr o m os o m e r e arr a n g e m e nts or r e g ul ati o n of mit osis.  

 

•  Is t h e fr e q u e n c y of str u ct ur al C As as s o ci a t e d wit h t el o m er e l e n gt h i n P B L of h e alt h y 

s u bj e cts a n d c a n c er p ati e nts ?  

 

W e c o nfir m e d a n e g ati v e c orr el ati o n b et w e e n t h e fr e q u e n c y of C As a n d t el o m er e l e n gt h i n 

h e alt h y s u bj e cts. T his r es ult di d n ot a p pl y f or c a n c er p ati e nts.   
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•  D o t h e fr e q u e n c y of str u ct ur al C As a n d t el o m er e l e n gt h i n P B L  pr e di ct c a n c er ris k 

a n d p ati e nts’ l o n g -t er m O S ?  

 

W e c o nfir m e d t h at i n cr e as e d fr e q u e n c y of C As i n P B L of h e alt h y s u bj e cts m a y b e 

c o nsi d er e d as a m ar k er of B C  a n d l u n g c a n c er ris k. F urt h er m or e, w e dis c o v er e d t h at w o m e n 

wit h l o n g er t el o m er es w er e at i n cr e as e d ris k of B C  d e v el o p m e nt . W h e n usi n g m ulti v ari at e 

s ur vi v al a n al ysis, w e f o u n d a n as s o ci ati o n b et w e e n i n cr e as e d fr e q u e n c y of C T As a n d p o or 

O S  i n B C  a n d C R C  p ati e nts. Ot h er wis e, p ati e nts  ́ O S  w as n ot aff e c t e d eit h er b y t el o m er e 

l e n gt h or ot h er t y p es  of C As i n P B L.  

 

•  D o c a n c er p ati e nts e vi n c e d e cr e as e d  D S B s  D R C i n P B L ? Is t el o m er e l e n gt h i n P B L 

c o n n e ct e d t o t h e D S B s  D R C ?  

 

W e f o u n d d e cr e as e d  D S B s  D R C i n C R C p ati e nts. T his r es ult di d n ot a p pl y t o B C  p ati e nts.  

Irr es p e cti v e of c a n c er t y p e, t el o m er e s h ort e ni n g i n P B L w as as s o ci at e d wit h d e cr e as e d D S B s  

D R C.  

 

•  Is t el o m er e l e n gt h i n t u m or tis s u e, a dj a c e nt m u c os a, m et ast as es a n d bl o o d aff e ct e d 

b y cli ni c o p a t h ol o gi c al f e at ur es a m o n g C R C  p ati e nts ?  

W e f o u n d s h ort er R T L  i n 7 4 % of t u m or tis s u es c o m p ar e d t o n o n-c a n c er o us m u c os a. 

S i g nifi c a ntl y s h ort er  R T L  w as  als o i d e ntifi e d i n 8 3 % of li v er m et ast as es  w h e n c o m p ar e d t o 

pri m ar y t u m or tis s u es. F urt h er m or e, 6 4 % of li v er m et ast as es e vi n c e d s h ort er R T L c o m p ar e d 

t o n o n -c a n c er o us li v er tis s u es.  O n t h e ot h er h a n d, s h ort er R T L i n bl o o d di d n ot c orr el at e 

wit h c orr es p o n di n g t u m or tis s u e. R e g ar di n g cli ni c o p at h ol o gi c al f e at ur es of t h e C R C 

p ati e nts, w e f o u n d a n as s o ci ati o n  b et w e e n s h ort er R T L i n t u m or tis s u e  a n d M SI  st at us,  

pr o xi m al t u m or sit e ori gi n a n d m u ci n o us t u m or hist ol o g y. T u m or R T L als o gr a d u all y 

i n cr e as e d wit h t h e as c e n di n g T N M t u m or st a g e. W e als o f o u n d t h at T E R T  i ntr o n v aria nt 

rs 3 8 1 6 6 5 9 w as si g nifi c a ntl y as s o ci at e d wit h s h ort er R T L  i n a dj a c e nt n o n-m ali g n a nt m u c os a 

of C R C p ati e nts.  

•  Is t el o m er e l e n gt h i n t u m or tis s u e as s o ci at e d wit h p ati e nts’ s ur vi v al ?  

P ati e nts wit h m or e pr o n o u n c e d t el o m er e s h ort e ni n g i n t u m or tis s u e c o m p ar e d t o a dj a c e nt 

m u c os a (s m all er R T L t u m or/ R T L n o n -c a n c er o us tis s u e r ati o) d e m o nstr at e d b ett er O S . 
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C a n c er R es, 2 0 0 3. 8 7 : p. 1-2 9.  

1 0.  Gr a d y, W. M. a n d J. M. C ar et h ers , G e n o mi c a n d e pi g e n eti c i nst a bilit y i n c ol or e ct al 
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U gl y.  Tr e n ds C ell Bi ol, 2 0 1 8. 2 8 ( 6): p. 4 6 5-4 7 4.  
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2 4.  P f eiff er, P., W. G o e d e c k e, a n d G. O b e, M e c h a nis m s of D N A d o u bl e -str a n d br e a k 
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alt er a ti o ns. E n vir o n H e alt h P ers p e ct, 1 9 9 3. 1 0 1 S u p pl 3 : p. 2 2 5-9.  
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a n d ris k of c a n c er.  E n vir o n H e alt h P ers p e ct, 2 0 0 5. 1 1 3 ( 5): p. 5 1 7-2 0.  

2 8.  B off ett a, P., et al., C hr o m os o m al a b er r ati o ns a n d c a n c er ris k: r es ults of a c o h ort 
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3 1.  V o di c k a, P., et al., C hr o m os o m al d a m a g e i n p eri p h e r al bl o o d l y m p h o c yt es of n e wl y 
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p ol y m or p his m s.  M ut at R es, 2 0 0 7. 6 3 5 ( 2-3): p. 1 1 8 -4 5.  

3 7.  P ar di ni, B., et al., D N A  r e p air g e n eti c p ol y m or p his m s a n d ris k of c ol or e ct al c a n c er 
i n t h e Cz e c h R e p u bli c. M ut at R es, 2 0 0 8. 6 3 8 ( 1-2): p. 1 4 6 -5 3.  

3 8.  Jir as k o v a, K., et al., F u n cti o n al P ol y m or p his m s i n D N A R e p air G e n es Ar e 
As s o ci at e d wit h S p or a di c C ol or e ct al C a n c er S us c e pti bilit y a n d Cli ni c al O ut c o m e.  
I nt J M ol S ci, 2 0 1 8. 2 0 ( 1). 

3 9.  S m ol ar z, B., et al., P ol y m or p his m of D N A R e p air G e n es vi a H o m ol o g o us 
R e c o m bi n ati o n ( H R) i n O v ari a n C a n c er.  P at h ol O n c ol R es, 2 0 1 9.  

4 0.  P ar di ni, B., et al., V ari ati o n wit hi n 3' -U T Rs of b as e e x cisi o n r e p ai r g e n es a n d 
r es p o ns e t o t h er a p y i n c ol or e ct al c a n c er p ati e nts: A p ot e nti al m o d ul ati o n of 
mi cr o R N As bi n di n g.  Cli n C a n c er R es, 2 0 1 3. 1 9 ( 2 1): p. 6 0 4 4-5 6.  



 

4 8  
 

4 1.  N a n, H., et al., G e n eti c v ari a nts i n t el o m er e -m ai nt ai ni n g g e n es a n d s ki n c a n c er 
ris k.  H u m G e n et, 2 0 1 1 . 1 2 9 ( 3): p. 2 4 7-5 3.  

4 2.  V ar a di, V., et al., P ol y m or p his m s i n t el o m er e -as s o ci at e d g e n es, br e ast c a n c er 
s us c e pti bilit y a n d pr o g n osis.  E ur J C a n c er, 2 0 0 9. 4 5 ( 1 7): p. 3 0 0 8-1 6.  

4 3.  W o n g, K., et al., As s o ci ati o n of t h e P O T 1 G er mli n e Mis s e ns e V ari a nt p.I 7 8 T Wit h  
F a mili al M el a n o m a.  J A M A D er m at ol, 2 0 1 8.  

4 4.  C h oi, J. E., et al., P ol y m or p his m s i n t el o m er e m ai nt e n a n c e g e n es a n d ris k of l u n g 
c a n c er.  C a n c er E pi d e mi ol Bi o m ar k ers Pr e v, 2 0 0 9. 1 8 ( 1 0): p. 2 7 7 3-8 1.  

4 5.  C o d d, V., et al., C o m m o n v ari a nts n e ar T E R C ar e as s o ci at e d  wit h m e a n t el o m er e 
l e n gt h. N at G e n et, 2 0 1 0. 4 2 ( 3): p. 1 9 7-9.  

4 6.  S ur a w e er a, N., et al., R el ati v e t el o m er e l e n gt hs i n t u m or a n d n or m al m u c os a ar e 
r el at e d t o dis e as e pr o gr es si o n a n d c hr o m os o m e i nst a bilit y pr ofil es i n c ol or e ct al 
c a n c er.  O n c ot ar g et, 2 0 1 6. 7 ( 24): p. 3 6 4 7 4 -3 6 4 8 8.  
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m e c h a nis m f or a n e u pl oi d y i n c a n c er.  E x p M ol P at h ol, 2 0 1 0. 8 8 ( 2): p. 2 2 5-3 3.  



 

4 9  
 

6 3.  Li u, S. T. a n d H. Z h a n g, T h e mit oti c c h e c k p oi nt c o m pl e x ( M C C): l o o ki n g b a c k a n d 
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6 8.  L y n c h, H. T., et al., R e vi e w of t h e L y n c h s y n dr o m e: hist or y, m ol e c ul ar g e n eti cs, 
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1 2 8.  d e L a n g e, T., S h elt eri n: t h e pr ot ei n c o m pl e x t h at s h a p es a n d s af e g u ar ds h u m a n 
t el o m er es. G e n es D e v, 2 0 0 5. 1 9 ( 1 8): p. 2 1 0 0-1 0.  

1 2 9.  R ai, R., et al., T R F 2 -R A P 1 is r e q uir e d t o pr ot e ct t el o m er es fr o m e n g a gi n g i n 
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pr o m ot er a cti vit y i n br e ast c a n c er.  J Bi ol C h e m, 2 0 0 2. 2 7 7 ( 2 3): p. 2 0 9 6 5-7 3.  

1 4 4.  M et c alf e, J. A., et al., A c c el er at e d t el o m er e s h ort e ni n g i n at a xi a t el a n gi e ct asi a.  N at 
G e n et, 1 9 9 6. 1 3 ( 3): p. 3 5 0-3.  

1 4 5.  Cr a b b e, L., et al., T el o m er e d ysf u n cti o n as a c a us e of g e n o mi c i nst a bilit y i n W er n er 
s y n dr o m e.  Pr o c N atl A c a d S ci U S A, 2 0 0 7. 1 0 4 ( 7): p. 2 2 0 5-1 0.  

1 4 6.  St ur z e n e g g er, A., et al., D N A 2 c o o p er at es wit h t h e W R N a n d B L M R e c Q h eli c as es 
t o m e di at e l o n g-r a n g e D N A e n d r es e cti o n i n h u m a n c ells.  J Bi ol C h e m, 2 0 1 4. 
2 8 9 ( 3 9): p. 2 7 3 1 4-2 6.  



 

5 3  
 

1 4 7.  D as, A., et al., T h e h u m a n W er n er s y n dr o m e pr ot ei n sti m ul at es r e p air of o xi d ati v e 
D N A b as e d a m a g e b y t h e D N A gl y c os yl as e N EI L 1.  J Bi ol C h e m, 2 0 0 7. 2 8 2 ( 3 6): p. 
2 6 5 9 1 -6 0 2.  

1 4 8.  M uft u o gl u, M., et al., T el o m er e r e p e at bi n di n g f a ct o r 2 i nt er a cts wit h b as e e x cisi o n 
r e p air pr ot ei ns a n d sti m ul at es D N A s y nt h esis b y D N A p ol y m er as e b et a.  C a n c er 
R es, 2 0 0 6. 6 6 ( 1): p. 1 1 3-2 4.  

1 4 9.  V all a b h a n e ni, H., et al., D ef e cti v e r e p air of o xi d ati v e b as e l esi o ns b y t h e D N A 
gl y c os yl a s e Nt h 1 as s o ci at es wit h m ulti pl e t el o m er e d ef e cts.  P L o S G e n et, 2 0 1 3. 
9 ( 7): p. e 1 0 0 3 6 3 9. 

1 5 0.  F o u q u er el, E., et al., O xi d ati v e g u a ni n e b as e d a m a g e r e g ul at es h u m a n t el o m er as e 
a cti vit y.  N at Str u ct M ol Bi ol, 2 0 1 6. 2 3 ( 1 2): p. 1 0 9 2-1 1 0 0.  

1 5 1.  A h m e d, W. a n d J. Li n g n er, I m p a ct of o xi d ati v e str es s o n t el o m er e bi ol o g y. 
Diff er e nti ati o n, 2 0 1 8. 9 9 : p. 2 1-2 7.  

1 5 2.  O pr es k o, P. L., et al., O xi d ati v e d a m a g e i n t el o m eri c D N A dis r u pts r e c o g niti o n b y 
T R F 1 a n d T R F 2.  N u cl ei c A ci ds R es, 2 0 0 5. 3 3 ( 4): p. 1 2 3 0-9.  

1 5 3.  v o n Z gli ni c ki, T., O xi d ati v e str es s s h ort e ns t el o m er e s.  Tr e n ds Bi o c h e m S ci, 2 0 0 2. 
2 7 ( 7): p. 3 3 9-4 4.  

1 5 4.  M e n d e z -B er m u d e z, A. a n d N.J. R o yl e, D efi ci e n c y i n D N A mis m at c h r e p air 
i n cr e as es t h e r at e of t el o m er e s h ort e ni n g i n n or m al h u m a n c ells. H u m M ut at, 2 0 1 1. 
3 2 ( 8): p. 9 3 9-4 6.  

1 5 5.  C ar et h ers, J. M., M. K oi, a n d S. S. Ts e n g -R o g e ns ki, E M A S T is a F or m of 
Mi cr os at ellit e I nst a bilit y T h at is I niti at e d b y I nfl a m m ati o n a n d M o d ul at es 
C ol or e ct al C a n c er Pr o gr es si o n.  G e n es, 2 0 1 5. 6 ( 2): p. 1 8 5-2 0 5.  

1 5 6.  A alt o n e n, L. A., e t al., Cl u es t o t h e p at h o g e n esis of f a mili al c ol or e ct al c a n c er.  
S ci e n c e, 1 9 9 3. 2 6 0 ( 5 1 0 9): p. 8 1 2-6.  

1 5 7.  C ar et h ers, J. M., Mi cr os at ellit e I nst a bilit y P at h w a y a n d E M A S T i n C ol or e ct al 
C a n c er.  C urr C ol or e ct al C a n c er R e p, 2 0 1 7. 1 3 ( 1): p. 7 3-8 0.  

1 5 8.  K a n g, S., e t al., T h e si g nifi c a n c e of mi cr os at ellit e i nst a bilit y i n c ol or e ct al c a n c er 
aft er c o ntr olli n g f or cli ni c o p at h ol o gi c al f a ct or s.  M e di ci n e ( B alti m or e), 2 0 1 8. 
9 7 ( 9): p. e 0 0 1 9. 

1 5 9.  P o p at, S., R. H u b n er, a n d R. S. H o ulst o n, S yst e m ati c r e vi e w of mi cr os at ellit e 
i nst a bilit y a n d c ol or e ct al c a n c er pr o g n osis. J Cli n O n c ol, 2 0 0 5. 2 3 ( 3): p. 6 0 9-1 8.  

1 6 0.  B ert or ell e, R., et al., T el o m er es, t el o m er as e a n d c ol o r e ct al c a n c er.  W orl d J 
G astr o e nt er ol, 2 0 1 4. 2 0 ( 8): p. 1 9 4 0-5 0.  

1 6 1.  H a n a h a n, D. a n d R. A. W ei n b er g, H all m ar ks of c a n c er: t h e n e xt g e n er ati o n.  C ell, 
2 0 1 1. 1 4 4 ( 5): p. 6 4 6-7 4.  

1 6 2.  L e e, M., et al., T el o m er e e xt e nsi o n b y t el o m er as e a n d A L T g e n er at es v ari a nt 
r e p e ats b y m e c h a nisti c all y disti n ct pr o c es s es.  N u cl ei c A ci ds R es e ar c h, 2 0 1 4. 4 2 ( 3): 
p. 1 7 3 3 -1 7 4 6.  

1 6 3.  H olt, S. E. a n d J. W. S h a y, R ol e of t el o m er as e i n c ell ul ar pr olif er ati o n a n d c a n c er.  J 
C ell P h ysi ol, 1 9 9 9. 1 8 0 ( 1): p. 1 0-8.  

1 6 4.  H e ns o n, J. D., et al., Alt er n ati v e l e n gt h e ni n g of t el o m er es i n m a m m ali a n c ells.  
O n c o g e n e, 2 0 0 2. 2 1 ( 4): p. 5 9 8-6 1 0.  

1 6 5.  B o ar d m a n, L. A., et al., C or r el ati o n of C hr o m os o m al I nst a bilit y, T el o m er e L e n gt h 
a n d T el o m er e M ai nt e n a n c e i n Mi cr os at ellit e St a bl e R e ct al C a n c er: A M ol e c ul ar 
S u b cl as s of R e ct al C a n c er.  Pl os O n e, 2 0 1 3. 8 ( 1 1). 

1 6 6.  C es ar e, A.J. a n d R. R. R e d d el, Alt er n ati v e l e n gt h e ni n g of t el o m er es: m o d els, 
m e c h a nis m s a n d i m pli c ati o ns.  N at ur e R e vi e w s G e n eti cs, 2 0 1 0. 1 1 ( 5): p. 3 1 9-3 3 0.  
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1 6 7.  H e a p h y, C. M., et al., Pr e v al e n c e of t h e alt er n ati v e l e n gt h e ni n g of t el o m er es 
t el o m er e m ai nt e n a n c e m e c h a nis m i n h u m a n ca n c er s u bt y p es.  A m J P at h ol, 2 0 1 1. 
1 7 9 ( 4): p. 1 6 0 8-1 5.  

1 6 8.  D ur a nt, S. T., T el o m er as e -i n d e p e n d e nt p at hs t o i m m ort alit y i n pr e di ct a bl e c a n c er 
s u bt y p es.  J C a n c er, 2 0 1 2. 3 : p. 6 7-8 2.  

1 6 9.  Pi c k ett, H. A. a n d R. R. R e d d el, M ol e c ul ar m e c h a nis m s of a cti vit y a n d d er e pr es si o n 
of alt er n ati v e l e n gt h e ni n g of t el o m er es.  N at Str u ct M ol Bi ol, 2 0 1 5. 2 2 ( 1 1): p. 8 7 5-
8 0.  

1 7 0.  Z h a n g, J. M., et al., Alt er n ati v e L e n gt h e ni n g of T el o m er es t hr o u g h T w o Disti n ct 
Br e a k -I n d u c e d R e pli c ati o n P at h w a ys. C ell R e p, 2 0 1 9. 2 6 ( 4): p. 9 5 5-9 6 8. e 3.  

1 7 1.  Gr ei d er, C. W. a n d E. H. Bl a c k b ur n, I d e ntifi c ati o n of a s p e cifi c t el o m er e t er mi n al 
tr a nsf er as e a cti vit y i n T etr a h y m e n a e xtr a cts. C ell, 1 9 8 5. 4 3 ( 2 Pt 1): p. 4 0 5-1 3.  

1 7 2.  N a k a m ur a, T. M., et al., T el o m er as e c at al yti c s u b u nit h o m ol o gs fr o m fis si o n y e ast 
a n d h u m a n.  S ci e n c e, 1 9 9 7. 2 7 7 ( 5 3 2 8): p. 9 5 5-9.  

1 7 3.  F a n g, G. a n d T. R. C e c h, T el o m er as e R N A l o c aliz e d i n t h e r e pli c ati o n b a n d a n d 
s p h eri c al s u b n u cl e ar or g a n ell es i n h y p otri c h o us cili at es.  J C ell Bi ol, 1 9 9 5. 1 3 0 ( 2): 
p. 2 4 3 -5 3.  

1 7 4.  P e n z o, M., et al., D ys k eri n a n d T E R C e x pr es si o n m a y c o n diti o n s ur vi v al i n l u n g 
c a n c er p ati e nts.  O n c ot ar g et, 2 0 1 5. 6 ( 2 5): p. 2 1 7 5 5-6 0.  

1 7 5.  W a n g, S. a n d J. Z h u, T h e h T E R T g e n e is e m b e d d e d i n a n u cl e as e -r esist a nt 
c hr o m ati n d o m ai n.  J Bi ol C h e m, 2 0 0 4. 2 7 9 ( 5 3): p. 5 5 4 0 1 -1 0.  

1 7 6.  L e v y, M. Z., et al., T el o m er e e n d -r e pli c ati o n pr o bl e m a n d c ell a gi n g.  J M ol Bi ol, 
1 9 9 2. 2 2 5 ( 4): p. 9 5 1-6 0.  

1 7 7.  S k v orts o v, D. A., et al., As s a ys f or d et e cti o n of t el o m er as e a cti vit y.  A ct a N at ur a e, 
2 0 1 1. 3 ( 1): p. 4 8-6 8.  

1 7 8.  H or n, S., et al ., T E R T pr o m ot er m ut ati o ns i n f a mili al a n d s p or a di c m el a n o m a.  
S ci e n c e, 2 0 1 3. 3 3 9 ( 6 1 2 2): p. 9 5 9-6 1.  

1 7 9.  H ei d e nr ei c h, B. a n d R. K u m ar, T E R T pr o m ot er m ut ati o ns i n t el o m er e bi ol o g y.  
M ut at R es, 2 0 1 7. 7 7 1 : p. 1 5-3 1.  

1 8 0.  K y o, S., et al., U n d er st a n di n g a n d e x pl o iti n g h T E R T pr o m ot er r e g ul ati o n f or 
di a g n osis a n d tr e at m e nt of h u m a n c a n c er s.  C a n c er S ci, 2 0 0 8. 9 9 ( 8): p. 1 5 2 8-3 8.  

1 8 1.  H u, C., et al., h T E R T pr o m ot es t h e i n v asi o n of g astri c c a n c er c ells b y e n h a n ci n g 
F O X O 3 a u bi q uiti n ati o n a n d s u bs e q u e nt I T G B 1 u pr e g ul ati o n . G ut, 2 0 1 7. 6 6 ( 1): p. 
3 1 -4 2.  

1 8 2.  Ki m, J. H., et al., A n o v el t el o m er e el o n g ati o n i n a n a dri a m y ci n -r esist a nt st o m a c h 
c a n c er c ell li n e wit h d e cr e as e d t el o m er as e a cti vit y.  M ol C ells, 2 0 0 2. 1 3 ( 2): p. 2 2 8-
3 6.  

1 8 3.  L ai, T. P., et al., A m et h o d f or m e as uri n g t h e distri b uti o n of t h e s h ort est t el o m er es 
i n c ells a n d tis s u es. N at C o m m u n, 2 0 1 7. 8 ( 1): p. 1 3 5 6. 

1 8 4.  A u b ert, G., M. Hills, a n d P. M. L a ns d or p, T el o m er e l e n gt h m e as ur e m e nt -c a v e ats 
a n d a criti c al as s es s m e nt of t h e a v ail a bl e t e c h n ol o gi es a n d t o ols.  M ut at R es, 2 0 1 2. 
7 3 0 ( 1-2): p. 5 9 -6 7.  

1 8 5.  C a wt h o n, R. M., T el o m er e l e n gt h m e as ur e m e nt b y a n o v el m o n o c hr o m e m ulti pl e x 
q u a ntit ati v e P C R m et h o d.  N u cl ei c A ci ds R es, 2 0 0 9. 3 7 ( 3): p. e 2 1. 

1 8 6.  B al c' h, E. L., et al., M e as ur e m e nt of T el o m er e L e n gt h i n C ol or e ct al C a n c er s f or 
I m pr o v e d M ol e c ul ar Di a g n osis.  I nt J M ol S ci, 2 0 1 7. 1 8 ( 9). 

1 8 7.  R o g er, L., et al., E xt e nsi v e t el o m er e er osi o n i n t h e i niti ati o n of c ol or e ct al 
a d e n o m as a n d its as s o ci ati o n wit h c hr o m os o m al i nst a bilit y.  J N atl C a n c er I nst, 
2 0 1 3. 1 0 5 ( 1 6): p. 1 2 0 2-1 1.  
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1 8 8.  R a m p a z z o, E., et al., R el ati o ns hi p b et w e e n t el o m er e s h ort e ni n g, g e n eti c i nst a bilit y, 
a n d sit e of t u m o ur ori gi n i n c ol or e ct al c a n c er s.  Br J C a n c er, 2 0 1 0. 1 0 2 ( 8): p. 1 3 0 0-
5.  

1 8 9.  Pl e nt z, R. R., et al., T el o m er e s h ort e ni n g of e pit h eli al c ells c h ar a ct eris es t h e 
a d e n o m a -c ar ci n o m a tr a nsiti o n of h u m a n c ol or e ct al c a n c er.  G ut, 2 0 0 3. 5 2 ( 9): p. 
1 3 0 4 -7.  

1 9 0.  Li u, W., et al., Kr as m ut ati o ns i n cr e as e t el o m er as e a cti vit y a n d t ar g eti n g 
t el o m er as e is a pr o misi n g t h er a p e uti c str at e g y f or K r as-m ut a nt N S C L C.  
O n c ot ar g et, 2 0 1 7. 8 ( 1): p. 1 7 9-1 9 0.  

1 9 1.  H s u, T. C., et al., S e nsiti vit y t o g e n ot o xi c eff e cts of bl e o m y ci n i n h u m a ns: p os si bl e 
r el ati o ns hi p t o e n vir o n m e nt al c ar ci n o g e n esis.  I nt J C a n c er, 1 9 8 9. 4 3 ( 3): p. 4 0 3-9.  

1 9 2.  R a c h a k o n d a, S., et al., T el o m er e l e n gt h a n d s ur vi v al i n pri m ar y c ut a n e o us 
m el a n o m a p ati e nts.  S ci R e p, 2 0 1 8. 8 ( 1): p. 1 0 9 4 7. 

1 9 3.  B er g, K. D., et al., D et e cti o n of mi cr os at ellit e i nst a bilit y b y fl u or es c e n c e m ulti pl e x 
p ol y m er as e c h ai n r e a cti o n.  J M ol Di a g n, 2 0 0 0. 2 ( 1): p. 2 0-8.  

1 9 4.  R e n, Q. a n d B. Ji n,  T h e cli ni c al v al u e a n d bi ol o gi c al f u n cti o n of P T T G 1 i n 
c ol or e ct al c a n c er.  Bi o m e d P h ar m a c ot h er, 2 0 1 7. 8 9 : p. 1 0 8-1 1 5.  

1 9 5.  M or a -S a nt os, M., et al., A si n gl e m ut ati o n i n S e c uri n i n d u c es c hr o m os o m al 
i nst a bilit y a n d e n h a n c es c ell i n v asi o n. E ur J C a n c er, 2 0 1 3.  4 9 ( 2): p. 5 0 0-1 0.  

1 9 6.  L o, Y. L., et al., Br e ast c a n c er ris k as s o ci at e d wit h g e n ot y pi c p ol y m or p his m of t h e 
mit oti c c h e c k p oi nt g e n es: a m ulti g e ni c st u d y o n c a n c er s us c e pti bilit y.  
C ar ci n o g e n esis, 2 0 0 7. 2 8 ( 5): p. 1 0 7 9-8 6.  

1 9 7.  Si m o n elli, V., et al., G e n e s us c e pti bilit y t o o xi d ati v e d a m a g e: fr o m si n gl e 
n u cl e oti d e p ol y m or p his m s t o f u n cti o n.  M ut at R es, 2 0 1 2. 7 3 1 ( 1-2): p. 1 -1 3.  

1 9 8.  R us s o, A., et al., R a d 5 4/ R a d 5 4 B d efi ci e n c y is as s o ci at e d t o i n cr e as e d c hr o m os o m e 
br e a k a g e i n m o us e s p er m at o c yt es.  M ut a g e n esis, 2 0 1 8. 3 3 ( 4): p. 3 2 3-3 3 2.  

1 9 9.  V o di c k a, P., et al., C yt o g e n eti c m ar k er s, D N A si n gl e -str a n d br e a ks, uri n ar y 
m et a b olit es, a n d D N A r e p air r at es i n st yr e n e -e x p os e d l a mi n ati o n w or k er s.  E n vir o n 
H e alt h P ers p e ct, 2 0 0 4. 1 1 2 ( 8): p. 8 6 7-7 1.  

2 0 0.  M us a k, L., et al., C hr o m os o m al d a m a g e a m o n g m e di c al st aff o c c u p ati o n all y 
e x p os e d t o v ol atil e a n est h eti cs, a nti n e o pl asti c dr u gs, a n d f or m al d e h y d e.  S c a n d J 
W or k E n vir o n H e alt h, 2 0 1 3. 3 9 ( 6): p. 6 1 8-3 0.  

2 0 1.  Wi g ht, M. a n d A. W er n er, T h e f u n cti o ns of n at ur a l a ntis e ns e tr a ns cri pts. Es s a ys 
Bi o c h e m, 2 0 1 3. 5 4 : p. 9 1-1 0 1.  

2 0 2.  P ar k, Y. R., et al., D at a -dri v e n A n al ysis of T R P C h a n n els i n C a n c er: Li n ki n g 
V ari ati o n i n G e n e E x pr es si o n t o Cli ni c al Si g nifi c a n c e.  C a n c er G e n o mi cs 
Pr ot e o mi cs, 2 0 1 6. 1 3 ( 1): p. 8 3-9 0.  

2 0 3.  S h a p o v al o v, G., et al., R ol e of T R P i o n c h a n n els i n c a n c er a n d t u m ori g e n esis.  
S e mi n I m m u n o p at h ol, 2 0 1 6. 3 8 ( 3): p. 3 5 7-6 9.  

2 0 4.  H al d e m a n -E n gl ert, C. R., et al., A d e n o v o 8. 8 -M b d el eti o n of 2 1 q 2 1. 1 -q 2 1. 3 i n a n 
a utisti c m al e wit h a c o m pl e x r e ar r a n g e m e nt i n v ol vi n g c hr o m os o m es 6, 1 0, a n d 2 1.  
A m J M e d G e n et A, 2 0 1 0. 1 5 2 a ( 1): p. 1 9 6-2 0 2.  

2 0 5.  K a mr a n, M., et al., A ur or a ki n as e A r e g ul at es S ur vi vi n st a bilit y t hr o u g h t ar g eti n g 
F B X L 7 i n g astri c c a n c er dr u g r esist a n c e a n d pr o g n o sis.  O n c o g e n esis, 2 0 1 7. 6 ( 2): 
p. e 2 9 8.  

2 0 6.  B o n as si, S., et al., C hr o m os o m al a b er r ati o n fr e q u e n c y i n l y m p h o c yt es pr e di cts t h e 
ris k of c a n c er: r es ults fr o m a p o ol e d c o h ort st u d y of 2 2 3 5 8 s u bj e cts i n 1 1 
c o u ntri es.  C ar ci n o g e n esis, 2 0 0 8. 2 9 ( 6): p. 1 1 7 8-8 3.  

2 0 7.  X u, X., et al., As s o ci ati o n b et w e e n t el o m er e l e n gt h a n d s ur vi v al i n c a n c er p ati e nts: 
a m et a -a n al ysis a n d r e vi e w of lit er at ur e.  Fr o nt M e d, 2 0 1 6. 1 0 ( 2): p. 1 9 1-2 0 3.  
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2 0 8.  M a y er, S., et al., S e x -s p e cifi c t el o m er e l e n gt h pr ofil e s a n d a g e -d e p e n d e nt er osi o n 
d y n a mi cs of i n di vi d u al c hr o m os o m e ar m s i n h u m a ns.  C yt o g e n et G e n o m e R es, 
2 0 0 6. 1 1 2 ( 3-4): p. 1 9 4 -2 0 1.  

2 0 9.  V o d e n k o v a, S., et al., B as e e x cisi o n r e p air c a p a cit y as a d et er mi n a nt of pr o g n osis 
a n d t h er a p y r es p o ns e i n c ol o n c a n c er p ati e nts.  D N A R e p air ( A mst), 2 0 1 8. 7 2 : p. 
7 7 -8 5.  

2 1 0.  Sl ys k o v a, J., et al., P ost -tr e at m e nt r e c o v er y of s u b o pti m al D N A r e p air c a p a cit y a n d 
g e n e e x pr es si o n l e v els i n c ol or e ct al c a n c er p ati e nts.  M ol C ar ci n o g, 2 0 1 5. 5 4 ( 9): p. 
7 6 9 -7 8.  

2 1 1.  S h a o, L., M. L ai, a n d Q. H u a n g, M ut a g e n s e nsiti vit y a n d p 5 3 e x pr es si o n i n 
c ol or e ct al c a n c er i n C h i n a. P ost gr a d M e d J, 2 0 0 1. 7 7 ( 9 1 3): p. 7 1 3-6.  
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A rti cl e hi st o r y:

R e c ei v e d  1 9  M a y  2 0 1 6

R e c ei v e d i n r e vi s e d f o r m  1 2 J ul y  2 0 1 6

A c c e pt e d  1 2 J ul y  2 0 1 6

K e y w o r d s:

C h r o m o s o m al i nt e g rit y

C yt o g e n eti c s

S pi n dl e c h e c k p oi nt

D N A  d o u bl e - st r a n d e d  b r e a k

A B S T R A C T

N o n - s p e ci fi c c h r o m o s o m al a b e r r ati o n s ( C A s) a r e  mi c r o s c o pi c all y  d et e ct e d i n a b o ut  1 %  of l y m p h o c yt e s

d r a w n f r o m  h e alt h y  p e r s o n s.  C a u s e s  of  C A s i n g e n e r al  p o p ul ati o n a r e  n ot k n o w n  b ut t h e y  m a y  b e r el at e d

t o ri s k  of c a n c e r. I n vi e w  of t h e i m p o rt a n c e  of t h e  mit oti c c h e c k p oi nt  m a c hi n e r y  o n  m ai nt ai ni n g c h r o -

m o s o m al i nt e g rit y  w e s el e ct e d  9 v a ri a nt s i n  m ai n c h e c k p oi nt r el at e d g e n e s ( B U B 1 B,  B U B 3,  M A D 2 L 1,  C E N P F,

E S P L 1/ s e p a r a s e,  N E K 2, P T T G 1/ s e c u ri n, Z WI L C H a n d Z WI N T) f o r a g e n ot y pi n g st u d y o n s a m pl e s f r o m  h e alt h y

i n di vi d u al s ( N = 3 3 0 t o  7 2 9)  w h o s e l y m p h o c yt e s  h a d a n i n c r e a s e d  n u m b e r  of  C A s c o m p a r e d t o  p e r s o n s

wit h a l o w  n u m b e r  of  C A s.  G e n eti c v a ri ati o n i n i n di vi d u al g e n e s  pl a y e d a  mi n o r i m p o rt a n c e, c o n si st e nt

wit h t h e  hi g h c o n s e r v ati o n a n d s el e cti o n  p r e s s u r e  of t h e c h e c k p oi nt s y st e m.  H o w e v e r, g e n e  p ai r s  w e r e

si g ni fi c a ntl y a s s o ci at e d  wit h  C A s: P T T G 1 - Z WI L C H a n d P T T G 1 - Z WI N T.  M A D 2 L 1 a n d P T T G 1  w e r e t h e  m o st

c o m m o n  p a rt n e r s i n a n y  of t h e t w o - w a y i nt e r a cti o n s. T h e r e s ult s s u g g e st t h at i nt e r a cti o n s at t h e l e v el

of c o h e si n ( P T T G 1) a n d ki n et o c h o r e f u n cti o n ( Z WI N T,  Z WI L C H a n d  M A D 2 L 1) c o nt ri b ut e t o t h e f r e q u e n -

c y  of  C A s, s u g g e sti n g t h at g e n e v a ri a nt s at  diff e r e nt c h e c k p oi nt f u n cti o n s a p p e a r e d t o  b e r e q ui r e d f o r

t h e f o r m ati o n  of  C A s.

©  2 0 1 6  El s e vi e r I r el a n d Lt d.  All ri g ht s r e s e r v e d.

I n t r o d u c ti o n

C h r o m o s o m al a b e r r ati o n s ( C A s) a r e  m a r k e r s  of c a n c e r ri s k a n d

m a n y s p e ci fi c cl o n al  C A s a r e c riti c al e v e nt s i n  m ali g n a nt t r a n sf o r-

m ati o n [ 1 – 4].  N o n - s p e ci fi c  C A s i n cl u d e  mi s si n g, f r a g m e nt e d o r f u s e d

c h r o m o s o m al s e g m e nt s  w hi c h a r e  n ot cl o n al a n d  m a y r e m ai n i n l y m -

p h o c yt e s f o r t h ei r lif e -ti m e [ 5]. T h e y a r e a n al y z e d  b y  mi c r o s c o pi c

s c o ri n g of  m et a p h a s e  n u cl ei f r o m c ult u r e d l y m p h o c yt e s a n d s c o r e d

a s c h r o m o s o m e -t y p e a b e r r ati o n s ( C S A s) a n d c h r o m ati d -t y p e a b -

e r r ati o n s ( C T A s).  C S A s a r e t h o u g ht t o a ri s e a s a r e s ult  of  di r e ct  D N A

d a m a g e o r r e pli c ati o n of a c a r ci n o g e n - d a m a g e d  D N A t e m pl at e; r e p -

li c ati o n e r r o r  m a y al s o l e a d t o  C T A s [ 5].  A n alt e r n ati v e  m e c h a ni s m

f o r  C A f o r m ati o n i s t el o m e r e e r o si o n a n d t h e r e s ulti n g e r r o n e o u s

j oi ni n g  of  n o n - h o m ol o g o u s c h r o m o s o m e s [ 6 – 9].  A f u rt h e r  m e c h -

a ni s m f o r  C A s  m a y  b e a n e u pl oi d y a n d c h r o m o s o m al i n st a bilit y a s

a r e s ul t  of a b e r r a n t  mi t o si s.  A c c u r a t e c h r o m o s o m e s e g r e g a ti o n

b et w e e n t w o  d a u g ht e r c ell s  d u ri n g  mit o si s i s s u p e r vi s e d  b y a  hi g hl y

c o n s e r v e d si g n ali n g  m a c hi n e r y t e r m e d t h e  mit oti c c h e c k p oi nt  w hi c h

d el a y s a n a p h a s e  u ntil all c h r o m o s o m e s a r e  p r o p e rl y att a c h e d t o t h e

mi t oti c s pi n dl e [ 1 0 ] .  E r r o r s  m a y i n t e rf e r e i n  m a n y s t e p s  of t h e

c o m pl e x c h e c k p oi n t c o n t r ol, i n cl u di n g i n c o r r e c t a t t a c h m e n t  of

t h e ki n et o c h o r e t o  mi c r ot u b ul e s a n d c o h e si o n  d ef e ct s [ 1 0, 1 1].

*  C o r r e s p o n di n g a ut h o r. F a x: + 4 9  6 2 2 1  4 2 1 8 1 0.

E - m ail a d d r e s s: a.f o e r sti @ d kf z. d e ( A. F ö r sti).
1 S h a r e d s e ni o r a ut h o r s hi p.
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I n vi e w  of t h e a  p ri o ri i m p o r t a n c e  of  mi t oti c c h e c k p oi n t  m a -

c hi n e r y o n  m ai nt ai ni n g c h r o m o s o m al i nt e g rit y a n d t h e l a c ki n g  d at a

o n  p ot e nti al r ol e  of g e n e v a ri a nt s i n fl u e n ci n g  n o n - s p e ci fi c  C A s  w e

s el e ct e d  9  m ai n c h e c k p oi nt r el at e d g e n e s a n d t h ei r  p ut ati v e f u n c -

ti o n al S N P s f o r a g e n ot y pi n g st u d y  o n s a m pl e s f r o m i n di vi d u al s

w h o s e l y m p h o c yt e s  h a d a n i n c r e a s e d  n u m b e r  of  C A s (‘ c a s e s’) a n d

c o m p a r e d t h e m t o  p e r s o n s  wit h a l o w  n u m b e r  of  C A s (‘ c o nt r ol s’).

I n a d diti o n t o i n di vi d u al v a ri a nt s,  w e t e st e d f o r g e n e – g e n e i nt e r-

a cti o n s  b e c a u s e  mit oti c c h e c k p oi nt i s a cl o c k w o r k  of  m a n y g e n e s

a n d i nt e r a cti o n s  w o ul d  b e e x p e ct e d. T h e g e n e s  u n d e r st u d y  w e r e

B U B 1 B ( mit oti c c h e c k p oi nt s e ri n e/t h r e o ni n e ki n a s e  B),  B U B 3 ( mit oti c

c h e c k p oi nt  p r ot ei n),  M A D 2 L 1 ( mit oti c a r r e st  d e fi ci e nt -li k e  1),  C E N P F

( c e nt r o m e r e  p r ot ei n F), E S P L 1 ( e xt r a s pi n dl e  p ol e s -li k e  1, s e p a r a s e),

P T T G 1 ( pit uit a r y t u m o r-t r a n sf o r mi n g g e n e  1, s e c u ri n),  N E K 2 ( n e v e r

i n  mit o si s g e n e  A - r el at e d ki n a s e  2),  Z WI L C H ( z wil c h ki n et o c h o r e

p r ot ei n) a n d  Z WI N T ( Z W 1 0 i nt e r a ct o r). T h e s e g e n e s e n c o d e  p r o -

t ei n s  wit h i m p o rt a nt f u n cti o n s i n  mit o si s [ 1 0, 1 2].  B U B 1 B,  B U B 3 a n d

M A D 2 L 1  d el a y t h e  o n s et  of a n a p h a s e  u n til all c h r o m o s o m e s a r e

p r o p e rl y ali g n e d at t h e  m et a p h a s e  pl at e; t h e y a r e  p a rt s of t h e  mit oti c

c h e c k p oi nt c o m pl e x [ 1 1].  C E N P F e n c o d e s a  p r ot ei n t h at a s s o ci at e s

wit h t h e c e nt r o m e r e - ki n et o c h o r e c o m pl e x. E S P L 1/ s e p a r a s e cl e a v e s

c o h e si n at t h e  o n s et  of a n a p h a s e  w hil e  P T T G 1/ s e c u ri n  bl o c k s t h e

s e p a r a s e f u n cti o n.  N E K 2 i s e s s e nti al i n c e nt r o s o m e s e p a r ati o n  b y

m ai n t ai ni n g a st a bl e a t t a c h m e n t  of  mi c r ot u b ul e s t o t h e  ki n et o -

c h o r e.  T h e  Z WI N T a n d  Z WI L C H g e n e s e n c o d e  p r ot ei n s t h a t a r e

i n v ol v e d i n ki n et o c h o r e f u n cti o n a n d r el e a s e d i n  p r e p a r ati o n f o r

mit o si s [ 1 1, 1 3].

M e t h o d s

T h e s u bj e ct s  w e r e i d e nti fi e d f r o m a l a r g e c o h o rt  of v ol u nt e e r s  w h o  h a v e  b e e n

a s s a y e d f o r  C A s i n v a ri o u s  p r e vi o u s st u di e s; f o r  d et ail s s e e  R ef e r e n c e s [ 1 4, 1 5]. T h e

p a rti ci p a nt s  p r o vi d e d a n i nf o r m e d c o n s e nt.  C yt o g e n eti c a n al y si s  w a s  p e rf o r m e d  o n

c ult u r e d l y m p h o c yt e s, a s  p r e vi o u sl y  d e s c ri b e d,  b y  mi c r o s c o pi c all y a n al y zi n g (t w o

mi c r o s c o pi st s i n e a c h l a b) i n a  d o u bl e - bli n d f a s hi o n c o d e d sli d e s  of  1 0 0  mit o s e s  p e r

p e r s o n f o r t h e f r e q u e n c y  of t ot al  C A s ( C At ot),  C T A s a n d  C S A s [ 3, 1 6, 1 7]. T h e  C A s  w e r e

c at e g o ri z e d i nt o a  hi g h -f r e q u e n c y g r o u p, ‘ c a s e s’ ( > 2 %) a n d a l o w -f r e q u e n c y g r o u p,

‘ c o nt r ol s’ (≤ 2 %); t hi s a r bit r a r y c ut - off  p oi nt  w a s  b a s e d  o n  o u r  p r e vi o u s e x p e ri e n c e

[ 3, 1 7]. F o r  C T A s a n d  C S A s, t h e c ut - off  w a s  1 %.

G e n ot y pi n g  m et h o d  of t h e  p r e s e nt  p ol y m o r p hi s m s  w a s  b a s e d  o n all eli c  di s -

c ri mi n ati o n  u si n g t h e T a q M a n t e c h n ol o g y a s  d e s c ri b e d  b y  u s [ 1 8, 1 9]. T h e a n al y s e s

i n cl u d e d t h e f oll o wi n g S N P s a n d  n u m b e r s of t e st e d i n di vi d u al s: f o r  B U B 1 B r s 1 8 0 1 3 7 6

( N = 3 3 0), f o r  B U B 3 r s 3 8 0 8 9 6 0 ( N = 3 3 0), f o r  M A D 2 L 1 r s 9 0 3 1 4 7 ( N = 3 3 0), f o r

C E N P F r s 4 3 8 0 3 4 ( N = 6 1 8), f o r  E S P L 1 r s 6 5 8 0 9 4 1 ( N = 6 5 6), f o r  N E K 2 r s 7 0 1 9 2 8

( N = 6 6 3), f o r  P T T G 1 r s 1 8 6 2 3 9 2 ( N = 7 2 9), f o r  Z WI L C H r s 3 0 8 7 6 6 0 ( N = 6 7 4) a n d f o r

Z WI N T r s 2 2 4 1 6 6 6 ( N = 6 6 2). T h e r e a s o n f o r t h e v a r yi n g  n u m b e r  of s a m pl e s  w a s

t h e a v ail a bilit y  of  D N A. T h e  B U B 1 B r s 1 8 0 1 3 7 6  A/ G S N P i s a c o di n g  A r g/ Gl u v a ri a nt;

t h e  B U B 3 r s 3 8 0 8 9 6 0  G/ T S N P i s a  p r o m ot e r  p ol y m o r p hi s m; t h e  M A D 2 L 1 r s 9 0 3 1 4 7

A/ C S N P i s a  p r o m ot e r  p ol y m o r p hi s m; t h e  C E N P F r s 4 3 8 0 3 4  G/ A S N P i s a c o di n g

A r g/ Gl y v a ri a nt; t h e  E S P L 1 r s 6 5 8 0 9 4 1  C/ T S N P i s a  p r o m ot e r  p ol y m o r p hi s m; t h e

N E K 2 r s 7 0 1 9 2 8 T/ A S N P i s a  p r o m ot e r  p ol y m o r p hi s m; t h e  P T T G 1 r s 1 8 6 2 3 9 2 T/ A

S N P i s a  p r o m ot e r  p ol y m o r p hi s m; t h e  Z WI L C H r s 3 0 8 7 6 6 0  A/ G S N P i s a  5′ U T R

p ol y m o r p hi s m; t h e  Z WI N T r s 2 2 4 1 6 6 6  G/ A S N P i s a c o di n g  A r g/ Gl y v a ri a nt.  All

p r o m ot e r  p ol y m o r p hi s m s a r e  p r e di ct e d t o  o c c u p y t r a n s c ri pti o n f a ct o r  bi n di n g

sit e s [ 1 8, 1 9].

O d d s r ati o s ( O R s) f r o m  m ulti v a ri a bl e l o gi sti c r e g r e s si o n a n al y si s  w e r e c al c u -

l at e d  b y c o n si d e ri n g si m ult a n e o u s eff e ct s  of  p ut ati v e c o nf o u n d e r s,  o c c u p ati o n al

e x p o s u r e s, a g e, g e n d e r a n d s m o ki n g  h a bit s  o n t h e  C A f r e q u e n ci e s. T h e a s s o ci ati o n s

of t h e s e  p o s si bl e c o nf o u n di n g v a ri a bl e s  h a v e  b e e n  d e s c ri b e d [ 1 4, 1 5]. F o r e a c h S N P,

a dj u st e d  O R s  w e r e c al c ul at e d r e g a r di n g t h ei r eff e ct  o n  C At ot,  C T A a n d  C S A.

I r r e s p e cti v e  of  w h et h e r  o r  n ot a S N P a p p e a r e d t o  b e i n di vi d u all y si g ni fi c a nt, all

p o s si bl e  p ai r s  of t w o S N P s  w e r e c o n si d e r e d f o r t h e S N P – S N P i nt e r a cti o n a n al y si s.

T h e t e st e d g e n eti c  m o d el s  w e r e ‘t h r e e g e n ot y p e s’  of t y p e s  A A,  A B a n d  B B; f o r ‘t h e

d o mi n a nt  m o d e  of i n h e rit a n c e’,  A B a n d  B B  w e r e  m e r g e d a s  o n e g r o u p,  w hil e  A A

a n d  A B t o g et h e r r e p r e s e nt e d t h e r ef e r e n c e g r o u p f o r ‘t h e r e c e s si v e  m o d el’.  M o r e -

o v e r, g e n ot y p e s  w e r e c o n v e rt e d i nt o z e r o,  o n e  o r t w o ri s k all el e s f o r t h e a d diti v e

‘ all el e  n u m b e r’  m o d el. Li k eli h o o d r ati o ( L R) t e st s  w e r e  p e rf o r m e d t o a s s e s s

w h et h e r c o n si d e ri n g S N P – S N P i nt e r a cti o n yi el d e d a si g ni fi c a ntl y  b ett e r  fit  of t h e

d at a. I n a d diti o n, L R t e st st ati sti c s  w e r e c al c ul at e d f o r t h e gl o b al  n ull  h y p ot h e si s t o

p r o v e t h e si g ni fi c a n c e  of t h e  w h ol e  m o d el. If  b ot h S N P s si g ni fi c a ntl y i nt e r a ct e d

wit h e a c h  ot h e r f o r v a ri o u s  m o d e s  of i n h e rit a n c e f o r t h e s a m e  p ai r  of S N P s, t h e

m o d el  wit h t h e l o w e st  A k ai k e I nf o r m ati o n  C rit e ri o n  w a s c h o s e n. F o r t h e  b e st

m o d el f o r a v a ri a nt  p ai r, t h e c o r r e s p o n di n g  O R s a n d t h e  W al d e sti m at e s f o r t h ei r

c o n fi d e n c e i nt e r v al s a n d  p - v al u e s  w e r e c al c ul at e d. T o a s s e s s t h e c o nt ri b uti o n  of all

g e n eti c c o m p o n e nt s ( b ot h S N P s a n d i nt e r a cti o n t e r m) t o t h e  m o d el, L R  b a s e d

p - v al u e s  w e r e c o m p ut e d a n d s h o w n a s ‘t h e  o v e r all  p - v al u e’.

T h e st u di e s  w e r e c o o r di n at e d at t h e  G e r m a n  C a n c e r  R e s e a r c h  C e nt e r ( D K F Z)

wit h s a m pl e s a n d st u d y  d e si g n  o bt ai n e d  wit h i nf o r m e d c o n s e nt a p p r o v e d  b y t h e

l o c al  Et hi c al  C o m mitt e e  of t h e J e s s e ni u s  M e di c al F a c ult y a n d Sl o v a k  M e di c al  U ni -

v e r sit y. S a m pli n g  of  p e ri p h e r al  bl o o d  w a s c a r ri e d  o ut a c c o r di n g t o t h e  H el si n ki

D e cl a r ati o n.

R e s ul t s

T h e  n u m b e r  of g e n ot y p e d i n di vi d u al s r a n g e d f r o m  3 3 0 t o  7 2 9,

a s  d et ail e d i n  M et h o d s.  R e s ult s f o r i n di vi d u al g e n ot y p e s a r e s h o w n

i n T a bl e  1 .  C At ot  di d  n ot s h o w a n y  n o mi n all y si g ni fi c a nt a s s o ci a -

ti o n s f o r t h e v a ri a nt s i n t h e  9 g e n e s. F o r  C S A, t h e r a r e  h o m o z y g ot e s

of  Z WI N T s h o w e d a n  O R  of  0. 5 3 a n d t h e L R t e st  p - v al u e  w a s  0. 0 3.

F o r  C T A, t h e t r e n d f o r t h e  Z WI N T v a ri a nt  w a s si mil a r ( O R  0. 5 6),  b ut

i t  w a s e v e n st r o n g e r f o r  B U B 1 B f o r  w hi c h t h e r a r e  h o m o z y g o u s

v a ri a nt r e a c h e d a n  O R  of  0. 3 0 ( L R t e st  p - v al u e  0. 0 3).

P ai r- wi s e i nt e r a cti o n s  of t h e g e n eti c  m o d el s  of e a c h  of t h e  9

g e n e s  w e r e t e st e d f o r a s s o ci ati o n  wit h  C A s ( T a bl e  2 ).  O nl y t h e  m o st

si g ni fi c a nt  m o d el s  wit h  p - v al u e s < 0. 0 5,  b a s e d  o n t h e i nt e r a cti o n

t e r m a n al y si s a n d t h e L R t e st, a r e s h o w n i n T a bl e  2 ;  n ot e t h at  o nl y

t h e  b e st  m o d el f o r e a c h  p ai r i s li st e d i n T a bl e  2 .  Of t h e  2 1 t e st s

s h o w n, 6 i n cl u d e d  C At ot  wit h 8 v a ri a nt s  p r e s e nt. E S P L 1  w a s a  p a rt n e r

i n  3  p ai r s, a n d  P T T G 1 a n d  Z WI L C H i n  2  p ai r s e a c h. T h e i nt e r a cti o n

t e r m  w a s  m o st si g ni fi c a nt ( p = 0. 0 0 2) f o r t h e  B U B 3 - E S P L 1  p ai r. F o r

C S A, al s o  6 v a ri a nt  p ai r s i nt e r a ct e d, i n v ol vi n g  8 g e n e s.  M A D 2 L 1,

C E N P F,  P T T G 1 a n d  Z WI L C H  w e r e  p a rt n e r s i n  2 a s s o ci ati o n s e a c h.

T h e i nt e r a cti o n t e r m  w a s  m o st si g ni fi c a nt ( p = 0. 0 1) f o r t h e  C E N P F -

E S P L 1 a n d  P T T G - Z WI L C H  p ai r s. F o r  C T A, a t ot al  of  9 g e n e  p ai r s

r e a c h e d a si g ni fi c a n t i n t e r a c ti o n i n  w hi c h all  9 g e n e s  w e r e i n -

v ol v e d.  M A D 2 L 1  w a s a  p a rt n e r i n  4  p ai r s,  P T T G 1 a n d  Z WI N T i n  3

p ai r s e a c h a n d  Z WI L C H  w a s a  p a rt n e r i n  2  p ai r s. T h e i nt e r a cti o n

t e r m  w a s  m o st si g ni fi c a nt ( p = 0. 0 0 1) f o r t h e  N E K 2 - Z WI N T  p ai r.

F o r  C T A a n i nt e r a cti o n  of t h e c o h e si n  m ai nt ai ni n g ( P T T G 1/ s e c u ri n)

a n d  d e g r a di n g ( E S P L 1/ s e p a r a s e) f u n cti o n s  w a s  o b s e r v e d.

I n T a bl e  2 s e v e r al of t h e g e n e c o m bi n ati o n s  w e r e f o u n d f o r  m ul -

ti pl e  C A t y p e s, alt h o u g h t h e g e n eti c  m o d el  w a s  n ot al w a y s t h e s a m e.

R e m a r k a bl y,  2 g e n e  p ai r s  w e r e si g ni fi c a nt f o r all  3 t y p e s  of  C A s:

P T T G 1 - Z WI L C H a n d  P T T G 1 - Z WI N T.  Of t h e  4 r e m ai ni n g g e n e  p ai r s

f o r  C At ot,  2  w e r e al s o f o u n d i n  ot h e r  C A t y p e s ( 1 i n  C S A a n d  1 i n

C T A).  C S A a n d  C T A s h a r e d 2 a d diti o n al g e n e  p ai r a s s o ci ati o n s ( B U B 1 B -

M A D 2 L 1,  M A D 2 L 1 - Z WI L C H). I n T a bl e  2 w e s h o w al s o t h e gl o b al  n ull

h y p ot h e si s t e st  w hi c h  p r o v e d t h e a d e q u a c y  of t h e  w h ol e st ati sti -

c al  m o d el f o r al m o st all  p ai r s a n d f o r  m o st a s s o ci a ti o n s s h o w e d

s m all e r  p - v al u e s t h a n t h e i nt e r a cti o n t e r m a n al y si s.

T h e  O R s a n d t h e si g ni fi c a n c e s  of t h e  m o d el s f o r e a c h c o m bi n a -

ti o n  of g e n ot y p e s i n T a bl e  2 a r e s h o w n i n S u p pl e m e nt a r y T a bl e S 1 .

W e al s o s h o w t h e r e t e st s f o r t ot al S N P i nf o r m ati o n ( o v e r all  p - v al u e).

F o r  C At ot,  2  o v e r all  p - v al u e s  w e r e  n o mi n all y si g ni fi c a nt, f o r  C S A  1

w a s si g ni fi c a nt a n d f o r  C T A  5  w e r e si g ni fi c a nt. T h e l o w e st  p - v al u e

w a s al w a y s f o u n d a m o n g t h e g e n e c o m bi n ati o n s  w hi c h s h o w e d t h e

m o st si g ni fi c a nt i nt e r a cti o n t e r m s i n T a bl e  2 .

Di s c u s si o n

A n al y si s of g e n ot y p e - b a s e d g e n eti c  m o d el s f o r 9 g e n e s f o r 3 t y p e s

of  C A s c r e at e s  o b vi o u sl y a  m a s s si g ni fi c a n c e  p r o bl e m.  H o w e v e r, it

i s  di ffi c ult t o e sti m at e  h o w  m a n y c o m pl et el y i n d e p e n d e nt t e st s  w e r e

c a r ri e d  o ut  b e c a u s e  C At ot  d e p e n d s  o n  C S A a n d  C T A, a n d  b e c a u s e

g e n ot y p e s a n d g e n eti c  m o d el s a r e  n ot i n d e p e n d e nt.  A n y w a y it i s

cl e a r t h at t h e s m all e st  p - v al u e s  of  0. 0 3 i n t h e si n gl e S N P a n al y si s

i n T a bl e  1 w o ul d  n ot s u r vi v e a n y c o r r e cti o n f o r  m ulti pl e t e sti n g. I n

t h e i nt e r a cti o n a n al y si s i n T a bl e  2 f o r e a c h  C A t y p e at l e a st  7 2 i n -

d e p e n d e n t t e s t s  w e r e  d o n e ( 9 S N P s a n d  2 all el e s ).  T hi s  w o ul d

t r a n sl at e t o a  B o nf e r r o ni c o r r e ct e d  p - v al u e of  0. 0 0 0 7 ( 0. 0 5/ 7 2).  N o n e

of t h e i n t e r a c ti o n t e r m  p - v al u e s  w o ul d s u r vi v e t hi s c o r r e c ti o n

4 4 3A. F ö r sti et al. /  C a n c e r L ett e r s 3 8 0 ( 2 0 1 6) 4 4 2 – 4 4 6



T a bl e  1

O d d s r ati o s f o r c a s e s a n d c o nt r ol s  b y g e n e  p ol y m o r p hi s m s.

V a ri a bl e ( S N P)  C At ot C S A C T A

F r e q u e n c y

of c a s e s

F r e q u e n c y

of c o nt r ol s

O d d s

r ati o 1

C o n fi d e n c e

i nt e r v al2
p - v al u e 3 F r e q u e n c y

of c a s e s

F r e q u e n c y

of c o nt r ol s

O d d s

r ati o

C o n fi d e n c e

i nt e r v al

p - v al u e F r e q u e n c y

of c a s e s

F r e q u e n c y

of c o nt r ol s

O d d s

r ati o

C o n fi d e n c e

i nt e r v al

p - v al u e

B U B 1 B ( A A)  9 3 6 8 1 1 0 0 6 1 0. 6 5  9 2 6 9 0. 0 3

B U B 1 B ( A B)  8 5 6 3 1. 0 0 ( 0. 6 3 – 1. 5 9) 9 0 5 8 0. 9 5 ( 0. 6 0 – 1. 5 1) 7 2 7 6 0. 6 9 ( 0. 4 4 – 1. 0 9)

B U B 1 B ( B B)  1 2 9 0. 9 7 ( 0. 3 9 – 2. 5 2) 1 5 6 1. 5 2 ( 0. 5 8 – 4. 4 6) 6 1 5 0. 3 0 ( 0. 1 0 – 0. 7 9)

B U B 3 ( A A)  1 5 1 1 1 7 0. 4 9  1 7 0 9 8 0. 5 1  1 3 4 1 3 4 0. 6 7

B U B 3 ( A B)  3 7 2 2 1. 3 1 ( 0. 7 3 – 2. 4 0) 3 3 2 6 0. 7 3 ( 0. 4 1 – 1. 3 1) 3 4 2 5 1. 2 6 ( 0. 7 1 – 2. 2 7)

B U B 3 ( B B) 2 1 2. 7 0 ( 0. 2 5 – 6 0. 2 8) 2 1 1. 6 7 ( 0. 1 5 – 3 7. 3 3) 2 1 1. 7 3 ( 0. 1 5 – 3 8. 9 1)

M A D 2 L 1 ( A A)  7 1 5 7 0. 8 4  7 2 5 6 0. 2 0  6 6 6 2 0. 9 7

M A D 2 L 1 ( A B)  9 3 6 7 1. 0 8 ( 0. 6 7 – 1. 7 3) 1 0 7 5 3 1. 5 6 ( 0. 9 6 – 2. 5 3) 8 2 7 8 0. 9 8 ( 0. 6 1 – 1. 5 8)

M A D 2 L 1 ( B B)  2 6 1 6 1. 2 5 ( 0. 6 1 – 2. 6 1) 2 6 1 6 1. 2 3 ( 0. 6 0 – 2. 5 6) 2 2 2 0 1. 0 7 ( 0. 5 3 – 2. 1 9)

C E N P F ( A A)  5 6 1 0 0 0. 6 5  5 5 1 0 1 0. 8 0  4 1 1 1 5 0. 6 9

C E N P F ( A B)  1 1 3 2 0 9 0. 9 7 ( 0. 6 5 – 1. 4 7) 1 0 6 2 1 6 0. 9 1 ( 0. 6 0 – 1. 3 7) 9 4 2 2 8 1. 1 8 ( 0. 7 6 – 1. 8 3)

C E N P F ( B B)  5 4 8 6 1. 1 9 ( 0. 7 3 – 1. 9 2) 4 9 9 1 1. 0 3 ( 0. 6 4 – 1. 6 8) 3 6 1 0 4 1. 0 1 ( 0. 5 9 – 1. 7 1)

E S P L 1 ( A A)  1 2 6 2 1 7 0. 9 7  1 2 2 2 2 1 0. 8 7  9 7 2 4 6 0. 6 4

E S P L 1 ( A B)  8 8 1 6 0 0. 9 6 ( 0. 6 8 – 1. 3 6) 8 6 1 6 2 0. 9 8 ( 0. 6 9 – 1. 3 9) 6 5 1 8 3 0. 9 3 ( 0. 6 4 – 1. 3 5)

E S P L 1 ( B B)  2 4 4 1 0. 9 5 ( 0. 5 4 – 1. 6 6) 2 6 3 9 1. 1 4 ( 0. 6 5 – 1. 9 8) 2 2 4 3 1. 2 4 ( 0. 6 9 – 2. 1 8)

N E K 2 ( A A)  1 4 0 2 1 8 0. 4 3  1 3 0 2 2 8 0. 9 4  1 1 2 2 4 6 0. 3 3

N E K 2 ( A B)  9 2 1 7 2 0. 8 7 ( 0. 6 2 – 1. 2 2) 9 4 1 7 0 1. 0 1 ( 0. 7 2 – 1. 4 2) 6 7 1 9 7 0. 7 8 ( 0. 5 4 – 1. 1 2)

N E K 2 ( B B)  1 2 2 9 0. 6 6 ( 0. 3 1 – 1. 3 3) 1 6 2 5 1. 1 3 ( 0. 5 7 – 2. 2 1) 1 0 3 1 0. 7 1 ( 0. 3 2 – 1. 4 7)

P T T G 1 ( A A)  1 4 0 2 4 9 0. 6 2  1 3 7 2 5 2 0. 4 7  1 1 1 2 7 8 0. 0 6

P T T G 1 ( A B)  1 0 5 1 6 5 1. 1 4 ( 0. 8 3 – 1. 5 8) 1 0 6 1 6 4 1. 2 0 ( 0. 8 6 – 1. 6 6) 8 6 1 8 4 1. 1 6 ( 0. 8 2 – 1. 6 3)

P T T G 1 ( B B)  2 9 4 1 1. 2 2 ( 0. 7 2 – 2. 0 5) 2 9 4 1 1. 2 5 ( 0. 7 3 – 2. 1 1) 3 1 3 9 1. 9 1 ( 1. 1 2 – 3. 2 2)

Z WI L C H ( A A)  8 2 1 4 3 0. 4 4  7 8 1 4 7 0. 4 0  6 5 1 6 0 0. 1 6

Z WI L C H ( A B)  1 3 5 2 1 1 1. 1 5 ( 0. 8 1 – 1. 6 5) 1 3 4 2 1 2 1. 2 2 ( 0. 8 5 – 1. 7 5) 1 1 0 2 3 6 1. 1 8 ( 0. 8 1 – 1. 7 1)

Z WI L C H ( B B)  3 5 6 8 0. 8 7 ( 0. 5 2 – 1. 4 2) 3 5 6 8 0. 9 3 ( 0. 5 6 – 1. 5 3) 2 4 7 9 0. 7 2 ( 0. 4 1 – 1. 2 4)

Z WI N T ( A A)  8 7 1 3 3 0. 2 1  8 8 1 3 2 0. 0 3  7 4 1 4 6 0. 0 7

Z WI N T ( A B)  1 1 7 2 0 0 0. 9 1 ( 0. 6 3 – 1. 3 0) 1 1 8 1 9 9 0. 9 0 ( 0. 6 3 – 1. 2 9) 8 8 2 2 9 0. 7 6 ( 0. 5 2 – 1. 1 1)

Z WI N T ( B B)  3 7 8 8 0. 6 6 ( 0. 4 1 – 1. 0 6) 3 2 9 3 0. 5 3 ( 0. 3 2 – 0. 8 6) 2 7 9 8 0. 5 6 ( 0. 3 3 – 0. 9 2)

1 O R s  w e r e a dj u st e d f o r a g e, s e x,  o c c u p ati o n al e n vi r o n m e nt a n d s m o ki n g st at u s.
2 P r o fil e li k eli h o o d c o n fi d e n c e i nt e r v al.
3 T y p e  3 a n al y si s (li k eli h o o d r ati o t e st) t o a s s e s s t h e si g ni fi c a n c e  of t h e S N P i n g e n e r al.
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w h e r e a s a b o ut a  h alf of gl o b al  n ull  h y p ot h e si s  p - v al u e s  w o ul d r e m ai n

si g ni fi c a nt.

A  bi ol o gi c al  w a y t o a s s e s s t h e  pl a u si bilit y of t h e r e s ult s i s t o c o n -

si d e r t h ei r  m e c h a ni sti c c r e di bili t y. F o r e x a m pl e, i n  o u r  p r e vi o u s

a n al y s e s of i nt e r a cti o n s of g e n e v a ri a nt s  wit h  C A s  w e  n ot e d f o r  D N A

r e p ai r g e n e s  hi g hl y si g ni fi c a nt i nt e r a cti o n s  w h e n g e n e  p ai r s a ct e d

o n t w o  diff e r e nt  p at h w a y s [ 1 5]. Si mil a rl y, i n a n al y zi n g g e n e s c o di n g

f o r  m et a b oli c e n z y m e s, si g ni fi c a n t a s s o ci a ti o n s  w e r e  o nl y  n ot e d

w h e n a  G S T v a ri a nt  w a s o n e of t h e  p ai r [ 1 4]. It i s  p r o b a bl y  n ot e q u all y

cl e a r t o  u n d e r st a n d t h e c u r r e nt i nt e r a cti o n s  b e c a u s e t h e r ol e of  m ul -

ti pl e g e n e s i n s pi n dl e c h e c k p oi n t i s v e r y c o m pl e x a n d  n ot f ull y

e st a bli s h e d [ 1 0]. I n Fi g.  1 w e s u m m a ri z e t h e f u n cti o n of t h e s pi n dl e

a s s e m bl y c h e c k p oi n t a n d s h o w t h e  m o st si g ni fi c a n t i n t e r a c ti o n s

o b s e r v e d i n  o u r st u d y.  O u r r e s ult s s u g g e st t h at t h e  P T T G 1 i s a k e y

c ul p rit i n  C A a s s o ci ati o n s  b e c a u s e it  w a s a  p a rt n e r i n t h e t w o g e n e

p ai r s, P T T G 1 - Z WI L C H a n d P T T G 1 - Z WI N T,  w hi c h  w e r e a s s o ci at e d  wit h

t h e t h r e e t y p e s of  C A s  wit h r e a s o n a bl e st ati sti c al s u p p o rt. T h e P T T G 1

e n c o d e d  p r ot ei n ( ali a s s e c u ri n) i s k n o w n t o  pl a y a c e nt r al r ol e i n

c h r o m o s o m al st a bilit y  b e c a u s e it i n hi bit s s e p a r a s e f u n cti o n a n d t h u s

p r e v e nt s t h e  p r ot e ol y si s  of t h e c o h e si n c o m pl e x a n d s e g r e g ati o n  of

t h e c h r o m o s o m e s [ 1 0, 1 1].  At t h e o n s et of a n a p h a s e it i s  u bi q uiti n at e d

a n d  d e st r u ct e d a n d t h u s si st e r c h r o m ati d s c a n s e p a r at e.  A s e c u ri n

m u t a ti o n  h a s  b e e n s h o w n t o l e a d t o  C A s a n d s e c u ri n  h a s  b e e n

a s s u m e d t o  p r o m ot e r e p ai r of  d o u bl e - st r a n d  D N A b r e a k s b ef o r e si st e r

c h r o m a ti d s e p a r a ti o n  b y i n t e r a c ti o n  wi t h t h e r e p ai r  p r o t ei n

K u [ 2 0].

T a bl e  2

P ai r- wi s e i nt e r a cti o n s  of g e n ot y p e s  wit h c a s e s a n d c o nt r ol s.  O nl y t h e  m o st si g ni fi c a nt g e n eti c  m o d el s f o r e a c h i nt e r a cti o n a r e s h o w n.

S N P  1  M o d e f o r S N P  1 S N P  2  M o d e f o r S N P  2 I nt e r a cti o n t e r m a n al y si s Gl o b al  n ull  h y p ot h e si s t e st f o r

si g ni fi c a n c e  of all c o v a ri at e s

D F Li k eli h o o d r ati o t e st D F Li k eli h o o d r ati o t e st

C hi - s q u a r e  p - v al u e C hi - s q u a r e  p - v al u e

C At ot  B U B 3  D o mi n a nt E S P L 1  D o mi n a nt 1  9. 2 6 0. 0 0 2  7  1 9. 1 5 0. 0 0 8

C E N P F  R e c e s si v e E S P L 1 T h r e e g e n ot y p e s  2  7. 4 8 0. 0 2  9  3 7. 5 6 < . 0 0 0 1

E S P L 1  R e c e s si v e Z WI L C H  All el e  n u m b e r  1  5. 0 1 0. 0 3  7  3 1. 2 1 < . 0 0 0 1

M A D 2 L 1  D o mi n a nt N E K 2  All el e  n u m b e r  1  4. 3 1 0. 0 4  7  1 5. 3 2 0. 0 3

P T T G 1  R e c e s si v e Z WI L C H  All el e  n u m b e r  1  6. 6 4 0. 0 1  7  2 7. 7 2 0. 0 0 0 2

P T T G 1  D o mi n a nt Z WI N T  R e c e s si v e 1  4. 8 5 0. 0 3  7  3 2. 6 6 < . 0 0 0 1

C S A  B U B 1 B  D o mi n a nt M A D 2  R e c e s si v e 1  4. 8 9 0. 0 3  7 7. 0 8 0. 4 2

C E N P F  R e c e s si v e E S P L 1 T h r e e g e n ot y p e s  2  9. 2 9 0. 0 1  9  3 0. 3 8 0. 0 0 0 4

C E N P F  R e c e s si v e N E K 2  R e c e s si v e 1  4. 1 8 0. 0 4  7  2 0. 5 6 0. 0 0 5

M A D  2 L 1 T h r e e g e n ot y p e s  Z WI L C H  R e c e s si v e 2  6. 5 5 0. 0 4  9  1 9. 8 1 0. 0 2

P T T G 1  R e c e s si v e Z WI L C H  All el e  n u m b e r  1  6. 4 1 0. 0 1  7  2 8. 0 4 0. 0 0 0 2

P T T G 1  D o mi n a nt Z WI N T  R e c e s si v e 1  5. 7 4 0. 0 2  7  3 6. 2 4 < . 0 0 0 1

C T A  B U B 1 B T h r e e g e n ot y p e s  M A D 2 L 1  D o mi n a nt 2  6. 1 6 0. 0 5  9  2 0. 5 5 0. 0 1

B U B 3  D o mi n a nt M A D 2 L 1  D o mi n a nt 1  6. 6 5 0. 0 1  7  1 4. 6 5 0. 0 4

C E N P F  All el e  n u m b e r  Z WI N T  All el e  n u m b e r  1  4. 3 2 0. 0 4  7  2 5. 1 7 0. 0 0 0 7

E S P L 1  All el e  n u m b e r  P T T G 1  D o mi n a nt 1  4. 6 3 0. 0 3  7  2 5. 1 6 0. 0 0 0 7

M A D 2 L 1  D o mi n a nt N E K 2  R e c e s si v e 1  4. 1 8 0. 0 4  7  1 4. 4 9 0. 0 4

M A D 2 L 1  R e c e s si v e Z WI L C H  D o mi n a nt 1  5. 1 0 0. 0 2  7  1 3. 9 3 0. 0 5

N E K 2 T h r e e g e n ot y p e s  Z WI N T  All el e  n u m b e r  2  1 3. 7 1 0. 0 0 1  9  3 4. 2 6 < . 0 0 0 1

P T T G 1  All el e  n u m b e r  Z WI L C H  D o mi n a nt 1  7. 4 3 0. 0 0 6  7  2 1. 4 5 0. 0 0 3

P T T G 1  D o mi n a nt Z WI N T  R e c e s si v e 1  8. 6 4 0. 0 0 3  7  2 9. 2 9 0. 0 0 0 1

Fi g.  1. M aj o r c o m p o n e nt s  of t h e s pi n dl e a s s e m bl y c h e c k p oi nt. ( A) I n  p r o m et a p h a s e, a n i n hi bit o r y si g n al f r o m  u n att a c h e d ki n et o c h o r e s i n d u c e s r e c r uit m e nt  o f t h e  mit oti c

c h e c k p oi nt c o m pl e x ( M C C, i n cl u di n g  B U B 3,  B U B 1 B a n d  M A D 2) a n d t h e  Z W 1 0 - Z WI N T- Z WI L C H c o m pl e x,  p r e v e nti n g t h e a cti v ati o n  of  A P C/ C - C D C 2 0. ( B)  W h e n all c h r o m o -

s o m e s a r e  p r o p e rl y att a c h e d i n t h e  mit oti c s pi n dl e,  M A D 2 i s r el e a s e d f r o m t h e  M C C c o m pl e x, r e s ulti n g i n t h e a cti v ati o n  of  A P C/ C - C D C 2 0,  w hi c h i n t u r n t a r g et s  P T T G 1 f o r

d e g r a d ati o n.  E S P L 1 g et s a cti v at e d a n d c a n cl e a v e t h e c o h e si n c o m pl e x e s t h at k e e p t h e si st e r c h r o m ati d s t o g et h e r. *,  # a n d  & i n di c at e t h e  m o st si g ni fi c a nt i nt e r a cti o n s  o b -

s e r v e d i n  o u r S N P – S N P i nt e r a cti o n a n al y si s.
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A n ot h e r  k e y  p r o c e s s i n  p r e p a ri n g f o r c h r o m o s o m al s e g r e g a -

ti o n i s t h e  bi n di n g of  mi c r ot u b ul e s t o t h e ki n et o c h o r e  w hi c h a n c h o r s

o n t o t h e si s t e r c h r o m a ti d s.  T h e  Z WI N T  p r o t ei n  bi n d s t h e  R Z Z

c o m pl e x, i n cl u di n g  Z WI L C H, t o t h e  ki n et o c h o r e.  W h e n  mi c r ot u -

b ul e s  bi n d t o t h e  ki n e t o c h o r e,  d y n ei n s t ri p s  R Z Z a n d  M A D 1 -

M A D 2 c o m pl e x e s f r o m t h e  ki n e t o c h o r e i ni ti a ti n g c h r o m o s o m al

s e g r e g a ti o n [ 1 1].  T h u s, t h e  p r e s e n t r e s ul t s s u g g e st t h a t i n t e r a c -

ti o n s a t t h e l e v el  of c o h e si n ( P T T G 1 ) a n d  ki n e t o c h o r e f u n c ti o n

( Z WI N T,  Z WI L C H a n d  M A D 2 L 1) c o nt ri b ut e t o t h e f r e q u e n c y  of  C A s.

M A D 2 L 1 a n d  P T T G 1  w e r e t h e  m o st c o m m o n  p a rt n e r s i n a n y  of t h e

t w o - w a y i nt e r a cti o n s. I nt e r e sti n gl y, f o r  C T A a n i nt e r a cti o n  of t h e

c o h e si n  m ai n t ai ni n g ( P T T G 1 / s e c u ri n ) a n d  d e g r a di n g ( E S P L 1 /

s e p a r a s e) f u n cti o n s  w a s  o b s e r v e d.

I n o u r  p r e vi o u s st u d y o n i nt e r a cti o n s o n g e n e s t h at e n c o d e d  m et -

a b oli c e n z y m e s  w e f o u n d  m a n y g e n e  p ai r s a s s o ci ati n g  wit h  C T A a n d

o nl y  o n e  p ai r a s s o ci ati n g  wit h  C S A [ 1 4].  A s a n e x pl a n ati o n  w e s u g -

g e st e d t h at  m et a b oli s m  p r o c e s s e s g e n ot o xi c a g e nt s t o i nt e r m e di at e s

c a p a bl e  of c o v al e n t  bi n di n g t o  D N A.  T h e  bi n di n g  p r o d u c t s,  D N A

a d d u ct s,  w o ul d r a r el y c a u s e  d o u bl e - st r a n d  b r e a k s s u g g e sti n g a r a -

ti o n al e f o r  m o r e  C T A s t h a n  C S A s [ 5, 2 1]. I n t h e  p r e s e nt st u d y al s o

a s s o ci ati o n s  wit h  C T A s  w e r e i n e x c e s s.  Alt h o u g h t h e r e a s o n s a r e  n ot

k n o w n  o n e c a n s p e c ul at e t h at  mit oti c c h e c k p oi nt  m a y s e n s e c h r o -

m o s o m e s  wit h  d o u bl e - st r a n d  b r e a k s a n d st o p  o r  d el a y e nt r a n c e t o

a n a p h a s e.

I n c o n cl u si o n, t h e  p r e s e n t r e s ul t s s u g g e st t h a t g e n eti c v a ri a -

ti o n i n t h e  k e y  mi t oti c c h e c k p oi n t g e n e s i s a s s o ci a t e d  wi t h  C A

f o r m ati o n. I m p o rt a ntl y, v a ri ati o n i n i n di vi d u al g e n e s  pl a y e d a  mi n o r

i m p o r t a n c e  w hi c h  w o ul d  b e c o n si st e n t  wi t h t h e  hi g h c o n s e r v a -

ti o n a n d s el e cti o n  p r e s s u r e of t h e s y st e m. T h u s i nt e r a cti o n s of g e n e s

at  diff e r e nt c h e c k p oi nt f u n cti o n s a p p e a r e d t o  b e r e q ui r e d f o r t h e

f o r m ati o n  of  C A s.

F u n di n g

T h e st u d y  w a s s u p p o rt e d  b y t h e  C z e c h S ci e n c e F o u n d ati o n ( 1 5 -

1 4 7 8 9 S),  C h a rl e s  U ni v e r sit y  of  P r a g u e,  C z e c h  R e p u bli c ( P 2 7/ 2 0 1 2)

a n d t h e  Mi ni st r y  of  E d u c ati o n  Y o ut h a n d S p o rt s  of t h e  C z e c h  R e -

p u bli c ( N ati o n al S u st ai n a bilit y  P r o g r a m I ( N P U I)  N r. L O 1 5 0 3).

C o n fli c t  o f i n t e r e s t

N o n e.

A p p e n di x: S u p pl e m e n t a r y  m a t e ri al

S u p pl e m e n t a r y  d a t a t o t hi s a r ti cl e c a n  b e f o u n d  o nli n e a t

d oi: 1 0. 1 0 1 6/j. c a nl et. 2 0 1 6. 0 7. 0 1 1 .
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A b st r a ct

H u m a n c a n c e r s a r e oft e n a s s o ci at e d wit h n u m e ri c al a n d st r u ct u r al c h r o m o s o m al i n st a bilit y. St r u ct u r al c h r o m o s o m al 

a b e r r ati o n s ( C A s) i n p e ri p h e r al bl o o d l y m p h o c yt e s ( P B L) a ri s e a s c o n s e q u e n c e s of di r e ct D N A d a m a g e o r d u e t o r e pli c ati o n o n 

a d a m a g e d D N A t e m pl at e. I n b ot h c a s e s, D N A r e p ai r i s c riti c al a n d i nt e r-i n di vi d u al diff e r e n c e s i n it s c a p a cit y a r e p r o b a bl y d u e 

t o c o r r e s p o n di n g g e n eti c v a ri ati o n s. W e i n v e sti g at e d f u n cti o n al v a ri a nt s i n D N A r e p ai r g e n e s ( b a s e a n d n u cl e oti d e e x ci si o n 

r e p ai r, d o u bl e - st r a n d b r e a k r e p ai r) i n r el ati o n t o C A s, c h r o m ati d -t y p e a b e r r ati o n s ( C T A s) a n d c h r o m o s o m e -t y p e a b e r r ati o n s 

( C S A s) i n h e alt h y i n di vi d u al s. C h r o m o s o m al d a m a g e w a s d et e r mi n e d b y c o n v e nti o n al c yt o g e n eti c a n al y si s. T h e g e n ot y pi n g 

w a s p e rf o r m e d b y b ot h r e st ri cti o n f r a g m e nt l e n gt h p ol y m o r p hi s m a n d T a q M a n all eli c di s c ri mi n ati o n a s s a y s. M ulti v a ri at e 

l o gi sti c r e g r e s si o n w a s a p pli e d f o r t e sti n g i n di vi d u al f a ct o r s o n C A s, C T A s a n d C S A s. P ai r- wi s e g e n ot y p e i nt e r a cti o n s of 

1 1 g e n e s w e r e c o n st r u ct e d f o r all p o s si bl e p ai r s of si n gl e - n u cl e oti d e p ol y m o r p hi s m s. A n al y s e d i n di vi d u all y, w e o b s e r v e d 

si g ni fi c a ntl y l o w e r C T A f r e q u e n ci e s i n a s s o ci ati o n wit h X P D  L y s 7 5 1 Gl n h o m o z y g o u s v a ri a nt g e n ot y p e [ o d d s r ati o ( O R) 0. 6 4, 9 5 % 

c o n fi d e n c e i nt e r v al ( CI) 0. 4 8 – 0. 8 5, P   =  0. 0 0 4; n   =  1 7 7 7]. A  si g ni fi c a nt a s s o ci ati o n of h et e r o z y g o u s v a ri a nt g e n ot y p e i n R A D 5 4 L  

wit h i n c r e a s e d C S A f r e q u e n c y ( O R 1. 9 6, 9 5 % CI 1. 0 1 – 4. 0 2, P   =  0. 0 3) w a s d et e r mi n e d i n 2 8 2 s u bj e ct s wit h a v ail a bl e g e n ot y p e. 

B y a d d r e s si n g g e n e – g e n e i nt e r a cti o n s, w e di s c o v e r e d 1 4 i nt e r a cti o n s si g ni fi c a ntl y m o d ul ati n g C A s, 9 C T A s a n d 1 2 C S A s 

f r e q u e n ci e s. Hi g hl y si g ni fi c a nt i nt e r a cti o n s i n cl u d e d al w a y s p ai r s f r o m t w o diff e r e nt p at h w a y s. Alt h o u g h i n di vi d u al v a ri a nt s 

i n g e n e s e n c o di n g D N A r e p ai r p r ot ei n s m o d ul at e C A s o nl y m o d e stl y, s e v e r al g e n e – g e n e i nt e r a cti o n s i n D N A r e p ai r g e n e s 
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1 3 0 0  | C a r ci n o g e n e si s , 2 0 1 5, V ol. 3 6, N o. 1 1

e vi n c e d eit h e r e n h a n c e d o r d e c r e a s e d C A f r e q u e n ci e s s u g g e sti n g t h at C A s a c c u m ul ati o n r e q ui r e s c o m pl e x i nt e r pl a y b et w e e n 

diff e r e nt D N A r e p ai r p at h w a y s.

I nt r o d u cti o n

H u m a n D N A i s c o n st a ntl y e x p o s e d t o p h y si c al ( ult r a vi ol et, i o n -

i zi n g r a di ati o n) a n d c h e mi c al ( r e a cti v e o x y g e n s p e ci e s, al k yl at-

i n g  a n d  a r al k yl ati n g)  d a m a gi n g  a g e nt s.  Ef fi ci e nt  D N A  r e p ai r  

m a c hi n e r y,  c o m p ri si n g  s e v e r al  di sti n ct  p at h w a y s,  m ai nt ai n s  

eff e cti v el y  g e n o mi c  i nt e g rit y.  Alt e r ati o n s  i n  t h e  D N A  r e p ai r  

i n c r e a s e t h e v ul n e r a bilit y of t h e c ell s, r e s ulti n g i n a n a c c u m u-

l ati o n of m ut ati o n s i n t h e g e n o m e, w hi c h m a y ulti m at el y l e a d 

t o t u m o ri g e n e si s ( 1 ). St r u ct u r al c h r o m o s o m al a b e r r ati o n s ( C A s) 

a ri s e  a s  a  c o n s e q u e n c e  of  di r e ct  D N A  d a m a g e  ( e. g.  i o ni zi n g  

r a di ati o n, f r e e r a di c al s) o r d u e t o r e pli c ati o n o n a d a m a g e d D N A 

t e m pl at e ( 2 ), i n b ot h c a s e s D N A r e p ai r r e p r e s e nt s a k e y pl a y e r 

(3 ). T h e l e si o n s c a u si n g d o u bl e - st r a n d b r e a k s ( D S B s) a r e m ai nl y 

r e s p o n si bl e  f o r  c h r o m o s o m e -t y p e  a b e r r ati o n s  ( C S A s), w h e r e a s  

c h r o m ati d -t y p e  a b e r r ati o n s  ( C T A s)  a ri s e  a s  a  c o n s e q u e n c e  of  

D N A l e si o n s g e n e r at e d b y g e n ot o xi c d a m a g e d u ri n g G 0 p h a s e, 

w hi c h  a r e  i n s uf fi ci e ntl y  r e p ai r e d  p ri o r  t h e  e nt e ri n g  of  t h e  c ell  

i nt o S - p h a s e (4 ). C A s i n p e ri p h e r al bl o o d l y m p h o c yt e s ( P B L) t h u s 

r e fl e ct i nt e r-i n di vi d u al s e n siti vit y t o m a n y g e n ot o xi c s u b st a n c e s 

a n d s e r v e a s bi o m a r k e r s of a n e a rl y eff e ct of g e n ot o xi c c a r ci n o -

g e n s a n d c a r ci n o g e ni c ri s k ( 5 – 1 0 ).

H u m a n  c a n c e r s  a r e  oft e n  a s s o ci at e d  wit h  c h r o m o s o m al  

i n st a bilit y ( b ot h n u m e ri c al a n d st r u ct u r al C A s) i n t h e c ell s (1 1 –

1 3 );  t h e s e  a b e r r ati o n s  a r e  al s o  c o n si d e r e d  a s  c a u s ati v e  e v e nt s  

i n m ali g n a nt t r a n sf o r m ati o n (1 4 ). F r e q u e n ci e s of C A i n P B L a r e 

p r e di cti v e f o r c a n c e r ri s k i n p r o s p e cti v e e pi d e mi ol o gi c al st u di e s 

(1 5 – 1 7 ), a n d p ati e nt s wit h m a n y t y p e s of c a n c e r s h o w el e v at e d 

C A s at t h e ti m e of di a g n o si s ( 1 0 ,1 8 ,1 9 ).

I n di vi d u al D N A r e p ai r c a p a cit y i n r e s p o n s e t o D N A d a m a g e, 

eff e cti v el y p r e v e nti n g a n a c c u m ul ati o n of C A s, i s oft e n m o d u -

l at e d b y t h e g e n e v a ri a nt s i n diff e r e nt D N A r e p ai r p at h w a y s (2 0 –

2 2 ). I n d e e d, a c o r r el ati o n b et w e e n g e n e v a ri a nt s i n v ol v e d i n b a s e 

e x ci si o n r e p ai r ( B E R) a n d t h e c o r r e s p o n di n g B E R r e p ai r c a p a cit y 

h a s  b e e n  d o c u m e nt e d  ( 2 3 ).  H o w e v e r,  si n gl e - n u cl e oti d e  p ol y-

m o r p hi s m s ( S N P s) i n n o n - c o di n g r e gi o n s a n d e v e n c h a n g e s i n 

w o b bl e b a s e s, w hi c h d o n ot aff e ct a mi n o a ci d s e q u e n c e, m a y b e 

i m p o rt a nt a s w ell (2 4 ). T h e i n v e sti g ati o n of D N A r e p ai r g e n e v a r-

i a nt s i n a s s o ci ati o n wit h D N A r e p ai r c a p a cit y o r D N A d a m a g e, 

oft e n p e rf o r m e d o n s m all st u d y g r o u p s, d o e s n ot u s u all y b ri n g 

c o n si st e nt r e s ult s, wit h t h e e x c e pti o n of t h e B E R g e n e 8 - o x o g -

u a ni n e D N A gl y c o s yl a s e, O G G 1  (2 3 – 2 6 ) a n d t h e n u cl e oti d e e x ci-

si o n r e p ai r ( N E R) g e n e X P A  (2 7 – 2 9 ). F e w r e p o rt s a n al y s e d eff e ct s 

of g e n eti c p r e di s p o siti o n s o n i nt e r-i n di vi d u al v a ri a bilit y i n C A s 

b y  st u d yi n g  v a ri a nt s  i n  g e n e s  e n c o di n g  x e n o bi oti c - m et a b oli z -

i n g e n z y m e s, e n z y m e s of D N A r e p ai r o r f ol at e m et a b oli s m a n d 

D N A  r e p ai r  c a p a cit y  ( 8 ,3 0 – 3 3 ).  M o st  r e c e ntl y,  b y  i n v e sti g ati n g  

S N P s i n m et a b oli c g e n e s, m o d ul ati o n s of D N A d a m a g e a n d C A s 

b y  g e n e – g e n e  i nt e r a cti o n s  w e r e  r e p o rt e d  ( 3 4 ,3 5 ). I n  o u r  r e c e nt  

st u d y,  w e  h a v e  d e s c ri b e d  t h e  si g ni fi c a nt  a s s o ci ati o n  of  r s 9 3 4 4  

p ol y m o r p hi s m i n C y cli n D 1  at a s pli c e sit e wit h n o n - s p e ci fi c C A s 

i n h e alt h y i n di vi d u al s (3 6 ). I nt e r e sti n gl y, C y cli n D 1 p a rti ci p at e s 

i n D N A D S B r e p ai r p at h w a y b y bi n di n g t o R A D 5 1 t h at i s a m ai n 

r e c o m bi n a s e i n v ol v e d i n h o m ol o g o u s r e c o m bi n ati o n ( 3 7 ).

I n t h e p r e s e nt st u d y, w e e x a mi n e d t h e h y p ot h e si s t h at f u n c-

ti o n all y r el e v a nt S N P s i n t h e B E R, N E R a n d D S B r e p ai r p at h w a y s 

a n d t h ei r g e n e – g e n e i nt e r a cti o n s m a y m o d ul at e f r e q u e n ci e s of 

st r u ct u r al C A s i n a l a r g e s et of h e alt h y s u bj e ct s.

M at e ri al s a n d m et h o d s

St u d y p o p ul ati o n

T h e g r o u p of st u di e d s u bj e ct s ( > 2 1 0 0) wit h m e a s u r e d f r e q u e n ci e s of C A s 

h a s b e e n v e r y r e c e ntl y d e s c ri b e d i n H e m mi n ki et  al . (3 5 ). T h e a b o v e h e alt h y 

s u bj e ct s w e r e r e c r uit e d b et w e e n 2 0 0 2 a n d 2 0 1 1 i n e a st e r n B o h e mi a a n d 

1 9 9 7 – 2 0 0 6  i n  Sl o v a ki a  a n d  c o n si st e d  of  u n e x p o s e d  c o nt r ol s  a s  w ell  a s  

s u bj e ct s wit h d e fi n e d o c c u p ati o n al e x p o s u r e s, s u c h a s s m all o r g a ni c c o m -

p o u n d s,  c yt o st ati c s,  a n a e st h eti c s,  m et al s,  a s b e st o s,  mi n e r al  fi b r e s  a n d  

i o ni zi n g  r a di ati o n.  P e ri p h e r al  bl o o d  s a m pli n g  a n d  d at a  c oll e cti o n  w e r e  

c a r ri e d  o ut  si m ult a n e o u sl y  o nl y  i n  t h e  s u bj e ct s  a p p a r e ntl y  h e alt h y  at  

t h e ti m e of s a m pli n g. Li k e wi s e, i n di vi d u al s wit h cl o s e r el ati v e s wit h a n y 

m ali g n a nt  di s e a s e s  w e r e  e x cl u d e d  f r o m  t h e  st u d y.  Ot h e r wi s e,  n o  ot h e r  

e x cl u si o n c rit e ri a w e r e a p pli e d. All i n di vi d u al s c o m pl et e d a q u e sti o n n ai r e 

r e g a r di n g t h e j o b c at e g o r y, m o d e a n d d u r ati o n of e x p o s u r e, v a ri o u s e x o g -

e n o u s f a ct o r s ( s u c h a s s m o ki n g, d r u g u s a g e, e x p o s u r e t o X - r a y r a di ati o n, 

al c o h ol c o n s u m pti o n a n d di et a r y h a bit s) p ri o r t o bl o o d c oll e cti o n a n d p r o -

vi d e d a w ritt e n c o n s e nt.

T h e p r e s e nt st u d y a d h e r e s t o all p ri n ci pl e s of t h e H el si n ki D e cl a r ati o n 

a n d  it s  d e si g n  w a s  a p p r o v e d  b y  t h e  L o c al  Et hi c al  C o m mitt e e s  of  t h e  

J e s s e ni u s  M e di c al  F a c ult y  ( M a rti n,  Sl o v a ki a)  a n d  of  t h e  Sl o v a k  M e di c al  

U ni v e r sit y ( B r ati sl a v a, Sl o v a ki a).

C yt o g e n eti c a n al y si s

C yt o g e n eti c a n al y si s w a s p e rf o r m e d i n P B L sti m ul at e d t o g r o w b y p h yt o -

h a e m a g gl uti ni n a n d c ult u r e d f o r 4 8  h. T w o s c o r e s c o n d u ct e d mi c r o s c o pi -

c all y a n al y si s ( e a c h e v al u ati n g h alf of t h e 1 0 0 mit o s e s s c o r e d p e r s u bj e ct) 

i n a d o u bl e - bli n d f a s hi o n o n c o d e d sli d e s. T h e f r e q u e n c y of C A s a n d t h e 

c o n stit u e nt C T A s a n d C S A s w e r e e v al u at e d a s st at e d i n r ef s. 6 – 9 ,1 9 ,3 2 ,3 8 . 

T h e s u bj e ct s w e r e cl a s si fi e d a c c o r di n g t o t h e m e di a n of C A di st ri b uti o n s 

i nt o eit h e r l o w -f r e q u e n c y ( < 2 %) o r hi g h -f r e q u e n c y ( ≥ 2 %) g r o u p s. R e g a r di n g 

C T A s a n d C S A s, t h e c ut - off w a s s et u p at 1 %. T h e s e a r bit r a r y c ut - off l e v el s 

w e r e  i nt r o d u c e d  o n  t h e  b a si s  of  t h e  l o n g -t e r m  e x p e ri e n c e  wit h  h u m a n  

bi ol o gi c al m o nit o ri n g i n t h e C z e c h a n d Sl o v a k R e p u bli c s ( 9 ,1 0 ,3 9 ).

G e n ot y pi n g

S N P s i n D N A r e p ai r g e n e s w e r e t a k e n i nt o t h e st u d y o n t h e b a si s of p r e -

di ct e d  f u n cti o n al  eff e ct s  ( SI F T  a n d  P ol y P h e n  d at a b a s e s)  a n d  r el e v a nt  

p u bli s h e d lit e r at u r e. G e n ot y pi n g of D N A r e p ai r g e n e p ol y m o r p hi s m s X P D  

L y s 7 5 1 Gl n ( r s 1 3 1 8 1; T > G), X P G  A s p 1 1 0 4 Hi s ( r s 1 7 6 5 5; C > G), X P C  L y s 9 3 9 Gl n 

( r s 2 2 2 8 0 0 1;  A   >  C),  X P A  5 ′U T R  ( r s 1 8 0 0 9 7 5;  G  >  A),  X R C C 1  A r g 1 9 4 Tr p  

( r s 1 7 9 9 7 8 2; C > T), A r g 2 8 0 Hi s ( r s 2 5 4 8 9; G > A) a n d A r g 3 9 9 Gl n ( r s 2 5 4 8 7 G > 

A), O G G 1  S e r 3 2 6 C y s ( r s 1 0 5 2 1 3 3; C > G), X R C C 2  A r g 1 8 8 Hi s ( r s 3 2 1 8 5 3 6; G > 

A), R A D 5 4 L  Al a 7 3 0 Al a ( r s 1 0 4 8 7 7 1; C > T) a n d X R C C 3  T h r 2 4 1 M et ( r s 8 6 1 5 3 9; 

C > T) w a s c a r ri e d o ut u si n g p ri m e r s a n d c o n diti o n s d e s c ri b e d p r e vi o u sl y 

(2 3 ,4 0 ). T h e  a m pli fi e d  f r a g m e nt s  w e r e  di g e st e d  wit h  a p p r o p ri at e  r e st ri c-

ti o n e n d o n u cl e a s e s a n d t h e di g e st e d P C R p r o d u ct s r e s ol v e d o n 2 % a g a r o s e 

g el a n d vi s u ali z e d u n d e r ult r a vi ol et li g ht aft e r st ai ni n g wit h et hi di u m b r o -

mi d e. G e n eti c p ol y m o r p hi s m s i n A P E 1  A s n 1 4 8 Gl u ( r s 1 1 3 0 4 0 9; G > T) a n d 

N B S 1  Gl u 1 8 5 Gl n ( r s 1 8 0 5 7 9 4; C > G) w e r e a n al y s e d u si n g t h e T a q M a n all eli c 

A b b r e vi ati o n s  

B E R  b a s e e x ci si o n r e p ai r 

C A  c h r o m o s o m al a b e r r ati o n 

CI  c o n fi d e n c e i nt e r v al 

C S A  c h r o m o s o m e-t y p e a b e r r ati o n 

C T A  c h r o m ati d-t y p e a b e r r ati o n 

D S B  d o u bl e- st r a n d b r e a k

N E R  n u cl e oti d e e x ci si o n r e p ai r 

O R  o d d s r ati o 

P B L  p e ri p h e r al bl o o d l y m p h o c yt e s 

S N P  si n gl e- n u cl e oti d e p ol y m o r p hi s m
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P. V o di c k a et al . | 1 3 0 1

di s c ri mi n ati o n  a s s a y  ( A p pli e d  Bi o s y st e m s,  F o st e r  Cit y,  C A,  A s s a y - o n -

d e m a n d, S N P G e n ot y pi n g p r o d u ct s: C 2 6 4 7 0 3 9 8 1 0 f o r N B S 1  a n d C 8 9 2 1 5 0 3 

1 0  f o r  A P E 1 ). T h e  T a q M a n  g e n ot y pi n g  r e a cti o n  w a s  a m pli fi e d  o n  a  7 5 0 0  

R e al - Ti m e  P C R  S y st e m  ( A p pli e d  Bi o s y st e m s)  u si n g  t h e  f oll o wi n g  c y cli n g  

c o n diti o n s: 9 5 ° C f o r 1 0  mi n a n d 4 0 c y cl e s at 9 2 ° C f o r 1 5 s a n d 6 0 ° C f o r 6 0 

s.  T h e r e s ult s w e r e r e g ul a rl y c o n fi r m e d b y r a n d o m r e - g e n ot y pi n g of m o r e 

t h a n 1 0 % of t h e s a m pl e s f o r e a c h p ol y m o r p hi s m a n al y s e d ( 4 0 ).

St ati sti c al a n al y si s

St ati sti c al  c al c ul ati o n s  h a v e  b e e n  c o n d u ct e d  e s s e nti all y  a s  r e c e ntl y  

d e s c ri b e d i n H e m mi n ki et  al . (3 5 ). B ri e fl y, o d d s r ati o s ( O R s) f r o m t h e m ulti-

v a ri at e l o gi sti c r e g r e s si o n a n al y si s w e r e u s e d t o i n v e sti g at e si m ult a n e o u s 

eff e ct s of o c c u p ati o n al e x p o s u r e s a n d m ai n c o nf o u n d e r s o n t h e f r e q u e n -

ci e s of C A s, C T A s a n d C S A s. F o r e a c h S N P, a dj u st e d O R s w e r e c al c ul at e d 

t o di s c e r n t h ei r eff e ct o n c h r o m o s o m al d a m a g e. A d diti o n all y, all p o s si bl e 

p ai r s  of  t w o  S N P s  w e r e  e v al u at e d  i n  bi n a r y  i nt e r a cti o n  a n al y si s. I n  p a r -

ti c ul a r,  t h e  f oll o wi n g  g e n eti c  m o d el s  w e r e  t e st e d  f o r  e a c h  p ai r.  ‘ T h r e e  

g e n ot y p e s’  a s s u m e d  t h e  S N P  t o  b e  a  c at e g o ri c al  c o v a ri at e  c o m p ri si n g  

of g e n ot y p e s A A, A B a n d  B B. F o r t h e d o mi n a nt m o d e  of  i n h e rit a n c e, A B 

a n d  B B  w e r e  m e r g e d  a s  o n e  g r o u p, w h e r e a s  A A  a n d  A B  t o g et h e r  r e p r e -

s e nt e d  t h e  r ef e r e n c e  g r o u p  f o r  r e c e s si v e  m o d el s.  M o r e o v e r,  g e n ot y p e s  

w e r e c o n v e rt e d i nt o z e r o, o n e o r t w o ri s k all el e s f o r t h e l o g - a d diti v e ‘ all el e 

n u m b e r’ m o d el. Li k eli h o o d r ati o t e st s w e r e p e rf o r m e d t o a s s e s s w h et h e r 

i n cl u di n g t h e S N P – S N P i nt e r a cti o n t e r m yi el d e d a si g ni fi c a ntl y b ett e r fit 

of t h e d at a. If b ot h S N P s si g ni fi c a ntl y i nt e r a ct e d wit h e a c h ot h e r f o r v a ri -

o u s m o d e s of i n h e rit a n c e f o r t h e s a m e p ai r of S N P s, t h e m o d el wit h t h e 

l o w e st A k ai k e i nf o r m ati o n c rit e ri o n w a s c h o s e n. F o r e a c h b e st m o d el, t h e 

c o r r e s p o n di n g  O R s  a n d  t h e  W al d  e sti m at e s  f o r  t h ei r  c o n fi d e n c e  i nt e r -

v al s ( CI s) a n d P - v al u e s w e r e c al c ul at e d. T o a s s e s s t h e c o nt ri b uti o n of all 

g e n eti c c o m p o n e nt s ( b ot h S N P s a n d i nt e r a cti o n t e r m) t o t h e m o d el, li k eli -

h o o d r ati o - b a s e d P - v al u e s w e r e c o m p ut e d. C o n si d e ri n g m ulti pl e c o m p a ri -

s o n s p e rf o r m e d i n t h e p r e s e nt st u d y, w e h a v e al s o hi g hli g ht e d si g ni fi c a nt 

r e s ult s  aft e r  a p pl yi n g  D u n n – B o nf e r r o ni  c o r r e cti o n.  Aft e r  c o r r e cti o n,  t h e  

n e w t h r e s h ol d of P - v al u e si g ni fi c a n c e r e s ult s i s 0. 0 0 4.

R e s ult s

G e n e p ol y m o r p hi s m s i n m aj o r D N A r e p ai r p a t h w a y s i n cl u d e d 

i n t o  t h e  s t u d y  wi t h  r e s p e c t  t o  t h ei r  f u n c ti o n al  r el e v a n c e  a r e  

s h o w n  i n  T a bl e  1 . Di s t ri b u ti o n  of  s u bj e c t s  wi t h  hi g h  a n d  l o w 

C A,  C T A  a n d  C S A  f r e q u e n ci e s,  al s o  i n  r el a ti o n  t o  t h ei r  m ai n  

c o nf o u n d e r s  ( a g e,  g e n d e r,  s m o ki n g  a n d  o c c u p a ti o n al  e x p o -

s u r e), i s s u m m a ri z e d i n T a bl e  2 . T h e f r e q u e n c y of i n di vi d u al s 

wi t h p a r ti c ul a r C A s, C T A s a n d C S A s p e r c e n t a g e i s ill u s t r a t e d 

i n Fi g u r e  1 a – c . I n t h e w h ol e s e t, t h e m e a n ( ± s t a n d a r d d e vi a-

ti o n)  f r e q u e n ci e s  of  C A s,  C T A s  a n d  C S A s  w e r e  1. 5 4  ±  1. 5 4 %,  

0. 7 4  ±  0. 9 8 %  a n d  0. 8 0  ±  1. 1 6 %,  r e s p e c ti v el y,  wi t h  m e di a n  a n d  

r a n g e  b ei n g  1  ( 0 – 1 1),  0  ( 0 – 6)  a n d  0  ( 0 – 1 0).  C h r o m a ti d - t y p e  

e x c h a n g e s ( m e a n ± s t a n d a r d d e vi a ti o n 0. 0 2  ±  0. 1 4 %) w e r e s u b -

s t a n ti all y  l e s s  a b u n d a n t  t h a n  c h r o m o s o m e - t y p e  e x c h a n g e s  

( m e a n  ±  s t a n d a r d  d e vi a ti o n  0. 0 9 ±  0. 3 5 %),  w hi c h  i n cl u d e d  

m ai nl y di c e n t ri c s a n d c e n t ri c ri n g s. C h r o m a ti d - t y p e e x c h a n g e s 

o c c u r r e d i n 2 % of s u bj e c t s wi t h C T A s, w h e r e a s c h r o m o s o m e -

t y p e  e x c h a n g e s  w e r e  d e t e c t e d  i n  7. 7 %  of  i n di vi d u al s  wi t h  

C S A s.  B a s e d  o n  t h e  d a t a  f r o m  2 1 9 6  i n v e s ti g a t e d  i n di vi d u al s, 

C A s  a s  w ell  a s  t h e  c o n s ti t u e n t  C T A s  a n d  C S A s  w e r e  si g ni fi -

c a n tl y i n c r e a s e d i n o c c u p a ti o n all y e x p o s e d s u bj e c t s ( O R s 2. 3 6, 

1. 7 3 a n d 1. 6 4, r e s p e c ti v el y). A g e w a s o nl y m o d e r a t el y a s s o ci -

a t e d  wi t h  i n c r e a si n g  C A s, w h e r e a s  i t s  a s s o ci a ti o n  wi t h  C S A s 

w a s b o r d e rli n e si g ni fi c a n t ( O R 1. 0 7, 9 5 % CI 1. 0 0 – 1. 1 3, P   =  0. 0 4). 

S m o ki n g di d n o t aff e c t si g ni fi c a n tl y f r e q u e n ci e s of ei t h e r C A s 

o r t h e c o n s ti t u e n t C T A s a n d  C S A s.

R e s ul t s f o r i n di vi d u al g e n o t y p e s, i n cl u di n g t h e n u m b e r s of 

s u bj e c t s wi t h t h e p a r ti c ul a r all el e i n r el a ti o n t o t h e f r e q u e n c y 

of C A s, a r e s h o w n i n T a bl e  3 . B y a s s e s si n g i n di vi d u al D N A r e p ai r 

g e n e p ol y m o r p hi s m s, w e o b s e r v e d a s t r o n g a s s o ci a ti o n b e t w e e n 

v a ri a n t G G g e n o t y p e i n r s 1 3 1 8 1 of X P D  g e n e a n d d e c r e a s e d C T A 

f r e q u e n c y ( O R 0. 6 4, 9 5 % CI 0. 4 8 – 0. 8 5, P   =  0. 0 0 4; n   =  1 7 7 7 s u bj e c t s). 

T hi s a s s o ci a ti o n w a s s t r o n g e n o u g h t o wi t h s t a n d a c o r r e c ti o n 

f o r m ul ti pl e t e s ti n g ( P - v al u e af t e r c o r r e c ti o n f o r m ul ti pl e c o m -

p a ri s o n i s 0. 0 0 4). T h e eff e c t of h o m o z y g o u s v a ri a n t G all el e i n 

X P D  o n C T A s i s a d di ti o n all y d o c u m e n t e d i n Fi g u r e  2 , w h e r e t hi s 

all el e w a s a s s o ci a t e d wi t h t h e l o w e s t C T A f r e q u e n ci e s. F u r t h e r, 

a si g ni fi c a n t a s s o ci a ti o n of C T g e n o t y p e i n r s 1 0 4 8 7 7 1 of R A D 5 4 L  

wi t h i n c r e a s e d C S A s w a s al s o o b s e r v e d ( a dj u s t e d O R 1. 9 6, 9 5 % 

CI 1. 0 1 – 4. 0 2, P   =  0. 0 3; d e t e r mi n e d i n 2 8 2 s u bj e c t s wi t h a v ail a bl e 

g e n o t y p e). N o n e of t h e o t h e r s t u di e d D N A r e p ai r g e n e v a ri a n t s 

m o d ul a t e d t h e f r e q u e n ci e s of C A s, C T A s a n d  C S A s.

W e  p e rf o r m e d  p ai r- wi s e  i n t e r a c ti o n s  f o r  e a c h  of  t h e  1 1  

g e n e s,  w hi c h  w e r e  t e s t e d  f o r  a s s o ci a ti o n  wi t h  C A  f r e q u e n -

ci e s. V a ri o u s g e n e ti c m o d el s w e r e e x a mi n e d, a n d if b o t h S N P s 

si g ni fi c a n tl y i n t e r a c t e d wi t h e a c h o t h e r f o r v a ri o u s m o d e s of 

i n h e ri t a n c e f o r t h e s a m e p ai r of S N P s, t h e m o d el wi t h t h e l o w-

e s t A k ai k e i nf o r m a ti o n c ri t e ri o n w a s c h o s e n. T h e d a t a b a s e d 

o n t h e i n t e r a c ti o n t e r m a n al y si s a n d t h e li k eli h o o d r a ti o t e s t 

T a bl e  1.  D N A r e p ai r p ol y m o r p hi s m s e v al u at e d i n t hi s st u d y

G e n e  S N P I D

A mi n o  

a ci d  

s u b stit uti o n

All el e s  

( m aj o r/ mi n o r)  C h r o m o s o m e L o c ati o n  M A F ( N C BI)  M A F i n c o nt r ol s

F u n cti o n ( SI F T, P ol y P h e n - 2 

al g o rit h m s)

B E R

 X R C C 1 r s 1 7 9 9 7 8 2  A r g 1 9 4 Tr p  G/ A 1 9 q 1 3. 2  Mi s s e n s e 0. 1 3 0. 0 6 D el et e ri o u s

 X R C C 1 r s 2 5 4 8 9  A r g 2 8 0 Hi s  C/ T 1 9 q 1 3. 2  Mi s s e n s e 0. 0 7 0. 0 4 P o s si bl y d el et e ri o u s

 X R C C 1 r s 2 5 4 8 7  A r g 3 9 9 Gl n  A/ G 1 9 q 1 3. 2  Mi s s e n s e 0. 2 6 0. 3 7 B e ni g n

 O G G 1 r s 1 0 5 2 1 3 3  S e r 3 2 6 C y s  C/ G 3 p 2 6. 2  Mi s s e n s e 0. 3 0 0. 2 0 D el et e ri o u s

 A P E X 1 r s 1 1 3 0 4 0 9  A s p 1 4 8 Gl u  T/ G 1 4 q 1 1. 2  Mi s s e n s e 0. 3 8 0. 4 6 A m bi g u o u s

N E R

 X P A r s 1 8 0 0 9 7 5  — G/ A 9 q 2 2. 3 5 ′U T R 0. 3 5 0. 3 4 —

 X P D r s 1 3 1 8 1 L y s 7 5 1 Gl n  T/ G 1 9 q 1 3. 3  Mi s s e n s e 0. 2 4 0. 4 1 D el et e ri o u s

 X P G r s 1 7 6 5 5  A s p 1 1 0 4 Hi s  G/ C 1 3 q 3 3  Mi s s e n s e 0. 3 6 0. 2 2 D el et e ri o u s

 X P C r s 2 2 2 8 0 0 1 L y s 9 3 9 Gl n  T/ G 3 p 2 5 Mi s s e n s e 0. 3 2 0. 4 1 B e ni g n

D S B

 X R C C 2 r s 3 2 1 8 5 3 6  A r g 1 8 8 Hi s  C/ T 7 q 3 6. 1  Mi s s e n s e 0. 0 5 0. 0 6 B e ni g n

 X R C C 3 r s 8 6 1 5 3 9  T h r 2 4 1 M et  G/ A 1 4 q 3 2. 3  Mi s s e n s e 0. 2 2 0. 3 6 D el et e ri o u s

 N B N r s 1 8 0 5 7 9 4  Gl u 1 8 5 Gl n  C/ G 8 q 2 1 Mi s s e n s e 0. 3 6 0. 3 3 B e ni g n

 R A D 5 4 L r s 1 0 4 8 7 7 1  Al a 7 3 0 =  C/ T 1 p 3 2 S y n o n y m o u s 0. 1 9 0. 1 0 S pli ci n g r e g ul ati o n

M A F, mi n o r all el e f r e q u e n c y.
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1 3 0 2  | C a r ci n o g e n e si s , 2 0 1 5, V ol. 3 6, N o. 1 1

a r e  s h o w n  i n  T a bl e  4 . W e  h a v e  di s c o v e r e d  s e v e r al  si g ni fi c a n t  

i n t e r a c ti o n s, i n v ol vi n g g e n e v a ri a n t s f r o m B E R, N E R a n d D S B 

p a t h w a y s:  1 4  i n t e r a c ti o n s  m o d ul a t e d  C A,  9  C T A  a n d  1 2  C S A  

f r e q u e n ci e s. T h e o v e r all g e n o t y p e eff e c t, c o n si d e ri n g i n di vi d -

u al S N P s, t h ei r i n t e r a c ti o n s a n d a dj u s t m e n t v a ri a bl e c o m bi n a -

ti o n s  a r e  s h o w n  b y  t h e  gl o b al  n ull  h y p o t h e si s  t e s t. T e s t s  f o r  

t h e gl o b al n ull h y p o t h e si s p r o vi d e d m o s tl y hi g hl y si g ni fi c a n t 

o u t c o m e s.  T h e  O R s  a n d  t h e  si g ni fi c a n c e s  of  t h e  m o d el s  f o r  

e a c h c o m bi n a ti o n of g e n o t y p e s a r e s h o w e d i n S u p pl e m e n t a r y 

M a t e ri al , a v ail a bl e a t C a r ci n o g e n e si s  O nli n e, a n d p a r ti all y p r e -

s e n t e d i n T a bl e  4 .

F o r  C A s,  si g ni fi c a nt  g e n e – g e n e  i nt e r a cti o n s  w e r e  o b s e r v e d  

m ai nl y  f o r  g e n e s  p a rti ci p ati n g  i n  B E R  ( A P E 1 , h O G G 1 ),  N E R  

(X P C , X P D ) a n d D S B r e p ai r (X R C C 3 ) t o g et h e r wit h (N B S 1 , X R C C 2  

a n d X P G 1 ).  R s 1 8 0 5 7 9 4  i n  N B S 1  g e n e  a p p e a r e d  m o st  oft e n  i n  

t h e s e  i nt e r a cti o n s;  alt h o u g h  i nt e r a cti o n s  wit h  B E R  g e n e  v a ri -

a nt s  r e s ult e d  i n  t h e  hi g h e r  C A  f r e q u e n c y,  o p p o sit e  eff e ct  w a s  

r e c o r d e d  f o r  t h e  i nt e r a cti o n s  wit h  N E R  v a ri a nt s.  I n di vi d u al s  

b ot h wit h h o m o z y g o u s v a ri a nt G G a n d G G g e n ot y p e s i n O G G 1  

a n d X P G  g e n e s, r e s p e cti v el y, r e s ult e d i n si g ni fi c a nt d e c r e a s e of 

C A s ( O R 0. 5 9, 9 5 % CI 0. 3 7 – 0. 9 6, P   =  0. 0 3).

F o r  C T A s, t h e  c o m bi n a ti o n s  of  h o m o z y g o u s  v a ri a n t  g e n o -

t y p e s of X P D  a n d X P G  ( O R 0. 5 4) a n d/ o r X R C C 1  ( O R 0. 6 8) g e n e s 

s h o w e d  d e c r e a s e d  f r e q u e n ci e s  of  C T A s. S o  di d  t h e  c o m bi n a -

ti o n  of  v a ri a n t  all el e s  i n  O G G 1  a n d  X R C C 3  ( O R  0. 5 2).  O n  t h e  

c o n t r a r y, a c o m bi n a ti o n of v a ri a n t all el e s i n D S B r e p ai r g e n e s 

(X R C C 3  a n d X R C C 2 ) r e s ul t e d i n t h e si g ni fi c a n t i n c r e a s e of O R 

t o  2. 5 6.

F o r C S A s, a g ai n v a ri a nt all el e s i n X R C C 1  a n d O G G 1  ( b ot h B E R 

g e n e s)  i n  c o m bi n ati o n  wit h  h o m o z y g o u s  v a ri a nt  g e n ot y p e  i n  

X P G  r e s ult e d i n si g ni fi c a ntl y d e c r e a s e d f r e q u e n ci e s of C S A s ( O R 

0. 2 2 a n d 0. 7 2, r e s p e cti v el y).

Di s c u s si o n

T h e  o n s et  a n d  d e v el o p m e nt  of  h u m a n  c a n c e r  a r e  a s s o ci at e d  

wit h g e n o m e i n st a bilit y ( 4 1 ,4 2 ), r e s ulti n g i n b ot h n u m e ri c al a n d 

st r u ct u r al  c h r o m o s o m al  a b n o r m aliti e s  i n  c a n c e r  c ell s  ( 1 1 – 1 3 ). 

C A s i n P B L h a v e b e e n e m pl o y e d a s bi o m a r k e r s r e fl e cti n g i n di -

vi d u al s e n siti vit y t o e x o g e n o u s a n d e n d o g e n o u s g e n ot o xi c s u b -

st a n c e s f o r m a n y y e a r s ( 4 ,5 ). T h e r e a r e s e v e r al r e p o rt s p oi nti n g 

t o  t h e  o c c u p ati o n al  e x p o s u r e  a s  a  c a u s ati v e  of  e n h a n c e d  C A  

f r e q u e n ci e s f o r s m all m ol e c ul a r c h e mi c al s i n pl a sti c s i n d u st r y 

(3 2 ,4 3 ,4 4 ), f o r a n a e st h eti c g a s e s a n d a nti n e o pl a sti c d r u g s (9 ), f o r 

h e a v y m et al s ( 4 5 ) a n d f o r mi n e r al fi b r e s (6 ,7 ,3 8 ). I n t h e p r e s e nt 

st u d y, i n di vi d u al s  t h at  w e r e  o c c u p ati o n all y  e x p o s e d  m ai nl y  t o  

s m all  m ol e c ul a r  o r g a ni c  c h e mi c al s,  a n a e st h eti c  g a s e s,  h e a v y  

m et al s  a n d  fi b r e s  ( 1 2 0 7  s u bj e ct s)  i n d e e d  e x hi bit e d  hi g h e r  C A s, 

C T A s a n d C S A s i n c o m p a ri s o n wit h 9 8 9 u n e x p o s e d i n di vi d u al s. 

F r e q u e n ci e s of c h r o m ati d - o r c h r o m o s o m e -t y p e e x c h a n g e s c o n -

t ri b ut e d o nl y m a r gi n all y t o t h e t ot al C T A s a n d C S A s i r r e s p e cti v e 

of  e x p o s u r e, a s  s h o w n  b y  u s  e a rli e r  ( 9 ). W e  r e c o r d e d  a  b o r d e r-

li n e eff e ct of s m o ki n g o n C A s. T h e e x p o s u r e of h u m a n D N A t o 

a b o v e -li st e d a g e nt s i n e vit a bl y l e a d s t o D N A d a m a g e. T h e c a p a c -

it y of D N A r e p ai r m a c hi n e r y t o c o p e wit h t h e s e D N A alt e r ati o n s 

p r e s e r v e s  t h e  g e n o mi c  i nt e g rit y  a n d  p r e v e nt s  c a r ci n o g e n e si s  

(4 6 ,4 7 ). T h u s, w e i n v e sti g at e d t h e r ol e of f u n cti o n al v a ri a nt s i n 

v a ri o u s  D N A  r e p ai r  p at h w a y s, c o m p ri si n g  B E R  ( r e p r e s e nt e d  b y  

X R C C 1 , h O G G 1  a n d A P E 1 ), N E R (X P A , X P C , X P D  a n d X P G ) a n d D S B 

r e p ai r ( X R C C 2 , X R C C 3 , N B N  a n d R A D 5 4 L ) g e n e s. I nt e r e sti n gl y, w e 

o b s e r v e d a st r o n g a s s o ci ati o n b et w e e n X P D  L y s 7 5 1 Gl n h o m o z y-

g o u s v a ri a nt g e n ot y p e a n d d e c r e a s e d C T A f r e q u e n c y. O u r st u d y 

o n  1 7 7 7  s u bj e ct s  c o n fi r m e d  o u r  e a rli e r  o b s e r v ati o n s  o n  2 2 5  

h e alt h y s u bj e ct s ( 3 0 ) a n d l at e r r e p o rt o n 1 4 0 s u bj e ct s wit h hi g h e r 

a g e  ( 8 ). X P D  r e p r e s e nt s  a n  i m p o rt a nt  h eli c a s e  i n v ol v e d  i n  N E R  

T a bl e  2.  N u m b e r s of s u bj e ct s wit h hi g h a n d l o w f r e q u e n c y of C A s, C S A s a n d C T A s a n d t h ei r di st ri b uti o n a c c o r di n g t o b a si c v a ri a bl e s

V a ri a bl e P e r s o n s

C A s C S A s C T A s

O R 9 5 % CI P O R 9 5 % CI P O R 9 5 % CI P

C A s ( hi g h/l o w) 9 5 1/ 1 2 4 5

C T A s ( hi g h/l o w) 1 0 4 1/ 1 1 5 4

C S A s ( hi g h/l o w) 9 8 3/ 1 2 1 3

A g e ( mi ni m u m, m a xi m u m, m e a n) 1 8, 8 8, 4 3 1. 0 6 a 1. 0 0 – 1. 1 3 0. 0 7 1. 0 7  1. 0 0 – 1. 1 3  0. 0 4 0. 9 5 0. 9 0 – 1. 0 1 0. 1 1

O c c u p ati o n al e x p o s u r e ( e x p o s e d/ u n e x p o s e d) 1 2 0 7/ 9 8 9 2. 3 6  1. 9 7 – 2. 8 3  < 0. 0 1  1. 7 3  1. 4 5 – 2. 0 6  < 0. 0 1  1. 6 4  1. 3 8 – 1. 9 6  < 0. 0 1

G e n d e r ( m al e/f e m al e) 1 1 7 1/ 1 0 2 5 1. 0 3 0. 8 6 – 1. 2 3 0. 7 7 1. 0 5 0. 8 8 – 1. 2 6 0. 5 9 0. 8 3  0. 6 9 – 0. 9 9  0. 0 4

S m o ki n g ( s m o k e r s/ n o n - s m o k e r s) 6 1 4/ 1 5 5 7 1. 1 9 0. 9 7 – 1. 4 5 0. 0 9 0. 9 5 0. 7 8 – 1. 1 6 0. 6 3 1. 1 3 0. 9 3 – 1. 3 8 0. 2 3

Si g ni fi c a nt r e s ult s a r e hi g hli g ht e d i n b ol d.
a O R s f o r a g e w e r e c al c ul at e d f o r 1 0  y e a r s a g e diff e r e n c e ( u nit  =  1 0).

P- v al u e w a s c o n si d e r e d si g ni fi c a nt if it w a s < 0. 0 5.

Fi g u r e  1.  T h e f r e q u e n c y of i n di vi d u al s wit h p a rti c ul a r p e r c e nt a g e of C A s ( a ), C T A s (b ) a n d C S A s (c ). x - a xi s r e p r e s e nt s t h e p e r c e nt a g e of c h r o m o s o m al a b e r r ati o n s, y - a xi s 

r e p r e s e nt s t h e p e r c e nt a g e of s u bj e ct s wit h c o r r e s p o n di n g c h r o m o s o m al a b e r r ati o n s. 
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P. V o di c k a et al . | 1 3 0 3

a n d c o m m u ni c at e s wit h ot h e r D N A r e p ai r g e n e p r o d u ct s i n d e al -

i n g wit h e x o g e n o u s D N A d a m a g e (4 8 ), b ut t h e f u n cti o n al r ol e of 

X P D  L y s 7 5 1 Gl n r e m ai n s u n cl e a r. T h e a s s u m pti o n t h at f u n cti o n al 

S N P s  i n  X P D  g e n e  m o d ul at e  C T A  f r e q u e n c y  i s  c o n si st e nt  wit h  

m e c h a ni sti c u n d e r st a n di n g, si n c e C T A s a ri s e a s a c o n s e q u e n c e 

of  D N A  l e si o n s  g e n e r at e d  b y  g e n ot o xi c  c o m p o u n d s  d u ri n g  G 0  

p h a s e,  w hi c h  a r e  i n s uf fi ci e ntl y  r e p ai r e d  p ri o r  t o  S - p h a s e.  O n  

t h e  ot h e r  h a n d,  s c a r c e  r e p o rt s  s u g g e st  i n c r e a s e d  D N A  r e p ai r  

c a p a cit y a s s o ci at e d wit h v a ri a nt G all el e of X P D  g e n e (4 9 ,5 0 ) o r 

a r e i n c o n cl u si v e ( 2 2 ). U nl e s s t h e f u n cti o n of v a ri a nt G all el e i n 

T a bl e  3.  O d d s r ati o s f o r hi g h a n d l o w f r e q u e n c y g r o u p s b y g e n e p ol y m o r p hi s m s

C a s C T A s C S A s

V a ri a bl e s ( S N P)  H F L F  O R 9 5 % CI P a H F L F  O R 9 5 % CI P a H F L F  O R 9 5 % CI P a

X P D  r s 1 3 1 8 1

 T T 2 7 1 3 5 8 0. 9 8 3 0 1 3 2 8 0. 0 0 4 2 8 7 3 4 2 0. 8 7

 T G 3 6 7 4 8 4 1. 0 2 0. 8 3 – 1. 2 6 3 9 9 4 5 2 0. 9 9 0. 8 0 – 1. 2 1 3 7 7 4 7 4 0. 9 5 0. 7 7 – 1. 1 7

 G G 1 2 8 1 6 9 1. 0 0 0. 7 5 – 1. 3 3 1 1 2 1 8 5 0. 6 4  0. 4 8 – 0. 8 5 1 3 5 1 6 2 1. 0 1 0. 7 6 – 1. 3 3

X P G  r s 1 7 6 5 5

 C C 4 6 0 6 0 1 0. 6 7 4 7 7 5 8 4 0. 4 3 4 8 5 5 7 6 0. 5 7

 C G 2 7 0 3 5 0 1. 0 4 0. 8 5 – 1. 2 7 2 9 3 3 2 7 1. 1 2 0. 9 2 – 1. 3 7 2 7 3 3 4 7 0. 9 5 0. 7 8 – 1. 1 7

 G G 3 0 4 5 0. 8 3 0. 5 1 – 1. 3 5 3 2 4 3 0. 8 8 0. 5 4 – 1. 4 2 3 0 4 5 0. 7 8 0. 4 8 – 1. 2 6

X P C  r s 2 2 2 8 0 0 1

 A A 2 5 1 3 6 8 0. 1 7 2 8 4 3 3 5 0. 6 5 2 7 1 3 4 8 0. 0 6

 A C 3 9 8 4 6 7 1. 2 0 0. 9 7 – 1. 4 9 4 0 3 4 6 2 0. 9 9 0. 8 1 – 1. 2 3 4 0 9 4 5 6 1. 1 2 0. 9 1 – 1. 3 8

 C C 1 1 7 1 7 1 1. 0 0 0. 7 5 – 1. 3 3 1 2 4 1 6 4 0. 8 8 0. 6 6 – 1. 1 7 1 1 2 1 7 6 0. 8 1 0. 6 1 – 1. 0 8

X R C C 1  r s 1 7 9 9 7 8 2

C C 3 6 1 2 0 1 0. 4 7 3 3 1 2 3 1 0. 6 7 3 5 7 2 0 5 0. 9 9

C T 4 9 2 5 1. 0 9 0. 6 6 – 1. 8 5 4 0 3 4 0. 8 0 0. 4 9 – 1. 3 1 4 7 2 7 1. 0 2 0. 6 2 – 1. 7 1

T T 1 2 0. 2 5 0. 0 1 – 2. 6 6 2 1 0. 9 7 0. 0 9 – 2 1. 1 2 1 1. 0 4 0. 1 0 – 2 2. 7

X R C C 1  r s 2 5 4 8 9

 G G 2 1 2 1 2 0 0. 7 0 2 0 0 1 3 2 0. 1 8 2 0 9 1 2 3 0. 1 3

 G A 1 4 7 1. 2 6 0. 5 0 – 3. 4 8 1 5 6 1. 7 4 0. 6 7 – 5. 1 0 1 3 8 1. 0 9 0. 4 4 – 2. 8 6

 A A 1 1 0. 3 7 0. 0 1 – 9. 6 1 2 0  —  — 0 2  —  —

X R C C 1  r s 2 5 4 8 7

 G G 3 1 0 3 7 4 0. 1 8 3 1 6 3 6 8 0. 6 9 3 2 1 3 6 3 0. 2 6

 G A 3 5 2 5 0 7 0. 8 6 0. 7 0 – 1. 0 2 3 8 5 4 7 4 0. 9 6 0. 7 8 – 1. 1 8 3 8 4 4 7 5 0. 9 3 0. 7 6 – 1. 1 4

 A A 9 8 1 1 9 1. 0 7 0. 7 8 – 1. 4 5 1 0 2 1 1 5 1. 0 9 0. 8 0 – 1. 4 9 8 6 1 3 1 0. 7 7 0. 5 6 – 1. 0 5

O G G 1  r s 1 0 5 2 1 3 3

 C C 4 9 5 6 2 3 0. 4 4 5 2 6 5 9 2 0. 3 1 5 1 1 6 0 7 0. 3 2

 C G 2 3 7 3 3 7 0. 8 9 0. 7 3 – 1. 1 0 2 5 1 3 2 3 0. 8 9 0. 7 2 – 1. 0 9 2 4 7 3 2 7 0. 9 0 0. 7 3 – 1. 1 0

 G G 2 8 4 6 0. 8 1 0. 4 9 – 1. 3 2 2 9 4 5 0. 7 6 0. 4 6 – 1. 2 2 2 8 4 6 0. 7 4 0. 4 5 – 1. 1 9

X R C C 3  r s 8 6 1 5 3 9

 C C 3 0 2 3 9 5 0. 5 1 3 0 8 3 8 9 0. 8 6 3 2 1 3 7 6 0. 3 4

 C T 3 5 5 4 5 4 0. 9 8 0. 7 9 – 1. 2 1 3 7 5 4 3 4 1. 0 6 0. 8 6 – 1. 3 0 3 5 8 4 5 1 0. 9 1 0. 7 4 – 1. 1 1

 T T 8 3 1 2 6 0. 8 3 0. 6 0 – 1. 1 4 9 5 1 1 4 1. 0 4 0. 7 6 – 1. 4 2 8 6 1 2 3 0. 8 0 0. 5 8 – 1. 0 9

A P E 1  r s 1 1 3 0 4 0 9

 G G 1 7 9 1 9 5 0. 8 2 1 9 2 1 8 2 0. 6 0 1 8 8 1 8 6 0. 7 1

 G T 3 1 6 3 3 8 1. 0 3 0. 7 8 – 1. 3 5 3 1 3 3 4 1 0. 8 9 0. 6 9 – 1. 1 6 3 2 1 3 3 3 0. 9 4 0. 7 2 – 1. 2 2

 T T 1 4 4 1 2 7 1. 1 1 0. 7 9 – 1. 5 5 1 4 5 1 2 6 1. 0 0 0. 7 2 – 1. 3 8 1 4 6 1 2 5 1. 0 6 0. 7 7 – 1. 4 7

N B S 1  r s 1 8 0 5 7 9 4

 C C 2 4 5 1 8 9 0. 8 5 2 4 2 1 9 2 0. 4 7 2 4 9 1 8 5 0. 8 9

 C G 2 4 3 1 7 7 1. 0 7 0. 8 1 – 1. 4 2 2 3 8 1 8 2 1. 0 5 0. 8 0 – 1. 3 8 2 3 4 1 8 6 0. 9 4 0. 7 1 – 1. 2 4

 G G 6 3 4 9 0. 9 8 0. 6 3 – 1. 5 1 5 7 5 5 0. 8 1 0. 5 3 – 1. 2 3 6 3 4 9 0. 9 3 0. 6 1 – 1. 4 3

X P A  r s 1 8 0 0 9 7 5

 G G 2 4 6 3 8 9 0. 6 9 2 6 0 3 7 5 0. 2 9 2 6 2 3 7 3 0. 9 6

 G A 2 3 6 4 0 6 0. 9 2 0. 7 3 – 1. 1 5 2 7 4 3 6 8 1. 0 8 0. 8 6 – 1. 3 5 2 6 2 3 8 0 0. 9 8 0. 7 9 – 1. 2 3

 A A 5 7 1 0 9 0. 8 9 0. 6 1 – 1. 2 7 5 9 1 0 7 0. 8 1 0. 5 6 – 1. 1 6 6 8 9 8 1. 0 3 0. 7 2 – 1. 4 6

X R C C 2  r s 3 2 1 8 5 3 6

 G G 1 7 7 5 3 3 0. 3 6 2 3 1 4 7 9 0. 1 4 2 0 3 5 0 7 0. 3 4

 G A 2 3 7 7 0. 8 8 0. 5 2 – 1. 4 3 3 9 6 1 1. 3 0 0. 8 4 – 2. 0 0 3 1 6 9 1. 1 3 0. 7 0 – 1. 7 8

 A A 0 3  —  — 0 3  —  — 0 3  —  —

R A D 5 4 L  s 1 0 4 8 7 7 1

 C C 1 3 4 9 3 0. 1 6 1 1 4 1 1 3 0. 8 4 1 3 8 8 9 0. 0 3

 C T 3 0 2 0. 9 5 0. 5 1 – 1. 7 9 2 6 2 6 1. 0 4 0. 5 7 – 1. 9 3 3 9 1 3 1. 9 6  1. 0 1 – 4. 0 2

 T T 3 0  —  — 2 1 2. 0 3 0. 1 9 – 4 4. 5 3 0  —  —

Si g ni fi c a nt r e s ult s a r e hi g hli g ht e d i n b ol d. H F, hi g h -f r e q u e n c y g r o u p — c a s e s; L F, l o w -f r e q u e n c y g r o u p — c o nt r ol s.
a B a s e d o n li k eli h o o d r ati o t e st.

P - v al u e w a s c o n si d e r e d si g ni fi c a nt if it w a s < 0. 0 5.
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1 3 0 4  | C a r ci n o g e n e si s , 2 0 1 5, V ol. 3 6, N o. 1 1

X P D  g e n e i s cl a ri fi e d, t h e a s s u m pti o n s t h at hi g h e r l e v el of D N A 

d a m a g e bl o c k s r e pli c ati o n f o r k a n d C T A s c a n n ot b e p r o p a g at e d 

r e m ai n s p e c ul ati v e. A n a s s o ci ati o n of v a ri a nt T all el e i n R A D 5 4 L 

wit h i n c r e a s e d f r e q u e n c y of C S A s i s a n o v el o b s e r v ati o n. R A D 5 4 L  

e x hi bit s  a  D N A - d e p e n d e nt  A T P a s e  a n d  s u p e r c oili n g  a cti viti e s  

a n d  pl a y s  a  r ol e  i n  h o m ol o g o u s  r e c o m bi n ati o n  r el at e d  r e p ai r  

of D S B s ( 5 1 ,5 2 ). H o w e v e r, t hi s a s s o ci ati o n i s l e s s r o b u st d u e t o 

t h e n u m b e r of s u bj e ct s wit h a v ail a bl e g e n ot y p e. I n di vi d u all y, a 

s m all ri s k i s i r r el e v a nt, b ut t h e c o m bi n ati o n of s e v e r al l o w - ri s k 

all el e s  c a n  a d d  u p  t o  s u b st a nti al  ri s k s, e v e n  i n  t h e  a b s e n c e  of  

m ulti pli c ati v e st ati sti c al i nt e r a cti o n s ( 5 3 ).

Si mil a rl y a s i n o u r r e c e nt st u d y ( 3 5 ), w e h a v e a d d r e s s e d p ai r-

wi s e i nt e r a cti o n s of t h e g e n ot y p e s of e a c h of t h e 1 1 D N A r e p ai r 

g e n e s, w hi c h  w e r e  t e st e d  f o r  a s s o ci ati o n  wit h  C A  f r e q u e n ci e s. 

W e  h a v e  di s c o v e r e d  s e v e r al  hi g hl y  si g ni fi c a nt  i nt e r a cti o n s,  

i n v ol vi n g  g e n e  v a ri a nt s  f r o m  B E R, N E R  a n d  D S B  p at h w a y s:  1 4  

i nt e r a cti o n s m o d ul at e d C A, 9 C T A a n d 1 2 C S A f r e q u e n ci e s. F o r 

C A s, g e n e v a ri a nt s p a rti ci p ati n g i n B E R ( A P E 1 , h O G G 1 ), N E R (X P C , 

X P D ) a n d D S B r e p ai r (X R C C 3 ) w e r e m ai nl y i n v ol v e d i n si g ni fi c a nt 

i nt e r a cti o n s wit h ot h e r D N A r e p ai r g e n e v a ri a nt s (N B S 1 , X R C C 2  

a n d X P G 1 ). I nt e r e sti n gl y, N B S 1  g e n e v a ri a nt a p p e a r s m o st oft e n 

i n  t h e s e  i nt e r a cti o n s.  H o w e v e r,  i n  i nt e r a cti o n  wit h  t h ei r  B E R  

v a ri a nt s  t h e  C A  f r e q u e n c y  i n c r e a s e s,  w h e r e a s  t h e  i nt e r a cti o n  

wit h  N E R  g e n e  v a ri a nt s  s h o w s  t h e  o p p o sit e. N B S 1  pl a y s  a  r el -

e v a nt  r ol e  i n  t h e  m ai nt e n a n c e  of  g e n o mi c  i nt e g rit y  b y  b ei n g  

i n v ol v e d i n t h e c ell ul a r r e s p o n s e t o D N A d a m a g e. T h e c o nt r a di c-

t o r y eff e ct o n C A f r e q u e n ci e s i n t h e i nt e r pl a y of N B S 1  v a ri a nt s 

wit h  eit h e r  B E R  o r  N E R  p ol y m o r p hi s m s  i s  c e rt ai nl y  i nt e r e st -

i n g a n d m a y r e fl e ct t h e s p e ci fi cit y of t h e s e t w o e x ci si o n r e p ai r 

p at h w a y s t o w a r d s diff e r e nt ki n d s of D N A d a m a g e. F o r C T A s, t h e 

h o m o z y g o u s  v a ri a nt  c o m bi n ati o n s  i n  X P D  wit h  X P G  o r  X R C C 1  

d e c r e a s e  t h e  f r e q u e n ci e s.  S o  d o e s  t h e  c o m bi n ati o n  of  v a ri a nt  

all el e s  i n  O G G 1  a n d  X R C C 3 . O n  t h e  c o nt r a r y, a  c o m bi n ati o n  of  

v a ri a nt  all el e s  i n  D S B  r e p ai r  g e n e s  r e s ult s  i n  t h e  si g ni fi c a nt  

i n c r e a s e. T h e s e r e s ult s p oi nt a g ai n t o a n eff e ct of t h e G all el e of 

X P D  L y s 7 5 1 Gl n  o n  C T A  f r e q u e n c y  m o d ul ati o n  a s  st at e d  a b o v e. 

F o r C S A s, v a ri a nt all el e s i n B E R g e n e s X R C C 1  a n d O G G 1  i n c o m bi-

n ati o n wit h h o m o z y g o u s v a ri a nt g e n ot y p e i n X P C  o r X P G  r e s ult 

Fi g u r e  2.  T h e f r e q u e n c y of i n di vi d u al s b y C T A p e r c e nt i n r el ati o n t o t h e X P D  g e n ot y p e. x - a xi s r e p r e s e nt s t h e f r e q u e n c y of i n di vi d u al s b y C T A p e r c e nt i n r el ati o n t o 

X P D  g e n ot y p e ( T T, bl a c k b a r; T G, li g ht g r e y a n d G G, d a r k g r e y). y - a xi s r e p r e s e nt s t h e p e r c e nt a g e of s u bj e ct s wit h c o r r e s p o n di n g C T A f r e q u e n c y p e r p a rti c ul a r g e n ot y p e.

T a bl e  4.  P ai r- wi s e i nt e r a cti o n s of g e n ot y p e s wit h c a s e s a n d c o nt r ol s

S N P 1  M o d e f o r S N P 1  S N P 2  M o d e f o r S N P 2

I nt e r a cti o n t e r m a n al y si s

Gl o b al n ull h y p ot h e si s 

t e st f o r si g ni fi c a n c e of all 

c o v a ri at e s

df χ 2 P df χ 2 P

C A s A P E 1 T h r e e g e n ot y p e s N B S 1 All el e n u m b e r 2 1 1. 8 0 0. 0 0 3 9 6 7. 4 5  < 0. 0 0 1

h O G G 1 D o mi n a nt X P G All el e n u m b e r 1 7. 5 8 0. 0 0 5 7 6 5. 7 8  < 0. 0 0 1

C S A s A P E 1 T h r e e g e n ot y p e s X P D R e c e s si v e 2 9. 7 8 0. 0 0 8 9 9 4. 4 0  < 0. 0 0 1

X P D D o mi n a nt X R C C 3 All el e n u m b e r 1 8. 3 3 0. 0 0 4 7 3 1. 3 1  < 0. 0 0 1

X P G R e c e s si v e N B S 1 T h r e e g e n ot y p e s 2 1 1. 0 4 0. 0 0 4 9 4 7. 2 0  < 0. 0 0 1

X R C C 1 All el e n u m b e r X P G R e c e s si v e 1 6. 0 4 0. 0 1 7 3 0. 8 4  < 0. 0 0 1

h O G G 1 All el e n u m b e r X P C T h r e e g e n ot y p e s 2 8. 8 5 0. 0 1 9 3 5. 2 4  < 0. 0 0 1

h O G G 1 D o mi n a nt X P G D o mi n a nt 1 9. 9 3 0. 0 0 2 7 3 1. 4 1  < 0. 0 0 1

C T A s X P G All el e n u m b e r X R C C 2 D o mi n a nt 1 6. 8 1 0. 0 0 9 7 2 0. 9 0 0. 0 0 4

X R C C 3 All el e n u m b e r X R C C 2 D o mi n a nt 1 6. 7 1 0. 0 1 7 2 1. 0 6 0. 0 0 3

O nl y t h e m o st si g ni fi c a nt g e n eti c m o d el s f o r e a c h i nt e r a cti o n a r e s h o w n ( P   <  0. 0 1 i n i nt e r a cti o n t e r m a n al y si s). T o a s s e s s t h e c o nt ri b uti o n of all g e n eti c c o m p o n e nt s 

( b ot h S N P s a n d i nt e r a cti o n t e r m) t o t h e m o d el, li k eli h o o d r ati o - b a s e d P - v al u e s w e r e c o m p ut e d. df, d e g r e e s of f r e e d o m.

P - v al u e w a s c o n si d e r e d si g ni fi c a nt if it w a s < 0. 0 5.
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P. V o di c k a et al . | 1 3 0 5

i n  si g ni fi c a ntl y  d e c r e a s e d  f r e q u e n ci e s.  I nt e r e sti n gl y,  v a ri a nt  G  

all el e i n r s 1 0 5 2 1 3 3 of O G G 1  i n c o m bi n ati o n wit h v a ri a nt all el e s 

i n  g e n e s  i n v ol v e d  i n  N E R  o r  D S B  r e p ai r  r e s ult e d  i n  d e c r e a s e d  

f r e q u e n ci e s of C A s, C T A s a n d C S A s, d e s pit e t h e f a ct t h at v a ri a nt 

G all el e i s a s s o ci at e d wit h t h e l o w e r c a p a cit y t o r e p ai r o xi d ati v e 

D N A d a m a g e ( 2 4 ). T hi s p h e n o m e n o n m a y b e c o n n e ct e d wit h t h e 

f a ct  t h at  8 - h y d r o x y - d e o x y g u a ni n e  a d d u ct s  m a y  bl o c k  r e pli c a -

ti o n f o r k, t h u s p r e v e nti n g a c c u m ul ati o n of  C A s.

C A s a ri s e a s a c o n s e q u e n c e of t h e i nt e r a cti o n b et w e e n o c c u -

p ati o n al  e x p o s u r e  t o  v a ri o u s  g e n ot o xi c a nt s.  I n  t hi s  st u d y,  w e  

t e st e d  t h e  i m p a ct  of  f u n cti o n al  g e n e  v a ri a nt s  i n  D N A  r e p ai r  

p at h w a y s  o n  t h e  f r e q u e n c y  of  C A s. Alt h o u g h  i n di vi d u al s  wit h  

h o m o z y g o u s  v a ri a nt  g e n ot y p e  G G  f o r  X P D  g e n e  s h o w e d  a n  

a s s o ci ati o n wit h C T A s, s e v e r al g e n e – g e n e c o m bi n ati o n s i n D N A 

r e p ai r g e n e s e vi n c e d eit h e r e n h a n c e d o r d e c r e a s e d f r e q u e n ci e s 

of C A s, C T A s a n d C S A s. A s s u g g e st e d b y M eli s et  al . (5 4 ) a n d n o w 

c o n fi r m e d b y u s, t h e c o m pl e x m e c h a ni s m of C A s a c c u m ul ati o n 

r e q ui r e s c o m pl e x i nt e r pl a y b et w e e n diff e r e nt D N A r e p ai r p at h -

w a y s. H o w e v e r, t h e m e c h a ni s m m a y n ot b e t r a c k e d wit h o ut t h e 

k n o wl e d g e  of  t h e  e x p e ri m e nt all y  p r o v e n  f u n cti o n al  i m p a ct  of  

D N A r e p ai r g e n e v a ri a nt s.

S u p pl e m e nt a r y m at e ri al

S u p pl e m e nt a r y  M at e ri al  c a n  b e  f o u n d  at  htt p:// c a r ci n. o xf o r d -

j o u r n al s. o r g/

F u n di n g

P r oj e ct s 1 5 - 1 4 7 8 9 S ( C z e c h S ci e n c e F o u n d ati o n), P 2 7/ 2 0 1 2 ( C h a rl e s 

U ni v e r sit y  of  P r a g u e,  C z e c h  R e p u bli c),  C Z. 1. 0 5/ 2. 1. 0 0/ 0 3. 0 0 7 6,  

2 6 2 2 0 2 2 0 1 1 1,  c o - fi n a n c e d  b y  E U  s o u r c e s  a n d  t h e  E u r o p e a n  

R e gi o n al  D e v el o p m e nt  F u n d,  2 0 1 2/ 2 5 - U K M A - 2  ( Mi ni st r y  of  

H e alt h of t h e Sl o v a k R e p u bli c) a n d A P V V- 0 4 1 2 - 1 1.

C o n fli ct of I nt e r e st St at e m e nt : N o n e d e cl a r e d.

R ef e r e n c e s

 1.  H a k e m, R. ( 2 0 0 8) D N A - d a m a g e r e p ai r; t h e g o o d, t h e b a d, a n d t h e u gl y. 

E M B O J., 2 7, 5 8 9 – 6 0 5.

 2.  Bi g n ol d,  L. P.  ( 2 0 0 9)  M e c h a ni s m s  of  cl a st o g e n -i n d u c e d  c h r o m o s o m al  

a b e r r ati o n s:  a  c riti c al  r e vi e w  a n d  d e s c ri pti o n  of  a  m o d el  b a s e d  o n  

f ail u r e s of t et h e ri n g of D N A st r a n d e n d s t o st r a n d - b r e a ki n g e n z y m e s. 

M ut at. R e s., 6 8 1, 2 7 1 – 2 9 8.

 3.  N at a r aj a n, A. T. et  al. ( 2 0 0 8) D N A r e p ai r a n d c h r o m o s o m al alt e r ati o n s. 

M ut at. R e s., 6 5 7, 3 – 7.

 4.  D u r a nt e,  M.  et  al.  ( 2 0 1 3)  F r o m  D N A  d a m a g e  t o  c h r o m o s o m e  a b e r r a -

ti o n s: j oi ni n g t h e b r e a k. M ut at. R e s., 7 5 6, 5 – 1 3.

 5.  M at e u c a, R. A. et  al. ( 2 0 1 2) C yt o g e n eti c m et h o d s i n h u m a n bi o m o nit o r -

i n g: p ri n ci pl e s a n d u s e s. M et h o d s M ol. Bi ol., 8 1 7, 3 0 5 – 3 3 4.

 6.  D u si n s k á, M. et  al. ( 2 0 0 4) D o e s o c c u p ati o n al e x p o s u r e t o mi n e r al fi b r e s 

c a u s e D N A o r c h r o m o s o m e d a m a g e ? M ut at. R e s., 5 5 3, 1 0 3 – 1 1 0.

 7.  D u si n s k á,  M.  et  al.  ( 2 0 0 4)  G e n ot o xi c  eff e ct s  of  a s b e st o s  i n  h u m a n s.  

M ut at. R e s., 5 5 3, 9 1 – 1 0 2.

 8.  K a zi mí r o v á, A. et  al. ( 2 0 0 9) Mi c r o n u cl ei a n d c h r o m o s o m al a b e r r ati o n s, 

i m p o rt a nt m a r k e r s of a g ei n g: p o s si bl e a s s o ci ati o n wit h X P C a n d X P D 

p ol y m o r p hi s m s. M ut at. R e s., 6 6 1, 3 5 – 4 0.

 9.  M u s a k,  L.  et  al.  ( 2 0 1 3)  C h r o m o s o m al  d a m a g e  a m o n g  m e di c al  st aff  

o c c u p ati o n all y  e x p o s e d  t o  v ol atil e  a n e st h eti c s,  a nti n e o pl a sti c  d r u g s, 

a n d f o r m al d e h y d e. S c a n d. J.  W o r k E n vi r o n. H e alt h, 3 9, 6 1 8 – 6 3 0.

 1 0.  V o d e n k o v a,  S.  et  al.  ( 2 0 1 5)  St r u ct u r al  c h r o m o s o m al  a b e r r ati o n s  a s  

p ot e nti al ri s k m a r k e r s i n i n ci d e nt c a n c e r p ati e nt s. M ut a g e n e si s, i n 3 0, 

5 5 7 – 5 6 3.

 1 1.  F ut r e al, P. A. et  al. ( 2 0 0 4)  A  c e n s u s  of  h u m a n  c a n c e r  g e n e s. N at. R e v. 

C a n c e r, 4, 1 7 7 – 1 8 3.

 1 2.  R aj a g o p al a n,  H.  e t   al.  ( 2 0 0 4)  A n e u pl oi d y  a n d  c a n c e r.  N a t u r e,  4 3 2,  

3 3 8 – 3 4 1.

 1 3.  B u r r ell, R. A. et  al. ( 2 0 1 3) R e pli c ati o n st r e s s li n k s st r u ct u r al a n d n u m e ri -

c al c a n c e r c h r o m o s o m al i n st a bilit y. N at u r e, 4 9 4, 4 9 2 – 4 9 6.

 1 4.  Mit el m a n, F. et  al. ( 2 0 0 7) T h e i m p a ct of t r a n sl o c ati o n s a n d g e n e f u si o n s 

o n c a n c e r c a u s ati o n. N at. R e v. C a n c e r, 7, 2 3 3 – 2 4 5.

 1 5.  R o s s n e r,  P.  et  al.  ( 2 0 0 5)  C h r o m o s o m al  a b e r r ati o n s  i n  l y m p h o c yt e s  of  

h e alt h y s u bj e ct s a n d ri s k of c a n c e r. E n vi r o n. H e alt h P e r s p e ct., 1 1 3, 5 1 7 –

5 2 0.

 1 6.  B off ett a,  P.  et  al.  ( 2 0 0 7)  C h r o m o s o m al  a b e r r ati o n s  a n d  c a n c e r  ri s k:  

r e s ult s of a c o h o rt st u d y f r o m C e nt r al E u r o p e. A m. J.  E pi d e mi ol., 1 6 5, 

3 6 – 4 3.

 1 7.  R o s si,  A. M.  et  al.  ( 2 0 0 9)  A s s o ci ati o n  b et w e e n  f r e q u e n c y  of  c h r o m o -

s o m al a b e r r ati o n s a n d c a n c e r ri s k i s n ot i n fl u e n c e d b y g e n eti c p ol y -

m o r p hi s m s  i n  G S T M 1  a n d  G S T T 1.  E n vi r o n.  H e alt h  P e r s p e ct.,  1 1 7,  

2 0 3 – 2 0 8.

 1 8.  B o n a s si, S. et  al. ( 2 0 0 8) C h r o m o s o m al a b e r r ati o n f r e q u e n c y i n l y m p h o -

c yt e s p r e di ct s t h e ri s k of c a n c e r: r e s ult s f r o m a p o ol e d c o h o rt st u d y of 

2 2 3 5 8 s u bj e ct s i n 1 1 c o u nt ri e s. C a r ci n o g e n e si s, 2 9, 1 1 7 8 – 1 1 8 3.

 1 9.  V o di c k a, P. et  al. ( 2 0 1 0) C h r o m o s o m al d a m a g e i n p e ri p h e r al bl o o d l y m -

p h o c yt e s  of  n e wl y  di a g n o s e d  c a n c e r  p ati e nt s  a n d  h e alt h y  c o nt r ol s.  

C a r ci n o g e n e si s, 3 1, 1 2 3 8 – 1 2 4 1.

 2 0.  N a c c a r ati, A. et  al. ( 2 0 0 7) S p o r a di c c ol o r e ct al c a n c e r a n d i n di vi d u al s u s -

c e pti bilit y: a r e vi e w of t h e a s s o ci ati o n st u di e s i n v e sti g ati n g t h e r ol e of 

D N A r e p ai r g e n eti c p ol y m o r p hi s m s. M ut at. R e s., 6 3 5, 1 1 8 – 1 4 5.

 2 1.  Vi n ei s, P. et  al. ( 2 0 0 9)  A  fi el d  s y n o p si s  o n  l o w - p e n et r a n c e  v a ri a nt s  i n  

D N A r e p ai r g e n e s a n d c a n c e r s u s c e pti bilit y. J. N atl. C a n c e r I n st., 1 0 1, 

2 4 – 3 6.

 2 2.  A b d el - R a h m a n,  S. Z.  et  al.  ( 2 0 1 1)  E v al u ati n g  t h e  eff e ct s  of  g e n eti c  

v a ri a nt s  of  D N A  r e p ai r  g e n e s  u si n g  c yt o g e n eti c  m ut a g e n  s e n siti vit y  

a p p r o a c h e s. Bi o m a r k e r s, 1 6, 3 9 3 – 4 0 4.

 2 3.  V o di c k a, P. et  al. ( 2 0 0 7) A s s o ci ati o n of D N A r e p ai r p ol y m o r p hi s m s wit h 

D N A r e p ai r f u n cti o n al o ut c o m e s i n h e alt h y h u m a n s u bj e ct s. C a r ci n o -

g e n e si s, 2 8, 6 5 7 – 6 6 4.

 2 4.  Si m o n elli,  V.  e t   al.  ( 2 0 1 2)  G e n e  s u s c e p ti bili t y  t o  o xi d a ti v e  d a m a g e:  

f r o m si n gl e n u cl e o ti d e p ol y m o r p hi s m s t o f u n c ti o n. M u t a t. R e s., 7 3 1, 

1 – 1 3.

 2 5.  W u, L. L. et  al. ( 2 0 0 4) U ri n a r y 8 - O H d G: a m a r k e r of o xi d ati v e st r e s s t o 

D N A  a n d  a  ri s k  f a ct o r  f o r  c a n c e r, at h e r o s cl e r o si s  a n d  di a b eti c s. Cli n. 

C hi m. A ct a, 3 3 9, 1 – 9.

 2 6.  L oft, S. et  al. ( 2 0 1 2) U ri n a r y e x c r eti o n of 8 - o x o - 7, 8 - di h y d r o g u a ni n e a s 

bi o m a r k e r of o xi d ati v e d a m a g e t o D N A. A r c h. Bi o c h e m. Bi o p h y s., 5 1 8, 

1 4 2 – 1 5 0.

 2 7.  F ri e d b e r g, E. C. ( 2 0 0 3) D N A d a m a g e a n d r e p ai r. N at u r e, 4 2 1, 4 3 6 – 4 4 0.

 2 8.  H o el zl, C. et  al. ( 2 0 0 9) U s e of si n gl e c ell g el el e ct r o p h o r e si s a s s a y s f o r 

t h e d et e cti o n of D N A - p r ot e cti v e eff e ct s of di et a r y f a ct o r s i n h u m a n s: 

r e c e nt r e s ult s a n d t r e n d s. M ut at. R e s., 6 8 1, 6 8 – 7 9.

 2 9.  D ol a r a, P. et  al. ( 2 0 1 2) A nti o xi d a nt vit a mi n s a n d mi n e r al s u p pl e m e nt a -

ti o n, lif e s p a n e x p a n si o n a n d c a n c e r i n ci d e n c e: a c riti c al c o m m e nt a r y. 

E u r. J.  N ut r., 5 1, 7 6 9 – 7 8 1.

 3 0.  V o di c k a, P. et  al. ( 2 0 0 4)  G e n eti c  p ol y m o r p hi s m s  i n  D N A  r e p ai r  g e n e s  

a n d  p o s si bl e  li n k s  wit h  D N A  r e p ai r  r at e s,  c h r o m o s o m al  a b e r r ati o n s  

a n d si n gl e - st r a n d b r e a k s i n D N A. C a r ci n o g e n e si s, 2 5, 7 5 7 – 7 6 3.

 3 1.  N a c c a r ati, A. et  al. ( 2 0 0 6) G e n eti c p ol y m o r p hi s m s a n d p o s si bl e g e n e -

g e n e i nt e r a cti o n s i n m et a b oli c a n d D N A r e p ai r g e n e s: eff e ct s o n D N A 

d a m a g e. M ut at. R e s., 5 9 3, 2 2 – 3 1.

 3 2.  M u s a k, L. et  al. ( 2 0 0 8) C h r o m o s o m al a b e r r ati o n s i n ti r e pl a nt w o r k e r s 

a n d  i nt e r a cti o n  wit h  p ol y m o r p hi s m s  of  bi ot r a n sf o r m ati o n  a n d  D N A  

r e p ai r g e n e s. M ut at. R e s., 6 4 1, 3 6 – 4 2.

 3 3.  S kj el b r e d, C. F. et  al. ( 2 0 1 1)  I n fl u e n c e  of  G S T M 1, G S T T 1, G S T P 1, N A T 1, 

N A T 2, E P H X 1, M T R a n d M T H F R p ol y m o r p hi s m o n c h r o m o s o m al a b e r -

r ati o n  f r e q u e n ci e s  i n  h u m a n  l y m p h o c yt e s.  C a r ci n o g e n e si s,  3 2,  3 9 9 –

4 0 5.

 3 4.  D u si n s k a,  M.  et  al.  ( 2 0 1 2)  A r e  gl ut at hi o n e  S  t r a n sf e r a s e s  i n v ol v e d  i n  

D N A  d a m a g e  si g n alli n g ?  I nt e r a cti o n s  wit h  D N A  d a m a g e  a n d  r e p ai r  

r e v e al e d f r o m m ol e c ul a r e pi d e mi ol o g y st u di e s. M ut at. R e s., 7 3 6, 1 3 0 –

1 3 7.

 3 5.  H e m mi n ki,  K.  et  al.  ( 2 0 1 5)  M et a b oli c  g e n e  v a ri a nt s  a s s o ci at e d  wit h  

c h r o m o s o m al  a b e r r ati o n s  i n  h e alt h y  h u m a n s.  G e n e s  C h r o m o s o m e s  

C a n c e r, 5 4, 2 6 0 – 2 6 6.

 3 6.  H e m mi n ki, K. et  al. ( 2 0 1 4) C y cli n D 1 s pli c e sit e v a ri a nt t ri g g e r s c h r o m o -

s o m al a b e r r ati o n s i n h e alt h y h u m a n s. L e u k e mi a, 2 8, 7 2 1 – 7 2 2.
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 3 7.  Ji r a w at n ot ai, S. et  al. ( 2 0 1 1) A f u n cti o n f o r c y cli n D 1 i n D N A r e p ai r u n c o v e r e d 

b y p r ot ei n i nt e r a ct o m e a n al y s e s i n h u m a n c a n c e r s. N at u r e, 4 7 4, 2 3 0 – 2 3 4.

 3 8.  K a zi mi r o v a,  A.  et  al.  ( 2 0 0 7)  C yt o g e n eti c  a n al y si s  of  l y m p h o c yt e s  of  

w o r k e r s o c c u p ati o n all y e x p o s e d t o r o c k w o ol a n d gl a s s fi b r e s. M ol e c u -

l a r- e pi d e mi ol o gi c st u d y. C h e m. Li st y, 1 0 1, 1 9 2 – 1 9 3.

 3 9.  S r á m, R.J. et  al. ( 2 0 0 4) C yt o g e n eti c a n al y si s a n d o c c u p ati o n al h e alt h i n 

t h e C z e c h R e p u bli c. M ut at. R e s., 5 6 6, 2 1 – 4 8.

 4 0.  P a r di ni, B. et  al. ( 2 0 0 8) D N A r e p ai r g e n eti c p ol y m o r p hi s m s a n d ri s k of 

c ol o r e ct al c a n c e r i n t h e C z e c h R e p u bli c. M ut at. R e s., 6 3 8, 1 4 6 – 1 5 3.

 4 1.  S h e n, Z. ( 2 0 1 1) G e n o mi c i n st a bilit y a n d c a n c e r: a n i nt r o d u cti o n. J. M ol. 

C ell Bi ol., 3, 1 – 3.

 4 2.  A b b a s, T. et  al. ( 2 0 1 3) G e n o mi c i n st a bilit y i n c a n c e r. C ol d S p ri n g H a r b. 

P e r s p e ct. Bi ol., 5, a 0 1 2 9 1 4.

 4 3.  V o di c k a, P. et  al. ( 2 0 0 4)  M a r k e r s  of  i n di vi d u al  s u s c e pti bilit y  a n d  D N A  

r e p ai r r at e i n w o r k e r s e x p o s e d t o x e n o bi oti c s i n a ti r e pl a nt. E n vi r o n. 

M ol. M ut a g e n., 4 4, 2 8 3 – 2 9 2.

 4 4.  V o di c k a, P. et  al. ( 2 0 0 6) St y r e n e m et a b oli s m, g e n ot o xi cit y, a n d p ot e nti al 

c a r ci n o g e ni cit y. D r u g M et a b. R e v., 3 8, 8 0 5 – 8 5 3.

 4 5.  H al a s o v a,  E.  et  al.  ( 2 0 1 2)  E v al u ati n g  c h r o m o s o m al  d a m a g e  i n  w o r k e r s  

e x p o s e d  t o  h e x a v al e nt  c h r o mi u m  a n d  t h e  m o d ul ati n g  r ol e  of  p ol y m o r -

p hi s m s of D N A r e p ai r g e n e s. I nt. A r c h. O c c u p. E n vi r o n. H e alt h, 8 5, 4 7 3 – 4 8 1.

 4 6.  C u rti n, N.J. ( 2 0 1 2) D N A r e p ai r d y s r e g ul ati o n f r o m c a n c e r d ri v e r t o t h e r -

a p e uti c t a r g et. N at. R e v. C a n c e r, 1 2, 8 0 1 – 8 1 7.

 4 7.  A b b ott s, R. et  al. ( 2 0 1 4) D N A r e p ai r i n c a n c e r: e m e r gi n g t a r g et s f o r p e r -

s o n ali z e d t h e r a p y. C a n c e r M a n a g. R e s., 6, 7 7 – 9 2.

 4 8.  S pi e s,  M.  ( 2 0 1 4)  T w o  st e p s  f o r w a r d,  o n e  st e p  b a c k:  d et e r mi ni n g  X P D  

h eli c a s e m e c h a ni s m b y si n gl e - m ol e c ul e fl u o r e s c e n c e a n d hi g h - r e s ol u -

ti o n o pti c al t w e e z e r s. D N A R e p ai r ( A m st.), 2 0, 5 8 – 7 0.

 4 9.  Wl o d a r c z y k, M. et  al. ( 2 0 1 2) X P D g e n e r s 1 3 1 8 1 p ol y m o r p hi s m a n d D N A 

d a m a g e i n h u m a n l y m p h o c yt e s. Bi o c h e m. G e n et., 5 0, 8 6 0 – 8 7 0.

 5 0.  G d o wi c z - Kl o s o k, A. et  al. ( 2 0 1 3) T h e i n fl u e n c e of X P D, A P E 1, X R C C 1, a n d 

N B S 1 p ol y m o r p hi c v a ri a nt s o n D N A r e p ai r i n c ell s e x p o s e d t o X - r a y s. 

M ut at. R e s., 7 5 5, 4 2 – 4 8.

 5 1.  Mj ell e, R. et  al. ( 2 0 1 5) C ell c y cl e r e g ul ati o n of h u m a n D N A r e p ai r a n d 

c h r o m ati n r e m o d eli n g g e n e s. D N A R e p ai r ( A m st.), 3 0, 5 3 – 6 7.

 5 2.  E p pi n k, B. et  al. ( 2 0 1 1)  T h e  r e s p o n s e  of  m a m m ali a n  c ell s  t o  U V-li g ht  

r e v e al s R a d 5 4 - d e p e n d e nt a n d i n d e p e n d e nt p at h w a y s of h o m ol o g o u s 

r e c o m bi n ati o n. D N A R e p ai r ( A m st.), 1 0, 1 0 9 5 – 1 1 0 5.

 5 3.  Vi n ei s,  P.  et  al.  ( 2 0 0 8)  E x p e ct ati o n s  a n d  c h all e n g e s  st e m mi n g  f r o m  

g e n o m e - wi d e a s s o ci ati o n st u di e s. M ut a g e n e si s, 2 3, 4 3 9 – 4 4 4.

 5 4.  M eli s, J. P. et  al. ( 2 0 1 3) O xi d ati v e D N A d a m a g e a n d n u cl e oti d e e x ci si o n 

r e p ai r. A nti o xi d. R e d o x Si g n al., 1 8, 2 4 0 9 – 2 4 1 9.
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G e n eti c v a ri ati o n ass o ci at e d wit h c h r o m o s o m al a b e r r ati o n f r e q u e n c y:  

A g e n o m e -wi d e a ss o ci ati o n st u d y.    
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R e s e ar c h  Arti cl e

G e n eti c  V ari ati o n  Ass o ci at e d  wit h C hr o m os o m al  A b err ati o n
Fr e q u e nc y:  A  G e n o m e - wi d e  Ass o ci ati o n St u d y

Y as m e e n  Ni a zi, 1, 1 4 † * H a u k e T h o ms e n, 1 † B o z e n a S m ol k o v a, 2 L u d mil a  V o di c k o v a, 3, 4, 5

S o n a  V o d e n k o v a, 3, 4, 6 Mi c h al  Kr o u p a, 3, 5 V er o ni k a  V y m et al k o v a, 3, 4 Al e n a  K a zi mir o v a, 7

M a g d al e n a B ar a n c o k o v a, 7 K at ari n a  V ol k o v o v a, 7 M art a St ar u c h o v a, 7 P er  H off m a n n, 8, 9

M ar k us  M.  N €ot h e n, 8, 1 0 M ari a  D u si ns ka, 11 L u d o vit  M us a k,1 2 P a v el  V o di c k a, 3, 4, 5 K ari  H e m mi n ki
1, 1 3 a n d  Ast a F €orsti 1, 1 3

1 D e p art m e nt of  M ol e c ul ar  G e n eti c E pi d e mi ol o g y,  G er m a n  C a n c er R e s e ar c h  C e nt er ( D K F Z), I m
N e u e n h ei m er F el d  5 8 0,  6 9 1 2 0,  H ei d el b er g,  G er m a n y

2 D e p art m e nt of  M ol e c ul ar  O n c ol o g y,  C a n c er R e s e ar c h I n stit ut e, Bi o m e di c al R e s e ar c h  C e nt er,
Sl o v a k  A c a d e m y of S ci e n c e s,  D u br a v s k a c e st a  9,  8 4 5 0 5, Br ati sl a v a, Sl o v a ki a

3 D e p art m e nt of  M ol e c ul ar Bi ol o g y of  C a n c er, I n stit ut e of E x p eri m e nt al  M e di ci n e, T h e  C z e c h
A c a d e m y of S ci e n c e s,  Vi d e n s k a  1 0 8 3,  1 4 2  0 0, Pr a g u e,  C z e c h R e p u bli c

4 I n stit ut e of Bi ol o g y a n d  M e di c al  G e n eti c s, Fir st F a c ult y of  M e di ci n e,  C h arl e s  U ni v er sit y,  Al b ert o v  4,
1 2 8  0 0, Pr a g u e,  C z e c h R e p u bli c

5 Bi o m e di c al  C e ntr e, F a c ult y of  M e di ci n e i n Pils e n,  C h arl es  U ni v ersit y i n Pr a g u e, Pils e n,  C z e c h R e p u bli c
6 D e p art m e nt of  M e di c al  G e n eti cs, T hir d F a c ult y of  M e di ci n e,  C h arl es  U ni v ersit y, Pr a g u e,  C z e c h R e p u bli c

7 D e p art m e nt of Bi ol o g y, F a c ult y of  M e di ci n e, Sl o v a k  M e di c al  U ni v er sit y, Li m b o v a  1 2,  8 3 3  0 3,
Br ati sl a v a, Sl o v a ki a

8 I n stit ut e of  H u m a n  G e n eti c s,  U ni v er sit y of B o n n,  D- 5 3 1 2 7, B o n n,  G er m a n y
9 Di vi si o n of  M e di c al  G e n eti c s,  D e p art m e nt of Bi o m e di ci n e,  U ni v er sit y of B a s el,  4 0 0 3, B a s el,

S wit z erl a n d
1 0 D e p art m e nt of  G e n o mi c s, Lif e  & Br ai n  C e nt er,  U ni v er sit y of B o n n,  D- 5 3 1 2 7, B o n n,  G er m a n y

1 1 H e alt h Eff e ct s L a b or at or y,  D e p art m e nt of E n vir o n m e nt al  C h e mi str y,  NIL U- N or w e gi a n I n stit ut e f or
Air R e s e ar c h, I n stit utt v ei e n  1 8,  2 0 0 7,  Kj ell er,  N or w a y

1 2 Cli ni c of  O c c u p ati o n al  M e di ci n e a n d T o xi c ol o g y, J ess e ni us F a c ult y of  M e di ci n e i n  M arti n,  C o m e ni us
U ni v ersit y i n Br atisl a v a a n d  U ni v ersit y  H os pit a l  M arti n, K oll ar o v a  2,  0 3 6 0 1,  M arti n, Sl o v a ki a

1 3 C e nt er of Pri m ar y  H e alt h  C ar e R es e ar c h,  Cli ni c al R es e ar c h  C e nt er, L u n d  U ni v ersit y, 2 0 5 0 2,  M al m €o, S w e d e n
1 4 M e di zi ni s c h e F a k ult ät,  U ni v er sit ät  H ei d el b er g, I m  N e u e n h ei m er F el d  6 7 2,  6 9 1 2 0,  H ei d el b er g

C hr o m o s o m al a b err ati o n s ( C A s) i n h u m a n p eri p h-
er al bl o o d l y m p h o c yt e s ( P BL)  m e a s ur e d  wit h t h e
c o n v e nti o n al c yt o g e n eti c a s s a y h a v e b e e n u s e d f or
h u m a n bi o m o nit ori n g of g e n ot o xi c e x p o s ur e f or
d e c a d e s.  C A fr e q u e n c y i n p eri p h er al bl o o d i s a
m ar k er of c a n c er s u s c e pti bilit y. Pr e vi o u s st u di e s
h a v e s h o w n a s s o ci ati o n s b et w e e n g e n eti c v ari a nt s
i n  m et a b oli c p at h w a y,  D N A r e p air a n d  m aj or

mit oti c c h e c k p oi nt g e n e s a n d  C A s.  W e c o n d u ct e d
a g e n o m e- wi d e a s s o ci ati o n st u d y o n  5 7 6 i n di vi d-
u al s fr o m t h e  C z e c h R e p u bli c a n d Sl o v a ki a f ol-
l o w e d b y a r e pli c ati o n i n t w o diff er e nt s a m pl e s et s
of  4 8 2 (r e pli c ati o n  1) a n d  1 2 8 8 (r e pli c ati o n  2)
s a m pl e s. T o h a v e a br o a d l o o k at t h e g e n eti c s u s-
c e pti bilit y a s s o ci at e d  wit h  C A fr e q u e n c y, t h e s a m-
pl e s et s c o m p o s e d of i n di vi d u al s eit h er

Gr a nt s p o ns or:  Mi nistr y of  H e alt h;  Gr a nt n u m b ers: 2 0 0 5/ 4 2- S Z U- 2 0; 2 0 0 6/ 0 7- S Z U- 0 2; 2 0 0 5/ 4 3- S Z U- 2 1.
Gr a nt s p o ns or: Sl o v a k  Gr a nt  A g e n c y;  Gr a nt n u m b ers:  A P V T- 2 1- 0 1 7 7 0 4;  A P V T- 2 1 0 1 3 2 0 2.
Gr a nt s p o ns or:  E C;  Gr a nt n u m b ers:  CI P A- C T 9 4- 0 1 2 9;  E R BI CI 1 5- C T 9 6- 1 0 1 2;  Q L K 4- C T- 1 9 9 9- 0 1 6 2 9.
Gr a nt s p o ns or:  C h arl es  U ni v ersit y i n Pr a g u e;  Gr a nt n u m b ers:  U N C E/ M E D/ 0 0 6;  U N C E 2 0 4 0 2 2; P R O G R E S  Q 2 8;  Nr. L O 1 5 0 3.
Gr a nt s p o ns or:  N ati o n al S ci e n c e F o u n d ati o n;  Gr a nt n u m b ers: 1 8- 0 9 7 0 9 S; 1 5- 1 4 7 8 9 S.

* C orr es p o n d e n c e t o:  Y as m e e n  Ni a zi,  D e p art m e nt of  M ol e c ul ar  G e n eti c  E pi d e mi ol o g y,  G er m a n  C a n c er  R es e ar c h  C e nt er ( D K F Z), I m  N e u e n h ei m er F el d
5 8 0, 6 9 1 2 0  H ei d el b er g,  G er m a n y.  E- m ail: y. ni a zi @ d kf z. d e
† T h es e a ut h ors c o ntri b ut e d e q u all y.
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diff er e nti all y e x p o s e d t o s m o ki n g, o c c u p ati o n al /
e n vir o n m e nt al h a z ar d s, or t h e y  w er e u ntr e at e d c a n-
c er p ati e nt s. P h e n ot y p e s  w er e di vi d e d i nt o
c hr o m o s o m e- a n d c hr o m ati d-t y p e a b err ati o n s
( C S A s a n d  C T A s, r e s p e cti v el y) a n d t ot al c hr o m o-
s o m al a b err ati o n s ( C At ot). T h e ar bitr ar y c ut off p oi nt
b et w e e n i n di vi d u al s  wit h hi g h a n d l o w  C A fr e-
q u e n c y  w a s  2 % f or  C At ot a n d  1 % f or  C S A a n d
C T A. T h e d at a  w er e a n al y z e d u si n g a g e, s e x, o c c u-
p ati o n / c a n c er a n d s m o ki n g hi st or y a s c o v ari at e s.
Alt o g et h er  1 1 l o ci r e a c h e d t h e P - v al u e of  1 0− 5 i n

t h e  G W A S. R e pli c ati o n  1 s u p p ort e d t h e a s s o ci ati o n
of r s 1 3 8 3 9 9 7 ( 8 q 1 3. 3) a n d r s 2 8 2 4 2 1 5
( 2 1 q 2 1. 1) i n  C At ot a n d r s 9 8 3 8 8 9 ( 5 p 1 5. 1) i n
C T A a n al y si s. T h e s e l o ci  w er e f o u n d t o b e a s s o ci-
at e d  wit h g e n e s i n v ol v e d i n  mit o si s, r e s p o n s e t o
e n vir o n m e nt al a n d c h e mi c al f a ct or s a n d g e n e s
i n v ol v e d i n s y n dr o m e s li n k e d t o c hr o m o s o m al
a b n or m aliti e s. I d e nti fi c ati o n of n e w g e n eti c v ari a nt s
f or t h e fr e q u e n c y of  C A s off er s pr e di cti o n t o ol s f or
c a n c er ri s k i n f ut ur e. E n vir o n.  M ol.  M ut a g e n.
6 0: 1 7 – 2 8,  2 0 1 9. © 2 0 1 8  Wil e y P eri o di c al s, I n c.

K e y  w or ds: c hr o m os o m e -t y p e a b err ati o ns; c hr o m ati d-t y p e a b err ati o ns;  G W A S; si n gl e - n u cl e oti d e

p ol y m or p his m

I N T R O D U C TI O N

C hr o m os o m al a b err ati o ns ( C As) e n c o m p ass str u ct ur al a n d
n u m eri c al c hr o m os o m al a n o m ali es. Str u ct ur al  C As i n cl u d e
s p e cifi c, r e c urr e nt d el eti o ns, tr a nsl o c ati o ns, a n d i n v ersi o ns
t h at c a n o nl y b e d et e ct e d b y  m ol e c ul ar c yt o g e n eti cs s u c h as
fl u or es c e nt i n sit u h y bri di z ati o n a n d s e q u e n ci n g t e c h ni q u es
( Al b erti ni et al. 2 0 0 0).  C As t h at c a n b e c yt ol o gi c all y disti n-
g uis h e d at  m et a p h as e ar e n o n-s p e ci fi c a n d t h e y c a n b e
di vi d e d i nt o t w o  m ai n gr o u ps: c hr o m os o m e-t y p e a b err ati o ns
( C S As) a n d c hr o m ati d-t y p e a b err ati o ns ( C T As) ( H a g m ar
et al. 2 0 0 1;  Bi g n ol d 2 0 0 9;  H e m mi n ki et al. 2 0 1 5 b;  H e n g
et al. 2 0 1 6).  C S As aris e  m ai nl y as a r es ult of dir e ct  D N A
d a m a g e d uri n g G o /G 1 p h as e, b y cl ast o g e ns s u c h as i o ni zi n g
r a di ati o n a n d bl e o m y ci n.  T h e l esi o ns a c q uir e d d uri n g G o /G 1

p h as e l at er r es ult i n t h e d a m a g e of b ot h c hr o m ati ds of a c hr o-
m os o m e  w hi c h  m a y cr e at e di- c e ntri c a n d ri n g c hr o m os o m es
( Al b erti ni et al. 2 0 0 0).  A p art fr o m dir e ct  D N A d a m a g e,
a n ot h er i m p ort a nt c o ntri b ut or t o  C S A fr e q u e n c y is t el o m er e
d ysf u n cti o n. I n s o m ati c c ells  wit h criti c all y s h ort t el o m er es
a n d l o w t el o m er as e a cti vit y, t el o m er es s h ort e n, b e c o m e
er o d e d a n d p o orl y e n d- c a p p e d.  T h es e er o d e d e n ds c a n b e
r e c o g ni z e d b y n o n h o m ol o g o us e n d j oi ni n g r e p air a n d
b e c o m e att a c h e d t o n o n- h o m ol o g o us c hr o m os o m es r es ulti n g
i n f us e d, ri n g or fr a g m e nt e d c hr o m os o m es ( G ostiss a
et al. 2 0 1 1; J o n es et al. 2 0 1 2).  Ass o ci ati o n b et w e e n r el ati v e
t el o m er e l e n gt h a n d  C A fr e q u e n c y, p arti c ul arl y t h at of
C S As, h as b e e n d o c u m e nt e d i n o ur pr e vi o us st u d y
( H e m mi n ki et al. 2 0 1 5 a).  C T As ar e a r es ult of d a m a g e b y
e n vir o n m e nt al or c h e mi c al cl ast o g e ns d uri n g S/ G 2 p h as e or
d u e t o r e pli c ati o n o n a d a m a g e d  D N A t e m pl at e a n d i n v ol v e
o nl y o n e c hr o m ati d of a c hr o m os o m e.  E x a m pl es of  C T As
ar e c hr o m ati d br e a ks a n d e x c h a n g es ( D ur a nt e et al. 2 0 1 3).

C o n v e nti o n al c yt o g e n eti c e x a mi n ati o n f or  C As i n i n di-
vi d u als e x p os e d t o  m ut a g e ns a n d p ot e nti al c ar ci n o g e ns h as
b e e n us e d f or d e c a d es as a s ur v eill a n c e  m e c h a nis m f or g e n-
ot o xi c eff e ct ( C arr a n o a n d  N at ar aj a n 1 9 8 8).  M a n y  m ali g-
n a nt a n d b e ni g n h u m a n t u m ors e x hi bit c hr o m o s o m al
a b n or m aliti es ( Mit el m a n 2 0 0 0) a n d a n i n cr e as e i n t h e fr e-
q u e n c y of  C As h as b e e n f o u n d i n t h e i n ci d e nt c a n c er
p ati e nts t h us cl os el y li n ki n g  C As  wit h c a n c er d e v el o p m e nt

( V o d e n k o v a et al. 2 0 1 5). S o m e of t h e  C As o bs er v e d ar e
als o g e n er at e d d uri n g t h e c o urs e of c a n c er d e v el o p m e nt,
n e v ert h el ess  C A fr e q u e n c y i n p eri p h er al bl o o d l y m p h o-
c yt es ( P B Ls) is c o nsi d er e d t o b e a n e arl y  m ar k er of c a n c er
s us c e pti bilit y b as e d o n t h e h y p ot h e sis t h at g e n eti c d a m a g e
i n P B Ls r efl e cts si mil ar d a m a g e i n ot h er b o d y c ells u n d er-
g oi n g c ar ci n o g e n esis ( R oss n er et al. 2 0 0 5).

I nt eri n di vi d u al v ari ati o n i n t h e fr e q u e n c y of  C As, b ot h i n
u n e x p os e d a n d i n e x p os e d i n di vi d u als, h as r ais e d t h e q u esti o n
of g e n eti c pr e dis p ositi o n t o  C As. St u di es e x pl ori n g t h e g e n eti c
c a us es of i n cr e as e d  C A fr e q u e n c y h a v e  m ai nl y f o c us e d o n
mit oti c c h e c k p oi nt,  D N A r e p air, a n d  m et a b oli c g e n es a n d
f o u n d diff er e nt v ari a nts t h at ar e ass o ci at e d  wit h t h e fr e q u e n c y
of  C As ( H e m mi n ki et al. 2 0 1 5 b;  V o di c k a et al. 2 0 1 5, 2 0 1 8;
F €orsti et al. 2 0 1 6).  D es pit e t h es e fi n di n gs, t h er e still is a gr e at
n e e d t o e x pl or e t h e g e n eti c b asis of  C As. T o a c hi e v e t his g o al,
w e d esi g n e d a g e n o m e- wi d e ass o ci ati o n st u d y ( G W A S),  w hi c h
is t h e fi rst  G W A S of t his n at ur e. T h e st u d y i n cl u d e d n ot o nl y
i n di vi d u als e x p os e d t o p ot e nti al o c c u p ati o n al a n d e n vir o n m e n-
t al c ar ci n o g e ns b ut als o n e wl y di a g n os e d c a n c er p ati e nts,  w h o
m a y r e pr es e nt a p o p ul ati o n  wit h i n cr e as e d s us c e pti bilit y t o
C As, a n d i n di vi d u als  wit h n o r e c or d e d e x p os ur e t o c ar ci n o g e ns.
O ur ai m  w as t o fi n d n o v el g e n eti c v ari a nts pr e dis p osi n g t o  C As
a n d p ot e nti all y t o c a n c er a n d t o el u ci d at e t h e p ossi bl e f u n cti o n al
eff e cts of t h es e v ari a nts b y i n sili c o pr e di cti o ns.

M AT E RI AL S  A N D  M E T H O D S

All t h e s a m pl es a n d t h e i nf or m ati o n i n t h e st u d y  w er e o bt ai n e d  wit h

writt e n c o ns e nt of t h e p arti ci p a nts.  T h e pr oj e ct  w as c arri e d o ut a c c or di n g
t o t h e r ul es of t h e  D e cl ar ati o n of  H elsi n ki a n d et hi c al a p pr o v al  w as
o bt ai n e d fr o m t h e  Et hi cs  C o m mitt e e of t h e I nstit ut e of Pr e v e nti v e a n d

Cli ni c al  M e di ci n e (l at er Sl o v a k  M e di c al  U ni v ersit y), t h e  Et hi cs  C o m mitt e e
of t h e J ess e ni us F a c ult y of  M e di ci n e i n  M arti n,  C o m e ni us  U ni v ersit y i n

Br atisl a v a, t h e  Et hi cs  C o m mitt e e of t h e I nstit ut e f or  Cli ni c al a n d  E x p eri-
m e nt al  M e di ci n e a n d  T h o m a y er  H os pit al,  C z e c h  R e p u bli c a n d t h e  Et hi cs
C o m mitt e e of t h e  V F N ( G e n er al  U ni v ersit y  H os pit al i n Pr a g u e).

St u d y S u bj e cts

T h e  G W A S s a m pl e s et c o nsist e d of 6 3 9 h e alt h y i n di vi d u als; a p pr o xi-
m at el y 8 9 % of t h e m  w er e r e cr uit e d i n Sl o v a ki a,  w hil e 1 1 % c a m e fr o m t h e

C z e c h  R e p u bli c.  Bl o o d s a m pl e s  w er e t a k e n fr o m a p pr o xi m at el y e q u al

E n vir o n m e nt al a n d  M ol e c ul ar  M ut a g e n esis.  D OI 1 0. 1 0 0 2/ e m

1 8  Ni a zi et al.



n u m b er of  m al e s a n d f e m al e s.  A b o ut 5 7 % of t h e s e i n di vi d u al s  w er e

e x p o s e d t o s o m e f or m of g e n ot o xi n s d u e t o t h e n at ur e of t h eir pr of e s-
si o n s a n d t h eir e x p o s ur e  w a s a s s e s s e d b y p er s o n al d o si m et er s, t h e r e st
w er e of fi c e  w or k er s a n d l o c al r e si d e nt s; 3 0 %  w er e s elf-r e p ort e d

s m o k er s ( T a bl e I).  T h e g e n ot o xi c s u b st a n c e s i n cl u d e d  m ai nl y s m all
or g a ni c c o m p o u n d s, s u c h a s vi n yl c hl ori d e, e pi c hl or o h y dri n e a n d et h yl-

e n e o xi d e, a n e st h eti c s, h e a v y  m et al s a n d st yr e n e ( V o di c k a et al. 2 0 0 4 a,
b, 2 0 1 5,  M u s a k et al. 2 0 0 8, 2 0 1 3).  T h e r e pli c ati o n  w a s c o n d u ct e d
o n t w o diff er e nt s a m pl e s et s.  T h e fi r st r e pli c ati o n s et (r e pli c ati o n 1)

c o n si st e d of 4 8 2 i n di vi d u al s ( C z e c h, n = 4 4 9, Sl o v a k, n = 3 3) a n d t h e
s e c o n d s et (r e pli c ati o n 2)  w a s c o m p o s e d of 1 2 8 8 i n di vi d u al s ( all Sl o-
v a k), ( T a bl e I).  A b o ut 4 6 % of t h e i n di vi d u al s i n r e pli c ati o n 1  w er e

n e wl y di a g n o s e d pri m ar y c a n c er p ati e nt s r e cr uit e d b y t h e  D e p art m e nt
of  R a di ot h er a p y a n d  O n c ol o g y, F a c ult y  H o s pit al  Kr al o v s k e  Vi n o hr a d y,

Pr a g u e,  C z e c h  R e p u bli c, i n cl u di n g br e a st, c ol or e ct al a n d l u n g c a n c er
p ati e nt s; 2 9 % of t h e i n di vi d u al s i n t hi s s a m pl e s et  w er e s elf-r e p ort e d
s m o k er s ( V o di c k a et al. 2 0 1 0;  V o d e n k o v a et al. 2 0 1 5).  Bl o o d s a m pl e s

fr o m t h e c a n c er p ati e nt s  w er e dr a w n b ef or e a n y tr e at m e nt t o a v oi d a n y
tr e at m e nt-r el at e d i n cr e a s e i n t h e n u m b er of  C A s.  T h e h e alt h y i n di vi d-

u al s  w er e r e cr uit e d b y t h e  Bl o o d  C e nt er of F a c ult y  H o s pit al  Kr al o v s k e
Vi n o hr a d y, Pr a g u e,  C z e c h  R e p u bli c.

R e pli c ati o n 2 i n cl u d e d p ar ti ci p a nt s fr o m si x  m ol e c ul ar-

e pi d e mi ol o gi c al st u di e s. I n t h e s e st u di e s, t h e eff e ct s of e n vir o n m e nt al/
lif e st yl e f a ct or s i n cl u di n g s m o ki n g, al c o h ol c o n s u m pti o n, n utriti o n,

pr of e s si o n al e x p o s ur e ( a s b e st o s, st o n e  w o ol, gl a s s fi b er s, a n d r a di a-
ti o n), a n d ri s k f a ct or s s u c h a s o b e sit y a n d a gi n g o n h e alt h o ut c o m e s
w er e a s s e s s e d b y s e v er al bi o m ar k er s, i n cl u di n g c hr o m o s o m al i n st a bil-

it y.  Alt o g et h er 2 3 % of i n di vi d u al s  w er e o c c u p ati o n all y e x p o s e d  wit h
e x p o s ur e a s s e s s e d b y p er s o n al d o si m et er s a n d 2 4 %  w er e s elf-r e p ort e d
s m o k er s.  T h e n u m b er s of p arti ci p a nt s fr o m i n di vi d u al st u di e s ar e

s h o w n i n  T a bl e I; d et ail s of e a c h st u d y  w er e p u bli s h e d el s e w h er e
( D usi n s k a et al. 2 0 0 3, 2 0 0 4 a, b, 2 0 1 2,  K a ž i mír o va et al. 2 0 0 4, 2 0 0 6,

2 0 0 9;  T uli n s k a et al. 2 0 0 4; S z a b o v a et al. 2 0 1 2).

C yt o g e n eti c  Ass a y

C yt o g e n eti c a n al y sis  w a s p erf or m e d o n c ult ur e d P B L s.  T w o s h ort-
t er m P B L c ult ur e s  w er e s et u p f or e a c h s a m pl e. F or t his p ur p o s e, 0. 5  ml

of  w h ol e bl o o d  w a s a d d e d t o 4. 5  ml of  R P MI ( R o s w ell P ar k  M e m ori al
I n stit ut e)  m e di u m al o n g  wit h  L- gl ut a mi n e a n d  N a H C O3 ( Gi b c o) s u p pl e-
m e nt e d  wit h 2 0 % f et al c alf s er u m ( Gi b c o), a n d a nti bi oti c s ( p e ni cilli n a n d

str e pt o m y ci n,  Gi b c o). P h yt o h a e m a g gl uti ni n ( 0. 1 8  m g/ ml, P H A,  M ur e x)
w a s a d d e d a s a pr olif er ati o n sti m ul a nt. I n c u b ati o n  w a s d o n e at 3 7 C

wit h 5 %  C O 2 f or 4 8 h o ur s.  C ol c hi ci n e ( 0. 7 5 μ g/ ml, Si g m a)  w a s a d d e d
2 h o ur s b ef or e h ar v e sti n g t h e P B L s.  H ar v e sti n g  w a s f oll o w e d b y c e ntri-
f u g ati o n of c ell s a n d h y p ot o ni c s h o c k tr e at m e nt i n 0. 0 7 5  M  K Cl f or

2 0  mi n at 3 7 C. P B L s  w er e fi x e d t wi c e i n  m et h a n ol: gl a ci al a c eti c a ci d
( 3: 1) a n d air- dri e d pr e p ar ati o ns  w er e  m a d e. St ai ni n g of sli d e s  w a s c arri e d

o ut usi n g 5 %  Gi e m s a- R o m a n o ws ki s ol uti o n f or 5  mi n.  C ult ur e d P B L s
w er e a n al y z e d i n  m et a p h a s e st a g e u n d er a li g ht  mi cr os c o p e ( D u si n s k a
et al. 2 0 0 4 b;  K a ž i mír o va et al. 2 0 0 4;  M u s a k et al. 2 0 1 3). F or e a c h p er-

s o n, 1 0 0  mit o s e s  w er e a n al y z e d i n a d o u bl e- bli n d f a s hi o n a n d t h e fr e-
q u e n c y of diff er e nt t y p e s of  C A s ( C S As,  C T A s)  w a s r e c or d e d ( V o di c k a

et al. 2 0 1 0;  M u s a k et al. 2 0 1 3).
P h e n ot y p es a n al y z e d i n t h e ass o ci ati o n a n al ysis  w er e di vi d e d i nt o t hr e e

c at e g ori es:  C At ot (t ot al c hr o m os o m al a b err ati o ns),  C S As, a n d  C T As. F or

l o gisti c r e gr essi o n a n al ysis, t h e s a m pl es  w er e di vi d e d i nt o hi g h  C A fr e-
q u e n c y gr o u p ( C A hi g h ) a n d l o w  C A fr e q u e n c y gr o u p ( C Al o w) o n t h e b asis

of fr e q u e n c y of a b err ati o ns.  T h e t hr es h ol d f or i n cl usi o n i nt o  C A hi g h i n c as e
of  C At ot  w as  C A fr e q u e n c y ≥ 2 %  w hil e f or  C S A a n d  C T A it  w as ≥ 1 %.
T his ar bitr ar y assi g n m e nt t o  C A hi g h a n d  C A l o w gr o u ps is b as e d o n pr e vi-

o us e x p eri e n c e  wit h h u m a n g e n ot o xi c  m o nit ori n g i n t h e  C z e c h a n d Sl o v a k
p o p ul ati o ns [ D u si ns ka et al . 2 0 0 3, 2 0 0 4 a, b; Š ra m et al . 2 0 0 4;  V o di c k a
et al . 2 0 1 0;  M us a k et al . 2 0 1 3].

G W A S a n d  Q u alit y C o ntr ol

G e n ot y pi n g of t h e 6 3 9 i n di vi d u als  w as d o n e usi n g Ill u mi n a  H u m a-
n O m ni E x pr ess E x o m e 8 v 1. 3 arr a y c o m prisi n g n e arl y 1  milli o n S N Ps

t hr o u g h o ut t h e g e n o m e.  G e n er al g e n ot y pi n g q u alit y c o ntr ol ass ess m e nt
w as d o n e as pr e vi o usl y d es cri b e d b y  A n d ers o n et al. ( 2 0 1 0). I n di vi d u als

wit h dis c or d a nt g e n d er i nf or m ati o n, o utl yi n g h et er o z y g osit y a n d g e n ot y p e
c all r at es < 9 5 %  w er e e x cl u d e d.  R el at e d n ess b et w e e n s a m pl es  w as d et e ct e d
b y i d e ntit y- b y-st at e  m e as ur es. P o p ul ati o n str ati fi c ati o n  w as ass ess e d usi n g

pri n ci p al c o m p o n e nt a n al ysis. S N Ps  wit h o n e or  m or e of t h e f oll o wi n g cri-
t eri a  w er e e x cl u d e d: < 9 5 % g e n ot y p e c all r at e,  mi n or all el e fr e q u e n c y < 5 %
or  H ar d y – W ei n b er g e q uili bri u m e x a ct P- v al u e < 1 0 − 5 .  Aft er q u alit y c o n-

tr ol, 5 7 6 s a m pl es a n d 6 2 6. 0 0 4 S N Ps r e m ai n e d.  G e n ot y p es f or c o m m o n
v ari a nts a cr oss t h e g e n o m e  w er e t h e n i m p ut e d usi n g d at a fr o m t h e c o m-

bi n e d  U K 1 0 K - 1 0 0 0  G e n o m es Pr oj e ct ( p h as e 3,  O ct. 2 0 1 4)  wit h
I M P U T E 2 v 2. 3. 2 ( H o wi e et al. 2 0 1 1) aft er pr e- p h asi n g  wit h S H A P EI T
s oft w ar e v 2. 1 2 ( D el a n e a u et al. 2 0 1 1).  W e s et t hr es h ol ds f or i m p ut ati o n

q u alit y t o r et ai n b ot h p ot e nti al c o m m o n a n d r ar e v ari a nts f or v ali d ati o n.
S p e ci fi c all y, p o orl y i m p ut e d S N Ps d e fi n e d b y a n i nf or m ati o n  m etri c

I < 0. 7 0  w er e e x cl u d e d.  All g e n o mi c l o c ati o ns ar e gi v e n i n  N C BI  B uil d
3 7/ U C S C h g 1 9 c o or di n at es.  All S N Ps h a vi n g a  M A F < 5 %  w er e
e x cl u d e d.  Aft er i m p ut ati o n, t h e S N P s et c o nsist e d of 1 0. 2 5 8. 2 8 1 g e n o-

t y p e d a n d i m p ut e d S N Ps.  T his S N P s et c o nsisti n g of b ot h g e n ot y p e d a n d
i m p ut e d S N Ps  w as us e d f or ass o ci ati o n a n al ysis.

A ss o ci ati o n  A n al ysis

T h e c o ns e c uti v e ass o ci ati o n a n al ysis of t h e  G W A S  w as c o n d u ct e d b y

S N P T E S T usi n g u ni v ari at e a n d  m ulti v ari at e l o gisti c r e gr essi o n a n d li n e ar
r e gr essi o n  m o d els f or e a c h of t h e t hr e e p h e n ot y p es b y i n cl u di n g t h e r el e-

v a nt c o v ari at es, a g e, s e x, o c c u p ati o n al e x p os ur e a n d s m o ki n g st at us.  T h e
ass o ci ati o n d at a  w er e vis u ali z e d t hr o u g h  Mi a mi pl ots  wit h g e n er all y
a c c e pt e d s u g g esti v e si g ni fi c a n c e t hr es h ol d of P = 5. 0 × 1 0 − 5 a n d t h e

g e n o m e- wi d e si g ni fi c a n c e t hr es h ol d of P = 5. 0 × 1 0 – 8, usi n g t h e  G e n eti c
a n al ysis p a c k a g e ( g a p) f or  C R A N  R 2. 1 5 a n d o d ds r ati os ( O Rs), eff e ct
si z es a n d 9 5 % c o n fi d e n c e i nt er v als ( CIs)  w er e o bt ai n e d f or t h e eff e cti v e

all el e i n t h e a d diti v e  m o d el.

I n silic o A n al ysis

I n sili c o a n al ysis  w as d o n e usi n g diff er e nt bi oi nf or m ati cs t o ols t o
e x a mi n e f u n cti o n al c o ns e q u e n c es of t h e hi g hl y ass o ci at e d S N Ps.  T h es e

t o ols i n cl u d e d  L o c us z o o m t o pl ot t h e l o c us of i nt er est, t o s e e t h e ori e nt a-
ti o n of g e n es i n t h e r e gi o n, li n k a g e dis e q uili bri u m b et w e e n t h e S N Ps a n d

r e c o m bi n ati o n r at e, ( Pr ui m et al. 2 0 1 0),  U C S C g e n o m e br o ws er
( R os e n bl o o m et al. 2 0 1 5) a n d  H a pl or e g ( W ar d a n d  K ellis 2 0 1 2) t o i n v esti-
g at e t h e pr es e n c e of a n y r e g ul at or y el e m e nts li k e pr o m ot ors, e n h a n c ers

a n d tr a ns cri pti o n f a ct or bi n di n g sit es, a n d t o s e e t h e p ot e nti al f u n cti o ns
a n d e x pr essi o n eff e cts fr o m e Q T L st u di es of all hi g hl y li n k e d S N Ps o n

c a n di d at e t ar g et g e n es.  R e g ul o m e  D B  w as us e d t o pr e di ct t h e li k el y c ell
t y p es of a cti o n, v ari a nt s c or es, r e gi o ns of  D N as e h y p ers e nsiti vit y, a n d his-
t o n e  m o difi c ati o ns ( B o yl e et al. 2 0 1 2).  A t ot al of 1 1 S N Ps  w er e s el e ct e d

f or r e pli c ati o n as a r es ult of i n sili c o a n al ysis.

V ali d ati o n a n d R e pli c ati o n

T h e s el e ct e d S N Ps  w er e v ali d at e d i n a s m all s a m pl e s et of 1 4 9 i n di vi d-
u als fr o m t h e  G W A S a n d r e pli c at e d i n 2 diff er e nt r e pli c ati o n s ets.  V ali d a-

ti o n a n d r e pli c ati o n  w er e c arri e d o ut t hr o u g h  T a q M a n ( T h er m o Fis h er
S ci e nti fi c,  D ar mst a dt,  G er m a n y) all eli c dis cri mi n ati o n g e n ot y pi n g ass a ys.
G e n ot y p e d et e cti o n  w as p erf or m e d usi n g  A p pli e d  Bi os yst e ms  Vii A ™ 7

R e al- Ti m e P C R S yst e m, ( Lif e t e c h n ol o gi es,  G er m a n y).

E n vir o n m e nt al a n d  M ol e c ul ar  M ut a g e n esis.  D OI 1 0. 1 0 0 2/ e m
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St atisti c al  A n al ysis

P ost r e pli c ati o n a n al ysis  w as p erf or m e d usi n g P LI N K v 1. 9 0 b 3. 3 0

( P ur c ell et al. 2 0 0 7) ( htt p:// p n g u. m g h. h ar v ar d. e d u/ p ur c ell/ pli n k/).  Eff e ct
si z es, 9 5 %  CIs a n d c orr es p o n di n g P - v al u es  w er e c al c ul at e d b y usi n g l o gis-
ti c a n d li n e ar r e gr essi o n  m o d els.  All  m o d els  w er e c orr e ct e d f or t h e s a m e

c o v ari at es as  wit h t h e  m o d el a b o v e; i n t h e a n al ysis of r e pli c ati o n 1, c a n c er
st at us  w as i n cl u d e d t o t h e c o v ari at es.  A  m et a- a n al ysis f or t h e  G W A S a n d
t h e t w o r e pli c ati o n s ets  w as p erf or m e d usi n g t h e  G W A M A s oft w ar e

( M ä gi a n d  M orris 2 0 1 0).  H et er o g e n eit y  w as ass ess e d b y t h e I2 st atisti cs
(i nt er pr et e d as l o w < 0. 2 5,  m o d er at e 0. 5 0 a n d hi g h > 0. 7 5).

R E S ULT S

T h e n u m b er of s u bj e cts i n  C A hi g h a n d  C A l o w f or  C At ot,
C T A a n d  C S A, a n d t h eir distri b uti o n a m o n g t h e c o v ari at es
( a g e, s e x, s m o ki n g, o c c u p ati o n al e x p os ur e, a n d c a n c er st a-
t u s) f or t h e t hr e e st u d y s a m pl e s ets ( G W A S, r e pli c ati o n
1 a n d r e pli c ati o n 2) is s u m m ari z e d i n  T a bl e I.  T h es e c o v-
ari at es  w er e c h os e n b e c a us e t h e y  w er e pr o v e n t o e x ert a
si g nifi c a nt eff e ct o n  C A fr e q u e n c y i n pr e vi o u s st u di es
( V o di c k a et al. 2 0 1 0;  H e m mi n ki et al. 2 0 1 5 b;  V o d e n k o v a

et al. 2 0 1 5).  Ass o ci ati o n of b a c k gr o u n d v ari a bl es of s e x,
a g e, s m o ki n g, o c c u p ati o n al e x p os ur e, a n d c a n c er st at us
wit h  C A fr e q u e n c y  w as t est e d  wit h l o gi sti c r e gr essi o n
m o d el o n  C At ot.  A c c or di n g t o t his a n al ysis, o c c u p ati o n al
e x p os ur e si g ni fi c a ntl y i n fl u e n c e d  C A fr e q u e n c y i n t h e
G W A S ( P = 1. 2 1 × 1 0 − 9 ). I n r e pli c ati o n 1, t h e  m ost si g nif-
i c a nt v ari a bl e aff e cti n g  C A fr e q u e n c y  w as c a n c er st at u s
(P = 7. 5 6 × 1 0 − 6 ),  w hil e i n r e pli c ati o n 2, t h e eff e ct of
o c c u p ati o n al e x p os ur e  w as  m o d er at e ( P = 0. 0 0 9).  T h e
eff e ct of a g e  w as  m o d er at e i n t h e  G W A S ( P = 0. 0 1) a n d
r e pli c ati o n 1 (P = 0. 0 1) s a m pl e s ets b ut si g ni fi c a nt i n t h e
r e pli c ati o n 2 (P = 2. 5 9 × 1 0 − 7 ). S m o ki n g hist or y h a d a si g-
ni fi c a nt ass o ci ati o n  wit h  C A fr e q u e n c y i n t h e r e pli c ati o n
1 ( P = 0. 0 0 1) a n d r e pli c ati o n 2 ( P = 0. 0 0 6) b ut n ot i n t h e
G W A S ( P = 0. 9 6).  G e n d er  w as n ot ass o ci at e d  wit h  C A fr e-
q u e n c y i n t h e  G W A S a n d r e pli c ati o n 1 ( P = 0. 5 7 a n d 0. 1 3,
r es p e cti v el y), b ut it  w as  m o d er at el y ass o ci at e d i n r e pli c a-
ti o n 2 (P = 0. 0 2).  As s h o w n i n  T a bl e II, t h er e  w er e s o m e
diff er e n c es i n t h e  m e di a n,  m e a n,  mi ni m u m, a n d  m a xi m u m
v al u es of  C At ot,  C S A, a n d  C T A a m o n g t h e t hr e e d at a s ets.
I n t h e  G W A S a n d r e pli c ati o n 1, t h e  m e a n fr e q u e n c y of

T A BL E I. C h a r a ct e ri z ati o n of t h e St u d y  P o p ul ati o n I n cl u di n g  Dist ri b uti o n of  Hi g h ( C A hi g h ) a n d  L o w  C h r o m os o m al  A b e r r ati o n
l e v el ( C Al o w)  A m o n g  C At ot,  C S A a n d  C T A  C at e g o ri es a n d  A c c o r di n g t o  M aj o r  C o nf o u n d e rs,  A g e, S e x, S m o ki n g,  O c c u p ati o n al
E x p os u r e a n d  C a n c e r St at us.

G W A S P 1 2 R e pli c ati o n 1 P 1 2 R e pli c ati o n 2 P 1 2

M e a n a g e S D 4 4. 6 4 1 2. 7 0 0. 0 1 5 9. 6 3 1 2. 8 8 0. 0 1 4 4 3. 8 1 5. 5 7 2. 5 9 E- 0 7
F e m al e/ M al e  % 5 1. 7/ 4 8. 3 0. 5 7 5 3. 6/ 4 6. 4 0. 1 3 5 7. 7/ 4 2. 3 0. 0 2
S m o ki n g  Y es/ N o  % 3 0. 5/ 6 9. 5 0. 9 6 2 9. 3/ 7 0. 7 0. 0 0 1 2 4. 1/ 7 5. 9 0. 0 0 6

C At ot 1 n o. ( C A hi g h
2 / C Al o w

3 ) 3 5 1/ 2 2 54 3 0 4/ 1 7 8 2 9 5/ 9 9 3
C T A 5 n o. ( C A hi g h / C Al o w) 3 6 7/ 2 0 9 4 3 5 0/ 1 3 2 3 8 7/ 9 0 1

C S A 6 n o. ( C A hi g h / C Al o w) 3 4 9/ 2 2 7 4 2 6 8/ 2 1 4 3 6 7/ 9 2 1
O c c u p ati o n al e x p os ur e  % 5 7. 6 1. 2 1 E- 0 9 2 3. 1 0. 0 0 9
S m all or g a ni c c o m p o u n ds % 2 1. 7

A n est h eti cs % 1 5. 5
H e a v y  m et als % 1 2

St yr e n e % 8. 5
R a di ati o n ( pil ots) % 5. 8
As b est os % 4. 6

St o n e  w o ol % 7. 1
Gl ass fi b ers % 5. 8
C a n c er  % 4 6. 1 7. 5 6 E- 0 6

Br e ast c a n c er % 2 3. 4
C ol or e ct al c a n c er % 1 4. 3

L u n g c a n c er % 8. 3
Ot h ers 4 2. 4 7 5 3. 9 8 1 0. 7 7 / 1 8. 89 / 2 0. 51 0 / 2 6. 91 1

1 ( T ot al c hr o m os o m al a b err ati o ns)
2 ( N o. of i n di vi d u als i n hi g h c hr o m os o m al a b err ati o ns gr o u p)
3 ( N o. of i n di vi d u als i n l o w c hr o m os o m al a b err ati o ns gr o u p)
4 ( N o. of i n di vi d u als aft er t h e q u alit y c o ntr ol)
5 ( C hr o m ati d t y p e a b err ati o ns)
6 ( C hr o m os o m e t y p e a b err ati o ns)
7 ( Offi c e  w or k ers a n d l o c al r esi d e nts)
8 ( Bl o o d d o n ors)
9 ( O b esit y st u d y)
1 0 ( A gi n g st u d y)
1 1 ( V e g et ari a ns a n d n utriti o n st u di es)
1 2 ( P v al u es b as e d o n bi n ar y r e gr essi o n  m o d el e x hi biti n g t h e  m o d ul ati o n i n fr e q u e n c y of t ot al c hr o m os o m al a b err ati o ns b y  m aj or c o nf o u n d ers a g e, s e x,

s m o ki n g a n d o c c u p ati o n al e x p os ur e).

E n vir o n m e nt al a n d  M ol e c ul ar  M ut a g e n esis.  D OI 1 0. 1 0 0 2/ e m
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C At ot  w as a b o ut 2 % a n d it  w as a b o ut 1 % f or  C S A a n d
C T A,  w hil e i n r e pli c ati o n 2, t h e fr e q u e n ci es  w er e a b o ut
1 % a n d 0. 5 %, r es p e cti v el y.  Li n e ar  mi x e d  m o d el  w a s als o
us e d t o t est t h e ass o ci ati o n of c o v ari at es  wit h  C A fr e-
q u e n c y a n d t h e r es ults  w er e v er y si mil ar t o t h os e fr o m
l o gisti c  m o d el.

B ot h l o gisti c a n d li n e ar r e gr essi o n  m o d els  w er e a p pli e d
f or a n al ysis of t h e p h e n ot y p es  C At ot,  C T A, a n d  C S A.
Alt o g et h er 1 1 l o ci, 6 fr o m t h e  C At ot a n d 5 fr o m t h e  C T A
a n al ysis,  w er e c h os e n f or r e pli c ati o n a n d t h e  m ost si g ni fi -
c a nt S N Ps  wit h P < 1 x 1 0 − 5 fr o m t h es e l o ci  w er e s el e ct e d
o n t h e b asis of i n sili c o a n al ys es ( T a bl e III). S el e ct e d S N Ps

T A BL E II. Dist ri b uti o n of  C At ot,  C S A a n d  C T A i n t h e  T h r e e  D at a S ets

N o. of I n di vi d u als 2 M e a n S D 1 M e di a n R a n g e

G W A S 5 7 6 C At ot 1. 9 4 1. 2 9 2 0 – 7
C S A 0. 9 8 1. 0 4 1 0 – 6

C T A 0. 9 7 0. 9 9 1 0 – 6
R e pli c ati o n 1 4 8 2 C At ot 2. 2 1 1. 5 7 2 0 – 8

C S A 0. 8 8 1. 0 3 6 1 0 – 5

C T A 1. 3 2 1. 2 2 1 0 – 7
R e pli c ati o n 2 1 2 8 8 C At ot 0. 9 5 1. 3 5 0 0 – 1 1

C S A 0. 5 1 1. 0 2 0 0 – 1 1
C T A 0. 4 4 0. 7 8 0 0 – 6

1 M e a n n u m b er of a b err ati o ns p er h u n dr e d c ells
2 N u m b er of i n di vi d u als i n t h e st u d y

T A BL E III. I n sili c o P r e di cti o ns f o r t h e S el e ct e d  V a ri a nts.  F u n cti o n al a n n ot ati o ns f r o m t h e  E N C O D E b as e d t o ol  H a pl o r e g v 4. 1
( htt p:// w w w. b r o a di nstit ut e. o r g/ m a m m als/ h a pl o r e g/ h a pl o r e g. p h p) a n d e Q T L a n al ysis a c c o r di n g t o  G T E x  P o rt al ( htt p:// w w w.
gt e x p o rt al. o r g/ h o m e/)

C hr o m os o m e S N P

N o. of
S N Ps  wit h

r 2 > 0. 8

Pr o m ot or
hist o n

m ar ks

E n h a n c er
hist o n e

m ar ks

Pr ot ei ns

b o u n d  D N As e

M otifs

c h a n g e d

e Q T L

hits

G e n c o d e

g e n es  T y p e

2 rs 1 7 2 1 5 7 9 2 7  B R S T 1 ,  B R N2 1 4 tiss u es
( B L D3 )

E S D R 4 H M G-I Y,
Irf,  N k x 2

K L F 7 3 0- U T R

3 rs 3 4 0 8 2 8 2 4 tiss u es
( B L D)

1 6 alt er e d
m otifs

1 hit I L 5 R A 3 0- U T R

5 rs 9 8 3 8 8 9 2 7 5 tiss u es 1 0 tiss u es 5 tiss u es  T C F 1 2,  T C F 4 F B X L 7 I ntr o ni c
8 rs 1 3 8 3 9 9 7 3 7 2 1 tiss u es

( B L D)
2 1 tiss u es

( B L D)
C T C F,

S M C 3,

E G R 1,
T B P

1 2 tiss u es
( B L D)

B D P 1,  C T C F,
N F-I

2 hits  R P 1 1-
3 8 3 H 1 3. 1

I ntr o ni c

9 rs 1 2 0 0 2 6 2 8 1 7 H o x a 4,

H o x b 8

T R P M 3 5 0 - U T R

9 rs 7 0 2 5 0 8 9 5 3  E S D R,

B L D,  L N G 5
2 1 tiss u es

( B L D)

C T C F 9 tiss u es 1 0 alt er e d

m otifs

2 hits  M E D 2 7 I ntr o ni c

9 rs 1 6 9 3 1 1 6 7 1 LI V 6 ,
H R T 7 ,

P A N C

5 alt er e d
m otifs

P T P R D I ntr o ni c

9 rs 7 0 3 3 7 2 9 9  E S D R,  GI 8 6 tiss u es P L C N T 9 Ari d 5 b,  N R S F 4 hits F A M 1 5 4 A I ntr o ni c

1 4 rs 8 0 0 3 6 4 2 2 6 S P L N 1 0 1 1 tiss u es Irf, S o x R P 1 1- 7 2 5 G 5. 2 I ntr o ni c
2 1 rs 2 8 2 4 2 1 5 1 8 A F 2 1 2 8 3 1. 2 5 0 - U T R
2 1 rs 2 8 3 7 6 1 9 1 3 E R al p h a- a,

Irf, p 3 0 0

D S C A M I ntr o ni c

1 ( Br e ast)
2 ( Br ai n)
3 ( Bl o o d)
4 ( E S C _ D eri v e d)
5 ( L u n g)
6 ( Li v er)
7 ( H e art)
8 ( G astr oi nt esti n al tr a ct)
9 ( Pl a c e nt a)
1 0 ( S pl e e n)
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w er e g e n ot y p e d i n t h e r e pli c ati o n s ets.  All s el e ct e d l o ci
c o nt ai n e d at l e a st o n e dir e ctl y g e n ot y p e d S N P a n d t h e
g e n ot y pi n g a c c ur a c y  w a s c o n fi r m e d i n a s m all s u b s et of
G W A S s a m pl e s.  N o S N P a s s o ci ati o n s at t h e l e v el of
P < 1 × 1 0 − 5 w er e f o u n d i n  C S A.

I n c as e of  C At ot, t h e l o gisti c r e gr essi o n  m o d el s h o w e d
m or e si g ni fi c a nt ass o ci ati o ns t h a n t h e li n e ar  m o d el, h o w-
e v er, al m ost all t h e l o ci s h o w e d si mil ar tr e n ds i n t h e li n e ar
m o d el as  w ell.  T his is e vi d e nt fr o m t h e  Mi a mi pl ot
( Fi g. 1).  T w o S N Ps i n c hr o m os o m e 9 (rs 1 2 0 0 2 6 2 8 a n d
rs 1 6 9 3 1 1 6 7) al m ost r e a c h e d t h e g e n o m e- wi d e si g nifi c a n c e
l e v el of 5 x 1 0− 8 (P = 4. 7 8 × 1 0 − 7 a n d 2. 6 6 × 1 0 − 7 , r es p e c-
ti v el y,  T a bl e I V). F or all S N Ps, e x c e pt f or rs 1 6 9 3 1 1 6 7, r e p-
li c ati o n 1 s h o w e d  O Rs o n t h e s a m e dir e cti o n as i n t h e
G W A S a n d t h e str o n g est ass o ci ati o ns i n t h e  m et a- a n al ysis
w er e f or rs 1 3 8 3 9 9 7 at 8 q 1 3. 3 ( O R 0. 6, 9 5 % CI 0. 4 9 – 0. 7 3,
P = 3. 4 4 × 1 0 − 7 ) a n d rs 2 8 2 4 2 1 5 at 2 1 q 2 1. 1 ( O R 1. 5 7,
9 5 % CI 1. 2 9 – 1. 9 1, P = 8. 7 × 1 0 − 6 ).  R e pli c ati o n 2 di d n ot
gi v e  m u c h s u p p ort f or t h e  G W A S ass o ci ati o ns, a n d t h e
str o n g est ass o ci ati o n i n t h e  m et a- a n al ysis of all p o p ul ati o ns
wit h P = 4. 0 1 x 1 0 − 5 w as f or rs 1 2 0 0 2 6 2 8 at 9 q 2 1. 1 3.  T h e
h et er o g e n eit y b et w e e n t h e t hr e e p o p ul ati o ns  w as  m o d er at e
t o hi g h as i n di c at e d b y t h e I2 v al u es ( T a bl e I V).

F or t h e  C T A a n al ysis, o n t h e ot h er h a n d, hi g h er ass o ci a-
ti o ns  w er e f o u n d i n t h e li n e ar  m o d el as c o m p ar e d t o t h e
l o gisti c  m o d el ( Fi g. 2). I n  C T A, fi v e S N Ps s h o w e d a n ass o-
ci ati o n at t h e s u g g esti v e l e v el of si g ni fi c a n c e ( T a bl e  V).
H er e als o, t h e  G W A S a n d r e pli c ati o n 1 s h o w e d  m or e si mil ar
ass o ci ati o ns t h a n t h e  G W A S a n d r e pli c ati o n 2 a n d t h e h et-
er o g e n eit y  m e as ur e d b y t h e I2 v al u es  w as hi g h. I n t h e  m et a-
a n al ysis of t h e  G W A S a n d r e pli c ati o n 1, o n e ass o ci ati o n,

rs 9 8 3 8 8 9 at 5 p 1 5. 1 r e m ai n e d st atisti c all y si g nifi c a nt at t h e
s u g g esti v e l e v el (P = 1. 0 6 × 1 0 − 5 ) a n d n o si g nifi c a nt ass o ci-
ati o ns  w er e o bs er v e d i n t h e  m et a- a n al ysis of all t hr e e p o p u-
l ati o ns.  Alt h o u g h t h e S N Ps fr o m t h e  G W A S  w er e s el e ct e d
b as e d o n t h e li n e ar  m o d el,  w e als o c al c ul at e d t h e  O Rs a n d
9 5 % CIs i n t h e l o gisti c  m o d el ( T a bl e  V). F or t h e  m ost si g nif-
i c a nt S N P, rs 9 8 3 8 8 9, t h e  O R  w as 0. 6 5 ( 9 5 % CI 0. 5 2– 0. 8 0)
i n t h e  m et a- a n al ysis of t h e  G W A S a n d r e pli c ati o n 1.

DI S C U S SI O N

I n h erit e d g e n eti c v ari ati o n  m a y c a us e i nt eri n di vi d u al dif-
f er e n c es i n t h e s us c e pti bilit y t o  C As.  W e t est e d t his
h y p ot h esis at t h e  w h ol e- g e n o m e l e v el i n t hr e e p o p ul ati o ns
c o m p os e d of diff er e nti all y e x p os e d i n di vi d u als t hr o u g h
s m o ki n g, o c c u p ati o n al or e n vir o n m e nt al f a ct ors, a n d
u ntr e at e d c a n c er p ati e nts. I n g e n er al, o c c u p ati o n al e x p os ur e
a n d b ei n g a n e wl y di a g n os e d c a n c er p ati e nt h a d a str o n g
i nfl u e n c e o n t h e fr e q u e n c y of  C As,  w hil e t h e g e n eti c f a c-
t ors s e e m e d t o pl a y a  mi n or r ol e.  T h e f a ct t h at t h e  G W A S
a n d r e pli c ati o n 1 s h o w e d  m or e si mil ar ass o ci ati o ns  wit h
C As t h a n t h e  G W A S a n d t h e r e pli c ati o n 2  m a y b e e x pl ai n e d
b y t h e c o m p ositi o n of t h es e t hr e e s a m pl e s ets.

I n t h e  G W A S s et,  m or e t h a n 5 0 % of t h e s u bj e cts  w er e
o c c u p ati o n all y e x p os e d t o diff er e nt c o m p o u n ds s u c h as
s m all or g a ni c c o m p o u n ds, a n est h eti cs, st yr e n e, a n d h e a v y
m et als ( S o m or o vs k a et al. 1 9 9 9;  V o di c k a et al. 2 0 0 4 a, b,
2 0 1 5,  M us a k et al. 2 0 0 8, 2 0 1 3;  H e m mi n ki et al. 2 0 1 5 b;
F €orsti et al. 2 0 1 6).  L o gisti c r e gr essi o n a n al ysis o n t his s a m-
pl e s et s h o w e d a hi g hl y si g ni fi c a nt ass o ci ati o n of i n cr e asi n g

Fi g. 1. Mi a mi pl ot f or  C At ot l o gisti c a n d li n e ar  m o d els.  T h e  Y- a xis s h o ws t h e – l o g1 0 P – v al u e of e a c h S N P a n d t h e  X-

a xis s h o ws t h eir c hr o m os o m al p ositi o n.  L o ci s el e ct e d f or r e pli c ati o n ar e hi g hli g ht e d i n gr e e n.  T h e r e d h ori z o nt al li n e
r e pr es e nts t h e g e n o m e- wi d e si g nifi c a n c e t hr es h ol d of P = 5. 0 × 1 0 − 8 a n d t h e y ell o w h ori z o nt al li n e r e pr es e nts t h e

si g nifi c a n c e t hr es h ol d of P = 5. 0 × 1 0 − 5 as s u g g esti v e l e v el of si g ni fi c a n c e.
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C A fr e q u e n c y  wit h o c c u p ati o n a n d a  m o d er at e ass o ci ati o n
wit h a g e. I n r e pli c ati o n 1, i n  w hi c h 4 6 % of i n di vi d u als
w er e i n ci d e nt c a n c er p ati e nts, a str o n g ass o ci ati o n b et w e e n
t h e fr e q u e n c y of  C As a n d c a n c er st at us  w as o bs er v e d.
T h e s e r es ults ar e als o i n c o nsist e n c e  wit h pr e vi o us st u di es
( H e m mi n ki et al. 2 0 1 5 b;  V o di c k a et al. 2 0 1 5). F or r e pli c a-
ti o n 2, a g e  w as t h e  m ost si g nifi c a ntl y ass o ci at e d f a ct or  wit h
s m o ki n g a n d o c c u p ati o n al e xp os ur e s h o wi n g a  m o d er at e
eff e ct. I n r e pli c ati o n 2, t h e eff e ct of o c c u p ati o n al e n vir o n m e nt
w as l ess si g ni fi c a nt t h a n i n t h e  G W A S s a m pl e, pr o b a bl y
b e c a us e t h e pr o p orti o n of i n di vi d u als  w h o  w er e o c c u p ati o n-
all y e x p os e d  w as o nl y 2 3 %.  T h e pr o p orti o n of i n di vi d u als
e x p os e d t o as b est os,  w hi c h is e q u all y g e n ot o xi c as t h e c h e mi-
c al c o m p o u n ds i n t h e  G W A S (I A R C  W or ki n g  Gr o u p o n t h e
E v al u ati o n of  C ar ci n o g e ni c  Ris ks t o  H u m a ns et al . 2 0 0 8;
I A R C  W or ki n g  Gr o u p o n t h e  E v al u ati o n of  C ar ci n o g e ni c
Ris ks t o  H u m a ns. a n d I nt er n ati o n al  A g e n c y f or  R es e ar c h o n
C a n c er. 2 0 1 2)  w as l ess t h a n 1 0 % of t h e st u d y gr o u p.  T h e r est
of t h e o c c u p ati o n all y e x p os e d i n di vi d u als  w er e e x p os e d t o
st o n e  w o ol a n d gl ass fi b ers  w hi c h ar e c o m p ar ati v el y l ess g e n-
ot o xi c ( D u si ns ka et al. 2 0 0 4 a, b;  B a a n a n d  Gr oss e 2 0 0 4).

Als o, a si g ni fi c a nt p art of t h e s a m pl e c o nsist e d of i n di vi d u als
fr o m t h e a gi n g, o b esit y, a n d s p e cifi c f o o d pr ef er e n c e st u di es,
w h o  w er e n o mi n all y u n e x p os e d t o g e n ot o xi c a g e nts
( D usi ns ka et al. 2 0 0 3;  K a ž i mír o va et al. 2 0 0 4, 2 0 0 6, 2 0 0 9;
S z a b o v a et al. 2 0 1 2).  T h es e diff er e n c es i n t h e c o m p ositi o n of
t h e st u d y p o p ul ati o ns  w er e als o r efl e ct e d i n t h e  C A fr e q u e n-
ci es,  w hi c h  w er e a b o ut t wi c e as hi g h i n t h e  G W A S a n d r e pli-
c ati o n 1 as c o m p ar e d t o r e pli c ati o n 2.

D u e t o t h es e p o p ul ati o n a n d  C A fr e q u e n c y diff er e n c e s
a n d b e c a u s e t h e  C As ar e  m e as ur e d as a n u m b er of a b err a-
ti o ns p er 1 0 0 c ells,  w e us e d b ot h t h e l o gisti c a n d t h e li n e ar
r e gr essi o n  m o d els t o e v al u at e t h e ass o ci ati o ns b et w e e n t h e
g e n eti c v ari a nts a n d t h e fr e q u e n ci e s of  C As.  W e a n al y z e d
t h e  C As as t hr e e p h e n ot y pi c c at e g ori es,  C At ot,  C S A a n d
C T A.  H o w e v er, n o l o ci  w er e f o u n d t o b e ass o ci at e d  wit h
C S A fr e q u e n c y.  C S As ar e als o k n o w n t o b e aff e ct e d t o a
l ess er e xt e nt b y c h e mi c al  m ut a g e ns as c o m p ar e d t o  C T As
( N at ar aj a n 1 9 9 3).  T h e S N Ps i n  C At ot c at e g or y  w er e
s el e ct e d fr o m t h e l o gi sti c  m o d el as it pr o vi d e d str o n g er
ass o ci ati o ns. I n c as e of  C T A, li n e ar  m o d el off er e d b ett er
ass o ci ati o ns t h a n t h e l o gisti c  m o d el; t his diff er e n c e c o ul d

T A BL E I V. S N Ps S el e ct e d f r o m  C At ot  M o d el a n d  T h ei r  C o r r es p o n di n g  O R, 9 5 %  CI, a n d P - v al u es i n t h e  L o gisti c  M o d el i n  T h r e e
S a m pl e S ets a n d  M et a- a n al ys es

L o gisti c  M o d el

S N P  L o c us  Mi n or all el e  M aj or all el e  M o d el  O R 9 5 %  CI P I 2

G W A S rs 1 3 8 3 9 9 7 8 q 1 3. 3  T C  C At ot 0. 5 6 0. 4 4 – 0. 7 1 5. 4 4 E- 0 6
R e pli c ati o n 1 0. 6 7 0. 4 9 – 0. 9 1 0. 0 1
R e pli c ati o n 2 1. 0 9 0. 8 9 – 1. 3 4 0. 3 9

M et a  G W A S +  R e pli c ati o n 1 1 0. 6 0. 4 9- 0. 7 3 3. 4 4 E- 0 7 0
m et a all 2 0. 8 0. 7 0- 0. 9 3 0. 0 0 2 0. 8 9

G W A S rs 1 2 0 0 2 6 2 8 9 q 2 1. 1 3  T  C  C At ot 0. 4 7 0. 3 5 – 0. 6 3 4. 7 8 E- 0 7
R e pli c ati o n 1 0. 9 3 0. 6 4 – 1. 3 3 0. 6 7
R e pli c ati o n 2 0. 7 9 0. 6 0 – 1. 0 3 0. 0 8

M et a  G W A S +  R e pli c ati o n 1 0. 6 1 0. 4 8 – 0. 7 8 7. 6 8 E- 0 5 0. 8 9
m et a all 0. 6 8 0. 5 7 – 0. 8 2 4. 0 1 E- 0 5 0. 8 1

G W A S rs 7 0 2 5 0 8 9 9 q 3 4. 1 3  C A  C At ot 0. 5 5 0. 4 2 – 0. 7 0 7. 9 7 E- 0 6
R e pli c ati o n 1 0. 8 6 0. 6 3 – 1. 1 8 0. 3 5
R e pli c ati o n 2 1. 1 9 0. 9 5 – 1. 4 7 0. 1 3

M et a  G W A S +  R e pli c ati o n 1 0. 6 6 0. 5 3 – 0. 8 1 1. 0 2 E- 0 4 0. 8
m et a all 0. 8 7 0. 7 5 – 1. 0 2 0. 0 8 0. 9

G W A S rs 1 6 9 3 1 1 6 7 9 p 2 3 T C  C At ot 2. 5 5 1. 7 6 – 3. 7 1 2. 6 6 E- 0 7
R e pli c ati o n 1 0. 7 7 0. 5 2 – 1. 1 2 0. 1 7
R e pli c ati o n 2 0. 9 6 0. 7 3 – 1. 2 8 0. 8

M et a  G W A S +  R e pli c ati o n 1 1. 4 1 1. 0 7 – 1. 8 6 0. 0 2 0. 9 5
m et a all 1. 1 7 0. 9 6 – 1. 4 2 0. 1 3 0. 9 2
G W A S rs 2 8 2 4 2 1 5 2 1 q 2 1. 1  C A  C At ot 1. 8 1. 4 0 – 2. 3 0 3. 2 7 E- 0 6

R e pli c ati o n 1 1. 2 7 0. 9 4 – 1. 7 0. 1 2
R e pli c ati o n 2 1. 0 2 0. 8 3 – 1. 2 4 0. 8 8

M et a  G W A S +  R e pli c ati o n 1 1. 5 7 1. 2 9 – 1. 9 1 8. 7 0 E- 0 6 0. 7 3
m et a all 1. 2 6 1. 1 0 – 1. 4 5 0. 0 0 1 0. 8 4
G W A S rs 2 8 3 7 6 1 9 2 1 q 2 2. 2  G A  C At ot 0. 6 1 0. 4 7 – 0. 7 7 5. 5 1 E- 0 6

R e pli c ati o n 1 0. 9 4 0. 7 1 – 1. 2 4 0. 6 4
R e pli c ati o n 2 0. 9 7 0. 8 – 1. 1 8 0. 7 8

M et a  G W A S +  R e pli c ati o n 1 0. 7 1 0. 5 8 – 0. 8 5 3. 6 5 E- 0 4 0. 8 6
m et a all 0. 8 3 0. 7 2 – 0. 9 5 0. 0 1 0. 8 4

1 ( M et a- a n al ysis b et w e e n t h e  G W A S a n d r e pli c ati o n 1)
2 ( M et a- a n al ysis b et w e e n all t hr e e s a m pl e s ets i. e.  G W A S s a m pl e s et, r e pli c ati o n 1 a n d r e pli c ati o n 2)

E n vir o n m e nt al a n d  M ol e c ul ar  M ut a g e n esis.  D OI 1 0. 1 0 0 2/ e m
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b e attri b ut e d t o t h e diff er e n c e i n  C A hi g h / C Al o w c ut off p oi nt
f or  C T A s ( 1 %) a n d  C At ot ( 2 %).  A li n e ar r e gr essi o n is b uilt
o n c o nti n u o us v ari a bl es as o ut c o m e. It h as a hi g h er pr e ci-
si o n, a n d it pr o vi d es  m or e st atisti c al p o w er  wit h a s m all er
s a m pl e s et ( M a c C all u m et al. 2 0 0 2).

I n s pit e of diff er e n c e s i n t h e st u d y p o p ul ati o ns, fi v e o ut
of si x  C At ot v ari a nts s h o w e d  O Rs i n t h e s a m e dir e cti o n
b ot h i n t h e  G W A S a n d r e pli c ati o n 1.  T w o S N Ps
(rs 1 3 8 3 9 9 7 a n d rs 2 8 2 4 2 1 5) r e a c h e d t h e s u g g esti v e si g nifi -
c a n c e P - v al u e of 1 × 1 0 − 5 i n t h e  m et a- a n al ysis b et w e e n t h e
G W A S a n d r e pli c ati o n 1.  A d diti o n of r e pli c ati o n 2 t o t h e
m et a- a n al ysis r es ult e d i n o nl y o n e  m ar gi n al ass o ci ati o n
(rs 1 2 0 0 2 6 2 8, P - v al u e 4. 0 1 × 1 0 − 5 ).  V ari a nts i n v ol v e d i n
C T A di d n ot h a v e si g ni fi c a nt s u p p ort fr o m t h e r e pli c ati o ns
eit h er.  O nl y o n e v ari a nt (rs 9 8 3 8 8 9) r e a c h e d t h e si g ni fi c a n c e
l e v el of P = 1 × 1 0 − 5 i n t h e  m et a- a n al ysis of t h e  G W A S
a n d r e pli c ati o n 1. Si mil ar t o a n y  G W A S, all ass o ci at e d l o ci
w er e l o c at e d i n t h e n o n c o di n g r e gi o n of t h e g e n o m e, a n d
w e e v al u at e d t h eir p ot e nti al f u n cti o n al c o ns e q u e n c es usi n g
s e v er al i n sili c o t o ols a n d t h e e xisti n g lit er at ur e d at a.

O n e of t h e  m ost str o n gl y ass o ci at e d S N Ps i n t h e  C At ot
a n al ys e s  w as l o c at e d i n t h e g e n e r el at e d t o tr a nsi e nt r e c e p-
t or p ot e nti al ( T R P) c ati o n c h a n n els.  Rs 1 3 8 3 9 9 7 is  m a p p e d
t o t h e 8 q 1 3. 3 l o c us t h at c o d es f or a n a ntis e ns e tr a ns cri pt.
T his n at ur al a ntis e ns e tr a ns cri pt ( N A T) is a ntis e ns e t o t h e
m us c uli n ( M S C ) g e n e a n d t h e  T R P c ati o n c h a n n el s u bf a m-
il y  A  m e m b er 1 (T R P A 1 ) g e n e.  N A Ts ar e k n o w n t o r e g u-
l at e t h e e x pr essi o n of t h eir c orr es p o n di n g s e ns e tr a ns cri pt
( Wi g ht a n d  W er n er 2 0 1 3).  A n ot h er S N P rs 1 2 0 0 2 6 2 8 o n
c hr o m o s o m e 9 q 2 1. 1 3,  w hi c h r e a c h e d t h e s u g g esti v e l e v el

of si g ni fi c a n c e i n  m et a- a n al ysis b et w e e n  G W A S a n d r e pli-
c ati o n 1, is pr es e nt at 5. 8 k b 5 0 t o a n ot h er  T R P f a mil y pr o-
t ei n T R P M 3 g e n e  wit h  m a n y li n k e d S N Ps i n t h e i ntr o ns of
T R P M 3. T R P c h a n n els r e g ul at e t h e  C a 2 + i o ns h o m e ost a sis
i n r es p o ns e t o e n vir o n m e nt al a n d c h e mi c al f a ct ors.  A n y
d er e g ul ati o n i n  C a 2 + distri b uti o n p att er ns c a n pr o m ot e t h e
si g ns of c a n c er d e v el o p m e nt s u c h as pr olif er ati o n,
e n h a n c e d s ur vi v al a n d i n v asi o n ( S h a p o v al o v et al. 2 0 1 6).
M S C, als o k n o w n as a cti v at e d  B- c ell f a ct or- 1 ( A B F- 1), is a
m e m b er of b asi c h eli x l o o p h eli x ( b H L H) f a mil y of tr a n-
s cri pti o n f a ct ors  w hi c h ar e i n v ol v e d i n c ell f at e d et er mi n a-
ti o n i n s e v er al d e v el o p m e nt al pr o c ess es li k e h e m at o p oi esis
a n d  m y o g e n esis ( M urr e et al. 1 9 9 4). It is  m ai nl y e x pr ess e d
i n a cti v at e d  B c ells i n h u m a ns a n d  E B V-tr a n sf or m e d l y m-
p h o bl ast oi d c ell li n es ( M ass ari et al. 1 9 9 8).  A B F- 1 is c a p a-
bl e of i n hi biti n g t h e tr a ns a cti v ati o n c a p a bilit y of  E 4 7 i n
m a m m ali a n c ells.  E 4 7 is i n v ol v e d  wit h s e v er al c hr o m o-
s o m al tr a nsl o c ati o ns a n d di mi nis h e d a cti vit y of  E 4 7 c a n
l e a d t o l y m p h oi d  m ali g n a n ci es ( H er bl ot et al. 2 0 0 2).

T h e s e c o n d S N P fr o m t h e  C At ot a n al y si s, r s 2 8 2 4 2 1 5
( 2 1 q 2 1. 1) i s l o c at e d i n a l o n g i nt er g e ni c n o n c o di n g  R N A
( Li N C), a n d d el eti o n i n t hi s l o c u s h a s b e e n li n k e d t o
a uti sti c f e at ur e s  wit h c o m p l e x c hr o m o s o m al r e arr a n g e-
m e nt s ( H al d e m a n- E n gl ert et al. 2 0 1 0). I nt er e sti n gl y, t w o
ot h er S N Ps,  w hi c h  w e s el e ct e d f or r e pli c ati o n, rs 1 7 2 1 5 7 9 2
( 2 q 3 3. 3) a n d rs 2 8 3 7 6 1 9 ( 2 1 q 2 2. 2) ar e l o c at e d i n t h e g e n es
ass o ci at e d  wit h a utis m a n d  D o w n s y n dr o m e, K L F 7 ( Kr u p p el
li k e f a ct or 7) ( P es c u c ci et al. 2 0 0 3; J a n g et al. 2 0 1 5) a n d
D S C A M ( D o w n S y n dr o m e  C ell  A d h esi o n  M ol e c ul e), r es p e c-
ti v el y ( Y a m a k a w a et al. 1 9 9 8;  C v et k o vs k a et al. 2 0 1 3).

Fi g. 2. Mi a mi pl ot f or  C T A li n e ar a n d l o gisti c  m o d els.  T h e  Y- a xis s h o ws t h e – l o g1 0 P – v al u e of e a c h S N P a n d t h e  X-

a xis s h o ws t h eir c hr o m os o m al p ositi o n.  L o ci s el e ct e d f or r e pli c ati o n ar e hi g hli g ht e d i n gr e e n.  T h e r e d h ori z o nt al li n e
r e pr es e nts t h e g e n o m e- wi d e si g nifi c a n c e t hr es h ol d of P = 5. 0 × 1 0 − 8 a n d t h e y ell o w h ori z o nt al li n e r e pr es e nts t h e
si g nifi c a n c e t hr es h ol d of P = 5. 0 × 1 0 − 5 as s u g g esti v e l e v el of si g ni fi c a n c e
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C hr o m os o m al a b n or m aliti es ar e a n i m p ort a nt f e at ur e of b ot h
dis e as es ( Li a o et al. 2 0 1 3).  B ot h of t h es e S N Ps, h o w e v er,
s h o w e d o nl y  w e a k, if a n y, ass o ci ati o n  wit h  C As i n t h e
r e pli c ati o n s ets.

T h e o nl y S N P fr o m t h e  C T A a n al ysis  wit h a s u g g esti v e
l e v el of ass o ci ati o n i n t h e  G W A S a n d r e pli c ati o n 1  m et a- a n al-
ysis, rs 9 8 3 8 8 9, is a n i ntr o ni c S N P i n t h e F- b o x a n d l e u ci n e-
ri c h r e p e at pr ot ei n 7 (F B X L 7 ) g e n e. F B X L 7 b el o n gs t o F- b o x
pr ot ei ns,  w hi c h ar e i n v ol v e d i n p h os p h or yl ati o n – d e p e n d e nt
u bi q uiti n ati o n of pr ot ei ns a n d  w hi c h dis pl a y pr o a p o pt oti c
a cti vit y ( Z h e n g et al. 2 0 1 6). I n ci d e nt all y, o n e of t h e t ar g ets of
F B X L 7 is a ur or a ki n as e  A ( A U R K A ), a k n o w n o n c o g e n e,
i n v ol v e d i n r e g ul ati o n of  mit osis ( T a n g et al. 2 0 1 5).  D uri n g
l at e  G 2 p h as e,  A U R K A is r e cr uit e d t o c e ntr os o m es ( H a nis c h
et al. 2 0 0 6) a n d l at er o n pr o m ot es c e ntr os o m e  m at ur ati o n a n d
bi p ol ar s pi n dl e f or m ati o n ( Gr uss et al. 2 0 0 1). Si n c e  C T As als o
aris e d uri n g S/ G 2 p h as e ( D ur a nt e et al. 2 0 1 3), a n i n dir e ct
i n v ol v e m e nt of  A U R K A c a n b e a nti ci p at e d t o aff e ct t h e fr e-
q u e n c y of  C T As.

I n c o n cl usi o n, o ur  G W A S i d e ntifi e d 1 1 S N Ps ass o ci at e d
wit h  C A fr e q u e n c y, fr o m  w hi c h t hr e e  w er e r e pli c at e d at
t h e s u g g esti v e l e v el of si g nifi c a n c e. I n sili c o pr e di cti o ns of
f u n cti o n al c o ns e q u e n c es of t h e i d e ntifi e d S N Ps a n d t h eir
l o ci r e v e al e d t h at t h e y  w er e dir e ctl y or i n dir e ctl y r el at e d t o
diff er e nt c a n c er s.  T h e y i n cl u d e d g e n es e n c o di n g  T R P c at-
i o n c h a n n el pr ot ei ns,  w hi c h r e g ul at e t h e  C a 2 + i o ns h o m e o-
st a sis i n r es p o ns e t o e n vir o n m e nt al a n d c h e mi c al f a ct ors,
g e n es i n v ol v e d i n a utis m a n d  D o w n s y n dr o m e, t w o s y n-
dr o m es li n k e d t o c hr o m os o m al a b n or m aliti es, a n d F B X L 7 ,
w hi c h i nt er a cts  wit h  A U R K A, a n i m p ort a nt r e g ul at or of
mit osis.  Alt h o u g h d u e t o s a m pl e si z e t h e r es ults of t his
G W A S ar e n ot d e fi niti v e i n t er ms of p oi nti n g o ut t h e e x a ct
r ati o n al e b e hi n d  C As d e v el o p m e nt b ut t h e y c ert ai nl y p oi nt
t o w ar ds t h e pr o b a bl e l o ci t h at c o ul d b e i n v ol v e d i n t h e el e-
v at e d fr e q u e n c y of  C As i n t h e pr es e n c e of e n vir o n m e nt al
str e ss.

St at e m e nt of  A ut h or C o ntri b uti o ns

P V,  K H, a n d  A F d esi g n e d t h e st u d y;  H T a n d  Y N a n a-
l y z e d t h e d at a;  Y N a n d  B S p erf or m e d t h e g e n ot y pi n g; P V,
L V,  L M, S V,  M K, a n d  V V pr o vi d e d s a m pl es a n d d at a f or
G W A S a n d r e pli c ati o n 1;  M D,  B S,  A K,  M B,  K V, a n d  M S
pr o vi d e d s a m pl es a n d d at a f or r e pli c ati o n 2; P H,  M M N
w er e r es p o nsi bl e f or t h e  G W A S;  Y N  wr ot e t h e fi rst dr aft of
t h e  m a n us cri pt;  A F,  K H, P V,  L V,  M D, a n d  B S criti c all y
r e vis e d t h e  m a n us cri pt; all a ut h ors r e a d a n d a p pr o v e d t h e
fi n al  m a n us cri pt.

A C K N O WL E D G M E N T S

I n t h e  C z e c h  R e p u bli c, t h e st u d y  w as s u p p ort e d b y t h e
N ati o n al S ci e n c e F o u n d ati o n,  Gr a nt  N u m b ers: 1 5- 1 4 7 8 9 S
a n d 1 8- 0 9 7 0 9 S;  C h arl es  U ni v ersit y i n Pr a g u e,  U N C E
2 0 4 0 2 2, a n d P R O G R E S  Q 2 8;  M e di c al F a c ult y i n Pils e n,

C h arl es  U ni v ersit y i n Pr a g u e,  N ati o n al S ust ai n a bilit y
Pr o gr a m m e I,  Nr.  L O 1 5 0 3 a n d  C h arl es  U ni v ersit y  R es e ar c h
C e ntr e pr o gr a m  U N C E/ M E D/ 0 0 6.

I n t h e Sl o v a k  R e p u bli c, t h e st u d y  w as s u p p ort e d b y  E C
c o ntr a cts  Q L K 4- C T- 1 9 9 9- 0 1 6 2 9,  E R BI CI 1 5- C T 9 6- 1 0 1 2,
CI P A- C T 9 4- 0 1 2 9, Sl o v a k  Gr a nt  A g e n c y  A P V T- 2 1 0 1 3 2 0 2,
A P V T- 2 1- 0 1 7 7 0 4 a n d gr a nts fr o m t h e  Mi nistr y of  H e alt h,
Sl o v a k  R e p u bli c 2 0 0 5/ 4 3- S Z U- 2 1 a n d 2 0 0 6/ 0 7- S Z U- 0 2  M Z
S R, 2 0 0 5/ 4 2- S Z U- 2 0, S Z U.

R E F E R E N C E S

Al b erti ni  RJ,  A n d ers o n  D,  D o u gl as  G R,  H a g m ar L,  H e m mi n ki  K,  M erl o F,

N at ar aj a n  A T,  N or p p a  H, S h u k er  D E, Ti c e  R, et al. 2 0 0 0. I P C S g ui d e-

li n es f or t h e  m o nit ori n g of g e n ot o xi c eff e cts of c ar ci n o g e ns i n h u m a ns.

I nt er n ati o n al Pr o gr a m m e o n  C h e mi c al S af et y.  M ut at.  R es. 4 6 3:

1 1 1 – 1 7 2.

A n d ers o n  C A, P ett erss o n F H,  Cl ar k e  G M,  C ar d o n  L R,  M orris  A P,

Z o n d er v a n  K T. 2 0 1 0.  D at a q u alit y c o ntr ol i n g e n eti c c as e- c o ntr ol

ass o ci ati o n st u di es.  N at. Pr ot o c. 5: 1 5 6 4 – 1 5 7 3.

B a a n  R A,  Gr oss e  Y. 2 0 0 4.  M a n- m a d e  mi n er al ( vitr e o us) fi br es: e v al u a-

ti o ns of c a n c er h a z ar ds b y t h e I A R C  M o n o gr a p hs Pr o gr a m m e.

M ut at.  R es.  M ol.  M e c h.  M ut a g e n. 5 5 3: 4 3 – 5 8.

Bi g n ol d  L P. 2 0 0 9.  M e c h a nis ms of cl ast o g e n-i n d u c e d c hr o m os o m al a b err a-

ti o ns:  A criti c al r e vi e w a n d d es cri pti o n of a  m o d el b as e d o n f ail-

ur es of t et h eri n g of  D N A str a n d e n ds t o str a n d- br e a ki n g e n z y m es.

M ut at.  R es.  M ut at.  R es. 6 8 1: 2 7 1 – 2 9 8.

B o yl e  A P,  H o n g  E L,  H ari h ar a n  M,  C h e n g  Y, S c h a u b  M A,  K as o ws ki  M,

K ar c z e ws ki  KJ, P ar k J,  Hit z  B C,  W e n g S, et al. 2 0 1 2.  A n n ot ati o n

of f u n cti o n al v ari ati o n i n p ers o n al g e n o m es usi n g  R e g ul o m e D B.

G e n o m e  R es. 2 2: 1 7 9 0 – 1 7 9 7.

C arr a n o  A V,  N at ar aj a n  A T. 1 9 8 8. I nt er n ati o n al  C o m missi o n f or Pr ot e cti o n

A g ai nst  E n vir o n m e nt al  M ut a g e ns a n d  C ar ci n o g e ns. I C P E M C p u b-

li c ati o n n o. 1 4.  C o nsi d er ati o ns f or p o p ul ati o n  m o nit ori n g usi n g

c yt o g e n eti c t e c h ni q u es.  M ut at.  R es. 2 0 4: 3 7 9 – 4 0 6.

C v et k o vs k a  V,  Hi b b ert  A D,  E mr a n F,  C h e n  B E. 2 0 1 3.  O v er e x pr essi o n of

D o w n s y n dr o m e c ell a d h esi o n  m ol e c ul e i m p airs pr e cis e s y n a pti c

t ar g eti n g.  N at.  N e ur os ci. 1 6: 6 7 7– 6 8 2.

D el a n e a u  O,  M ar c hi ni J,  Z a g ur y J- F. 2 0 1 1.  A li n e ar c o m pl e xit y p h asi n g

m et h o d f or t h o us a n ds of g e n o m es.  N at.  M et h o ds 9: 1 7 9 – 1 8 1.

D ur a nt e  M,  B e df or d J S,  C h e n  DJ,  C o nr a d S,  C or nf ort h  M N,

N at ar aj a n  A T, v a n  G e nt  D C,  O b e  G. 2 0 1 3. Fr o m  D N A d a m a g e t o

c hr o m os o m e a b err ati o ns: J oi ni n g t h e br e a k.  M ut at.  R es.  T o xi c ol.

E n vir o n.  M ut a g e n. 7 5 6: 5 – 1 3.

D u si ns ka M, K a ž i mír o va A, B ar a n c o k o v a M, B e n o  M, S m ol k o v a B,

et al. 2 0 0 3.  N utriti o n al s u p pl e m e nt ati o n  wit h a nti o xi d a nts d e cr e as es

c hr o m os o m al d a m a g e i n h u m a ns.  M ut a g e n esis 1 8: 3 7 1 – 3 7 6.

D u si ns ka M, B ar a n c o k o v a M, K a ž i mír o va  A,  H arri n gt o n  V,  V ol k o v o v a K,

et al. 2 0 0 4 a.  D o es o c c u p ati o n al e x p os ur e t o  mi n er al fi br es c a us e

D N A or c hr o m os o m e d a m a g e ? I n: M ut ati o n  R es e ar c h -  F u n d a m e n-

t al a n d  M ol e c ul ar  M e c h a nis ms of  M ut a g e n esis,, p p. 1 0 3– 1 1 0.

D u si ns ka  M,  C olli ns  A,  K a ž i mír o va A, B ar a n c o k o v a  M,  H arri n gt o n  V, et al.

2 0 0 4 b. G e n ot o xi c eff e cts of as b est os i n h u m a ns. I n: M ut ati o n

R es e ar c h - F u n d a m e nt al a n d  M ol e c ul ar  M e c h a nis ms of  M ut a g e n esis ,

p p. 9 1 – 1 0 2.

D u si ns ka  M, St ar u c h o v a  M,  H ors k a  A, S m ol k o v a  B,  C olli ns  A,

et al. 2 0 1 2.  Ar e gl ut at hi o n e S tr a nsf er as es i n v ol v e d i n  D N A d a m-

a g e si g n alli n g ? I nt er a cti o ns  wit h  D N A d a m a g e a n d r e p air r e v e al e d

fr o m  m ol e c ul ar e pi d e mi ol o g y st u di es.  M ut at.  R es. - F u n d a m.  M ol.

M e c h.  M ut a g e n. 7 3 6: 1 3 0 – 1 3 7.

E n vir o n m e nt al a n d  M ol e c ul ar  M ut a g e n esis.  D OI 1 0. 1 0 0 2/ e m

2 6  Ni a zi et al.



F €orsti  A, Fr a n k  C, S m ol k o v a  B,  K a zi mir o v a  A,  B ar a n c o k o v a  M,

V y m et al k o v a  V,  Kr o u p a  M,  N a c c ar ati  A,  V o di c k o v a  L,

B u c h a n c o v a J, et al. 2 0 1 6.  G e n eti c v ari ati o n i n t h e  m aj or  mit oti c

c h e c k p oi nt g e n es ass o ci at e d  wit h c hr o m os o m al a b err ati o ns i n

h e alt h y h u m a ns.  C a n c er  L ett. 3 8 0: 4 4 2 – 4 4 6.

G ostiss a  M,  Alt F W,  C hi arl e  R. 2 0 1 1.  M e c h a nis ms t h at Pr o m ot e a n d S u p-

pr ess  C hr o m os o m al  Tr a nsl o c ati o ns i n  L y m p h o c yt es.  A n n u.  R e v.

I m m u n ol. 2 9: 3 1 9– 3 5 0.

Gr uss  OJ,  C ar a z o- S al as  R E, S c h at z  C A,  G u ar g u a gli ni  G,  K ast J,  Wil m  M,

l e  B ot  N,  V er n os I,  K ars e nti  E,  M att aj I W. 2 0 0 1.  R a n i n d u c es s pi n-

dl e ass e m bl y b y r e v ersi n g t h e i n hi bit or y eff e ct of i m p orti n α o n

T P X 2 a cti vit y.  C ell 1 0 4: 8 3 – 9 3.

H a g m ar  L, Str €o m b er g  U,  Ti n n er b er g  H,  Mi k o c z y  Z. 2 0 0 1.  T h e us ef ul n ess

of c yt o g e n eti c bi o m ar k ers as i nt er m e di at e e n d p oi nts i n c ar ci n o g e n-

esis. I nt. J.  H y g.  E n vir o n.  H e alt h 2 0 4: 4 3 – 4 7.

H al d e m a n- E n gl ert  C R,  C h a p m a n  K A,  Kr u g er  H,  G ei g er  E A,

M c D o n al d- M c Gi n n  D M, et al. 2 0 1 0.  A d e n o v o 8. 8- M b d el eti o n

of 2 1 q 2 1. 1- q 2 1. 3 i n a n a utisti c  m al e  wit h a c o m pl e x r e arr a n g e m e nt

i n v ol vi n g c hr o m os o m es 6, 1 0, a n d 2 1.  A m. J.  M e d.  G e n et. P art  A

1 5 2 A: 1 9 6 – 2 0 2.

H a nis c h  A,  W e h n er  A,  Ni g g  E A, Sillj é  H H W. 2 0 0 6.  Diff er e nt Pl k 1 f u n c-

ti o ns s h o w disti n ct d e p e n d e n ci es o n P ol o- B o x d o m ai n- m e di at e d

t ar g eti n g.  M ol  Bi ol  C ell 1 7: 4 4 8– 4 5 9.

H e m mi n ki  K,  R a c h a k o n d a S,  M us a k  L,  V y m et al k o v a  L,  H al as o v a  E,

et al. 2 0 1 5 a.  T el o m er e l e n gt h i n cir c ul ati n g l y m p h o c yt es:  Ass o ci a-

ti o n  wit h c hr o m os o m al a b err ati o ns.  G e n es  C hr o m os o m.  C a n c er 5 4:

1 9 4 – 1 9 6.

H e m mi n ki  K, Fr a n k  C, F €orsti  A,  M us a k  L,  K a zi mir o v a  A, et al. 2 0 1 5 b.

M et a b oli c g e n e v ari a nts ass o ci at e d  wit h c hr o m os o m al a b err ati o ns

i n h e alt h y h u m a ns.  G e n es  C hr o m os o m.  C a n c er 5 4: 2 6 0– 2 6 6.

H e n g  H H Q,  R e g a n S M,  Li u  G,  Y e  CJ. 2 0 1 6.  W h y it is cr u ci al t o a n al y z e n o n

cl o n al c hr o m os o m e a b err ati o ns or  N C C As ?  M ol.  C yt o g e n et. 9: 1 5.

H er bl ot S,  A pl a n P D,  H o a n g  T. 2 0 0 2.  Gr a di e nt of  E 2 A a cti vit y i n  B- c ell

d e v el o p m e nt.  M ol.  C ell.  Bi ol. 2 2: 8 8 6 – 9 0 0.

H o wi e  B,  M ar c hi ni J, St e p h e ns  M. 2 0 1 1.  G e n ot y p e i m p ut ati o n  wit h t h o u-

s a n ds of g e n o m es.  G 3 ( B et h es d a) 1: 4 5 7 – 4 7 0.

I A R C  W or ki n g  Gr o u p o n t h e  E v al u ati o n of  C ar ci n o g e ni c  Ris ks t o

H u m a ns,  W orl d  H e alt h  Or g a ni z ati o n, I nt er n ati o n al  A g e n c y f or

R es e ar c h o n  C a n c er. 2 0 0 8. 1, 3- B ut a di e n e, et h yl e n e o xi d e, a n d

vi n yl h ali d es ( vi n yl fl o uri d e, vi n yl c hl ori d e, a n d vi n yl br o mi d e).

I nt er n ati o n al  A g e n c y f or  R es e ar c h o n  C a n c er.

I A R C  W or ki n g  Gr o u p o n t h e  E v al u ati o n of  C ar ci n o g e ni c  Ris ks t o

H u m a ns, I nt er n ati o n al  A g e n c y f or  R es e ar c h o n  C a n c er. 2 0 1 2.  A

r e vi e w of h u m a n c ar ci n o g e ns.  Ars e ni c,  m et als, fi br es, a n d d usts.

I nt er n ati o n al  A g e n c y f or  R es e ar c h o n  C a n c er.

J a n g  D- H,  C h a e  H,  Ki m  M. 2 0 1 5.  A utisti c a n d  R ett-li k e f e at ur es ass o ci-

at e d  wit h 2 q 3 3. 3- q 3 4 i nt erstiti al d el eti o n.  A m. J.  M e d.  G e n et. P art

A 1 6 7: 2 2 1 3 – 2 2 1 8.
J o n es  C H, P e p p er  C,  B air d  D M. 2 0 1 2.  T el o m er e d ysf u n cti o n a n d its r ol e

i n h a e m at ol o gi c al c a n c er.  Br. J.  H a e m at ol. 1 5 6: 5 7 3– 5 8 7.

K a ž i mír o va  A,  B ar a n c o k o v a  M,  V ol k o v o v a  K, St ar u c h o v a M,

Kr aj c o vi c o v a- K u dl a c k o v a  M, et al. 2 0 0 4.  D o es a v e g et ari a n di et

i nfl u e n c e g e n o mi c st a bilit y ?  E ur. J.  N utr. 4 3: 3 2 – 3 8.
K a ž i mír o va  A,  B ar a n c o k o v a  M,  Kr aj c o vi c o v a- K u dl a c k o v a M,

V ol k o v o v a  K, St ar u c h o v a  M,  V al a c h o vi c o v a  M, P a u k o v a V,

Bl a ž íc e k P,  Ws ól o v a L, D u si ns ka  M. 2 0 0 6.  T h e r el ati o ns hi p

b et w e e n  mi cr o n u cl ei i n h u m a n l y m p h o c yt es a n d s el e ct e d  mi cr o n u-

tri e nts i n v e g et ari a ns a n d n o n- v e g et ari a ns.  M ut at.  R es. -  G e n et.

T o xi c ol.  E n vir o n.  M ut a g e n. 6 1 1: 6 4 – 7 0.

K a ž i mír o va  A,  B ar a n c o k o v a M, D ž u pi n k o v a  Z,  Ws ól o v a L, D u si ns ka M.

2 0 0 9.  Mi cr o n u cl ei a n d c hr o m os o m al a b err ati o ns, i m p ort a nt

m ar k ers of a g ei n g: P ossi bl e ass o ci ati o n  wit h  X P C a n d  X P D p ol y-

m or p his ms.  M ut at.  R es.  M ol.  M e c h.  M ut a g e n. 6 6 1: 3 5 – 4 0.

Li a o  H- M,  G a u S S- F,  Ts ai  W- C, F a n g J- S, S u  Y- C,  C h o u  M C,  Li u S K,

C h o u  WJ,  W u  Y Y,  C h e n  C H. 2 0 1 3.  C hr o m os o m al  A b n or m aliti es

i n P ati e nts  Wit h  A utis m S p e ctr u m  Dis or d ers Fr o m  T ai w a n.  A m.

J.  M e d.  G e n et. P art  B  N e ur o ps y c hi atr.  G e n et. 1 6 2: 7 3 4 – 7 4 1.

M a c C all u m  R C,  Z h a n g S, Pr e a c h er  KJ,  R u c k er  D D. 2 0 0 2.  O n t h e pr a cti c e

of di c h ot o mi z ati o n of q u a ntit ati v e v ari a bl es. Ps y c h ol.  M et h o ds 7:

1 9 – 4 0.
M ä gi  R,  M orris  A P. 2 0 1 0.  G W A M A: s oft w ar e f or g e n o m e- wi d e ass o ci a-

ti o n  m et a- a n al ysis.  B M C  Bi oi nf or m ati cs 1 1: 2 8 8.

M ass ari  M E,  Ri v er a  R R,  V ol a n d J R,  Q u o n g  M W,  Br eit T M, v a n  D o n g e n JJ M,

d e S mit  O,  M urr e  C. 1 9 9 8.  C h ar a ct eri z ati o n of  A B F- 1, a n o v el b asi c

h eli x-l o o p- h eli x tr a ns cri pti o n f a ct or e x pr ess e d i n a cti v at e d  B l y m-

p h o c yt es.  M ol.  C ell.  Bi ol. 1 8: 3 1 3 0 – 3 1 3 9.
Mit el m a n F. 2 0 0 0.  R e c urr e nt c hr o m os o m e a b err ati o ns i n c a n c er.  M ut at.

R es. 4 6 2: 2 4 7 – 2 5 3.

M urr e  C,  B ai n  G, v a n  Dij k  M A,  E n g el I, F ur n ari  B A,  M ass ari  M E,

M att h e ws J R,  Q u o n g  M W,  Ri v er a  R R, St ui v er  M H. 1 9 9 4. Str u c-

t ur e a n d f u n cti o n of h eli x-l o o p- h eli x pr ot ei ns.  Bi o c hi m.  Bi o p h ys.

A ct a 1 2 1 8: 1 2 9 – 1 3 5.

M us a k  L, S o u c e k P,  V o di c k o v a  L,  N a c c ar ati  A,  H al as o v a  E, P ol a k o v a  V,

Sl ys k o v a J, S us o v a S,  B u c h a n c o v a J, S m er h o vs k y  Z, et al. 2 0 0 8.

C hr o m os o m al a b err ati o ns i n tir e pl a nt  w or k ers a n d i nt er a cti o n  wit h

p ol y m or p his ms of bi otr a nsf or m ati o n a n d  D N A r e p air g e n es.  M ut at.

R es.  M ol.  M e c h.  M ut a g e n. 6 4 1: 3 6 – 4 2.

M us a k  L, S m er h o vs k y  Z,  H al as o v a  E,  Osi n a  O,  L et k o v a  L,  V o di c k o v a  L,

P ol a k o v a  V,  B u c h a n c o v a J,  H e m mi n ki  K,  V o di c k a P. 2 0 1 3.  C hr o-

m os o m al d a m a g e a m o n g  m e di c al st aff o c c u p ati o n all y e x p os e d t o

v ol atil e a n est h eti cs, a nti n e o pl asti c dr u gs, a n d f or m al d e h y d e. S c a n d.

J.  W or k.  E n vir o n.  H e al. 3 9: 6 1 8 – 6 3 0.

N at ar aj a n  A T. 1 9 9 3.  M e c h a nis ms f or i n d u cti o n of  m ut ati o ns a n d c hr o m o-

s o m e alt er ati ons. E n vir o n.  H e alt h P ers p e ct. 1 0 1( S u p pl): 2 2 5 – 2 2 9.

P es c u c ci  C,  M el o ni I,  Br utti ni  M,  Ari a ni F,  L o n g o I,  M ari F,  C a nit a n o  R,

H a y e k  G,  Z a p p ell a  M,  R e ni eri  A. 2 0 0 3.  C hr o m os o m e 2 d el eti o n

e n c o m p assi n g t h e  M A P 2 g e n e i n a p ati e nt  wit h a utis m a n d

R ett-li k e f e at ur es.  Cli n.  G e n et. 6 4: 4 9 7 – 5 0 1.

Pr ui m  RJ,  W el c h  R P, S a n n a S,  T esl o vi c h  T M,  C hi n es P S,  Gli e dt  T P,

B o e h n k e  M,  A b e c asis  G R,  Will er  CJ. 2 0 1 0.  L o c us Z o o m: r e gi o n al

vis u ali z ati o n of g e n o m e- wi d e ass o ci ati o n s c a n r es ults.  Bi oi nf or m at-

i cs 2 6: 2 3 3 6– 2 3 3 7.

P ur c ell S,  N e al e  B, T o d d- Br o w n  K, T h o m as L, F err eir a  M A R,  B e n d er  D,

M all er J, S kl ar P, d e  B a k k er PI W,  D al y  MJ, et al. 2 0 0 7. P LI N K: a

t o ol s et f or  w h ol e- g e n o m e ass o ci ati o n a n d p o p ul ati o n- b as e d li n k a g e

a n al ys es.  A m. J.  H u m.  G e n et. 8 1: 5 5 9 – 5 7 5.

R os e n bl o o m  K R,  Ar mstr o n g J,  B ar b er  G P,  C as p er J,  Cl a ws o n  H,

Di e k h a ns  M,  Dr es z er  T R, F ujit a P A,  G ur u v a d o o  L,  H a e ussl er  M,

et al. 2 0 1 5.  T h e  U C S C  G e n o m e  Br o ws er d at a b as e: 2 0 1 5 u p d at e.

N u cl ei c  A ci ds  R es. 4 3: D 6 7 0 – D 6 8 1.

R oss n er P,  B off ett a P,  C e p pi  M,  B o n assi S, S m er h o vs k y  Z,  L a n d a  K,

J u z o v a  D, Š ra m  RJ. 2 0 0 5.  C hr o m os o m al a b err ati o ns i n l y m p h o-

c yt es of h e alt h y s u bj e cts a n d ris k of c a n c er.  E n vir o n.  H e alt h P er-

s p e ct. 1 1 3: 5 1 7– 5 2 0.

S h a p o v al o v  G,  Rit ai n e  A, S kr y m a  R, Pr e v ars k a y a  N. 2 0 1 6.  R ol e of  T R P

i o n c h a n n els i n c a n c er a n d t u m ori g e n esis. S e mi n. I m m u n o p at h ol.

3 8: 3 5 7 – 3 6 9.

S o m or o vs k a  M, J a h n o v a  E,  T uli ns k a J, Z a m e c ní k o v a  M, S ar m a n o v a J,

et al. 1 9 9 9.  Bi o m o nit ori n g of o c c u p ati o n al e x p os ur e t o st yr e n e i n a

pl asti cs l a mi n ati o n pl a nt.  M ut at.  R es. 4 2 8: 2 5 5 – 2 6 9.

Š ra m  RJ,  R €oss n er P, Š m er h o vs k ý  Z. 2 0 0 4.  C yt o g e n eti c a n al ysis a n d o c c u-

p ati o n al h e alt h i n t h e  C z e c h  R e p u bli c.  M ut at.  R es. 5 6 6: 2 1 – 4 8.

S z a b o v a M, J a h n o v a E, H or v at h o v a M, Il a vs k a S, Pr u ž i n c o va V,

N e m ess a n yi T, T uli ns k a J, Ws ól o v a  L,  V ol k o v o v a  K. 2 0 1 2.  C h a n g es

i n i m m u n ol o gi c p ar a m et ers of h u m or al i m m u nit y a n d a di p o c yt o ki n es

i n o b es e p ers o ns ar e g e n d er d e p e n d e nt.  H u m. I m m u n ol. 7 3: 4 8 6– 4 9 2.

E n vir o n m e nt al a n d  M ol e c ul ar  M ut a g e n esis.  D OI 1 0. 1 0 0 2/ e m
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T a n g  A,  G a o  K,  C h u  L,  Z h a n g  R,  Y a n g J, et al. 2 0 1 5.  A ur or a ki n as es:

n o v el t h er a p y t ar g ets i n c a n c ers.  O n c ot ar g et 8: 2 3 9 3 7 – 2 3 9 5 4.

T uli ns k a J, J a h n o v a  E,  D u si ns ka  M,  K uri c o v a  M,  Lis k o v a  A, et al. 2 0 0 4.

I m m u n o m o d ul at or y eff e cts of  mi n er al fi br es i n o c c u p ati o n all y

e x p os e d  w or k ers. I n:  M ut ati o n  R es e ar c h - F u n d a m e nt al a n d  M ol e c-

ul ar  M e c h a nis ms of  M ut a g e n esis, p p. 1 1 1 – 1 2 4.

V o d e n k o v a S, P oli v k o v a  Z,  M us a k  L, S m er h o vs k y  Z,  Z o u b k o v a  H,

S yt ar o v a S,  K a v c o v a  E,  H al as o v a  E,  V o di c k o v a  L, Jir as k o v a  K,

et al. 2 0 1 5. Str u ct ur al c hr o m os o m al a b err ati o ns as p ot e nti al ris k

m ar k ers i n i n ci d e nt c a n c er p ati e nts.  M ut a g e n esis 3 0: 5 5 7 – 5 6 3.

V o di c k a P,  T ui m al a J, St eti n a  R,  K u m ar  R,  M a ni ni P, et al. 2 0 0 4 a.  C yt o-

g e n eti c  m ar k ers,  D N A si n gl e-str a n d br e a ks, uri n ar y  m et a b olit es,

a n d  D N A r e p air r at es i n st yr e n e- e x p os e d l a mi n ati o n  w or k ers.  E n vi-

r o n.  H e alt h P ers p e ct. 1 1 2: 8 6 7– 8 7 1.

V o di c k a P,  K u m ar  R, St eti n a  R,  M us a k  L, S o u c e k P, et al. 2 0 0 4 b.

M ar k ers of i n di vi d u al s us c e pti bilit y a n d  D N A r e p air r at e i n

w or k ers e x p os e d t o x e n o bi oti cs i n a tir e pl a nt.  E n vir o n.  M ol.

M ut a g e n. 4 4: 2 8 3 – 2 9 2.

V o di c k a P, P oli v k o v a  Z, S yt ar o v a S,  D e m o v a  H,  K u c er o v a  M,

V o di c k o v a  L, P ol a k o v a  V,  N a c c ar ati  A, S m er h o vs k y  Z,

A m br us  M, et al. 2 0 1 0.  C hr o m os o m al d a m a g e i n p eri p h er al bl o o d

l y m p h o c yt es of n e wl y di a g n os e d c a n c er p ati e nts a n d h e alt h y c o n-

tr ols.  C ar ci n o g e n esis 3 1: 1 2 3 8– 1 2 4 1.

V o di c k a P,  M us a k  L, Fr a n k  C,  K a zi mir o v a  A,  V y m et al k o v a  V,

B ar a n c o k o v a  M, S m ol k o v a  B,  D z u pi n k o v a  Z, Jir as k o v a  K,

V o d e n k o v a S, et al. 2 0 1 5. I nt er a cti o ns of  D N A r e p air g e n e v ari a nts

m o d ul at e c hr o m os o m al a b err ati o ns i n h e alt h y s u bj e cts.  C ar ci n o-

g e n esis 3 6: 1 2 9 9 – 1 3 0 6.

V o di c k a P,  M us a k  L,  V o di c k o v a  L,  V o d e n k o v a S,  C at al a n o  C, et al. 2 0 1 8.

G e n eti c v ari ati o ns of a c q uir e d str u ct ur al c hr o m os o m al a b err ati o ns.

M ut at.  R es. -  G e n et.  T o xi c ol.  E n vir o n.  M ut a g e n (I n Pr ess).

W ar d  L D,  K ellis  M. 2 0 1 2.  H a pl o R e g: a r es o ur c e f or e x pl ori n g c hr o m ati n

st at es, c o ns er v ati o n, a n d r e g ul at or y  m otif alt er ati o ns  wit hi n s ets of

g e n eti c all y li n k e d v ari a nts.  N u cl ei c  A ci ds  R es. 4 0: D 9 3 0 – D 9 3 4.

Wi g ht  M,  W er n er  A. 2 0 1 3.  T h e f u n cti o ns of n at ur al a ntis e ns e tr a ns cri pts.

Ess a ys  Bi o c h e m. 5 4: 9 1 – 1 0 1.

Y a m a k a w a  K,  H u ot  Y K,  H a e n d elt  M A,  H u b ert  R,  C h e n  X N, L y o ns  G E,

K or e n b er g J R. 1 9 9 8.  D S C A M: a n o v el  m e m b er of t h e i m m u n o gl o b u-

li n s u p erf a mil y  m a ps i n a  D o w n s y n dr o m e r e gi o n a n d is i n v ol v e d i n

t h e d e v el o p m e nt of t h e n er v o us s yst e m.  H u m.  M ol.  G e n et. 7: 2 2 7– 2 3 7.

Z h e n g  N,  W a n g  Z,  W ei  W. 2 0 1 6.  U bi q uiti n ati o n- m e di at e d d e gr a d ati o n of

c ell c y cl e-r el at e d pr ot ei ns b y F- b o x pr ot ei ns. I nt. J.  Bi o c h e m.  C ell

Bi ol. 7 3: 9 9 – 1 1 0.

A c c e pt e d b y —

F.  M ar c h etti

E n vir o n m e nt al a n d  M ol e c ul ar  M ut a g e n esis.  D OI 1 0. 1 0 0 2/ e m
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Arti cle 

C hr o m o s o m al d a m a g e a n d t el o m er e l e n gt h i n 

p eri p h er al bl o o d l y m p h o c yt e s: c a n c er ri s k a n d 

p ati e nt s’ l o n g -t er m s u r vi v al 

S o n a V o d e n k o v a 1, 2, 3, *,  Mi c h al Kr o u p a 2 , 4, Z d e n k a P oli v k o v a 1 , L u d o vit M u s a k 5 , Mil o sl a v A m b r u s 6 , 

Mi c h a el a S c h n ei d e r o v a 7 , R e n at a K o z e v ni k o v o v a 8 , L u d mil a V o di c k o v a 2, 3, 4 , Si v a r a m a kri s h n a 

R a c h a k o n d a 9 , K a ri H e m mi n ki 9 , R aji v K u m a r 9 a n d P a v el V o di c k a 2, 3, 4, * 

1  D e p a rt m e nt of M e di c al G e n eti c s, T hi r d F a c ult y of M e di ci n e, C h a rl e s U ni v e r sit y, Pr a g u e, 1 0 0 0 0, C z e c h 

R e p u bli c ; s o n a. v o d e n k o v a @i e m. c a s. c z ( S. V.); z d e n a. p oli v k o v a @lf 3. c u ni. c z ( Z. P.) 
2  D e p a rt m e nt of M ol e c ul a r Bi ol o g y of C a n c e r, I n stit ut e of E x p e ri m e nt al M e di ci n e of t h e C z e c h A c a d e m y of 

S ci e n c e s, Pr a g u e, 1 4 2 0 0, C z e c h R e p u bli c ; mi c h al. k r o u p a @i e m. c a s. c z ( M. K.) 
3  I n stit ut e of Bi ol o g y a n d M e di c al G e n eti c s, Fi r st F a c ult y of M e di ci n e, C h a rl e s U ni v e r sit y, Pr a g u e, 1 2 8 0 0, 

C z e c h R e p u bli c ; l u d mil a. v o di c k o v a @i e m. c a s. c z ( L. V.) 
4  Bi o m e di c al C e ntr e, F a c ult y of M e di ci n e i n Pil s e n, C h a rl e s U ni v e r sit y, Pil s e n, 3 2 3 0 0, C z e c h R e p u bli c ; 

p a v el. v o di c k a @i e m. c a s. c z ( P. V.) 
5  Bi o m e di c al C e nt e r M arti n, J e s s e ni u s F a c ult y of M e di ci n e, C o m e ni u s U ni v e r sit y i n Br ati sl a v a, M a rti n, 0 3 6 0 1, 

Sl o v a ki a ; L u d o vit. M u s a k @jf m e d. u ni b a. s k ( L. M.) 
6  D e p a rt m e nt of R a di ol o g y a n d O n c ol o g y, F a c ult y H o s pit al Kr al o v s k e Vi n o h r a d y, Pr a g u e, 1 0 0 3 4, C z e c h 

R e p u bli c ; mil o sl a v. a m br u s @f n k v. c z ( M. A.) 
7  D e p a rt m e nt of S u r g e r y, G e n er al U ni v e r sit y H o s pit al i n Pr a g u e, Pr a g u e, 1 2 8 0 0, C z e c h R e p u bli c ; 

s c h n ei d e r 7 7 @ s e z n a m. c z ( M. S.) 
8  D e p a rt m e nt of O n c o s u r g e r y, M E DI C O N, Pr a g u e, 1 4 0 4 4, C z e c h R e p u bli c; r e n at a. k o z e v ni k o v o v a @ o n k o-

c e ntr u m. c z ( R. K. 1 ) 
9  Di vi si o n of M ol e c ul a r G e n eti c E pi d e mi ol o g y, G e r m a n C a n c e r R e s e ar c h C e nt e r, H ei d el b e r g, 6 9 1 2 0, G er m a n y; 

s. r a c h a k o n d a @ d kf z- h ei d el b e r g. d e ( S. R.); K. H e m mi n ki @ d kf z- h ei d el b e r g. d e ( K. H.); R. K u m a r @ d kf z-

h ei d el b e r g. d e ( R. K. 2 ) 

*  C or r e s p o n d e n c e: s o n a. v o d e n k o v a @i e m. c a s. c z ( S. V.); p a v el. v o di c k a @i e m. c a s. c z ( P. V.); T el.: + 4 2 0- 2 4 1- 0 6 2- 2 5 1 

( S. V.); + 4 2 0- 2 4 1- 0 6 2- 6 9 4 ( P. V.) 

R e c ei v e d: d at e; A c c e pt e d: d at e; P u bli s h e d: d at e 

A b st r a ct: A c c u m ul ati o n of n o n- s p e cifi c st r u ct u r al c hr o m o s o m al a b e r r ati o n s ( C A s) a n d t el o m e r e 

s h o rt e ni n g c o nt ri b ut e t o g e n o m e i n st a bilit y, o n e of t h e h all m ar k s of c a n c e r. C A s ari s e a s a 

c o n s e q u e n c e of di r e ct D N A d a m a g e o r m a y b e d ri v e n b y t el o m e r e s h o rt e ni n g. C A s i n p e ri p h e r al 

bl o o d l y m p h o c yt e s ( P B L), p r o v e n m ar k e r s of e x p o s u r e, m a y p arti ci p at e i n p at h o p h y si ol o g y a n d 

p r o g r e s si o n of c a n c e r, h o w e v e r, t h e m e c h a ni s m s ar e u nr e s ol v e d. T h e p r o g n o sti c v al u e of t el o m e r e 

l e n gt h ( T L) i n c a n c e r p ati e nt s al s o r e m ai n s u n cl e a r. W e f o c u s e d o n t h e e v al u ati o n of C A s a n d T L i n 

P B L of i n ci d e nt c a n c e r p ati e nt s ( 1 5 1 br e a st, 9 6 c ol o r e ct al, 9 0 l u n g) a n d 3 3 5 c o nt r ol s. O bt ai n e d r e s ult s 

w e r e a n al y z e d t o g et h e r wit h b a s eli n e, cli ni c o- p at h ol o gi c al, a n d f oll o w- u p d at a. W e o b s e r v e d t h e 

a c c u m ul ati o n of C A s i n P B L a p p e ar a s a m ar k e r of br e a st a n d l u n g c a n c e r s u s c e pti bilit y ( P < 0. 0 0 0 1). 

I n di vi d u al s wit h l o n g e r T L w e r e at i n c r e a s e d ri s k of br e a st c a n c e r ( P < 0. 0 0 0 1). A c c u m ul ati o n of 

c h r o m ati d-t y p e a b e r r ati o n s w a s a s s o ci at e d wit h p o o r o v e r all s u r vi v al i n br e a st a n d c ol o r e ct al c a n c e r 

p ati e nt s i n a m ulti v ari at e s u r vi v al m o d el. I n c o nt r a st t o c o nt r ol s, p ati e nt s di d n ot e x hi bit a n y 

r el ati o n s hi p b et w e e n eit h e r T L a n d C A s o r T L a n d a g e. I n s u m m ar y, w e p r o vi d e d pil ot d at a o n C A s 

a n d T L i n P B L i n t h e c o nt e xt of c a n c e r ri s k a n d p ati e nt s’ l o n g -t e r m s u r vi v al. 

K e y w or d s: St r u ct u r al c hr o m o s o m al a b e r r ati o n s; T el o m e r e l e n gt h; P e ri p h e r al bl o o d l y m p h o c yt e s; 

B r e a st, C ol o r e ct al a n d L u n g c a n c e r; C a n c e r s u s c e pti bilit y; P ati e nt s’ l o n g -t e r m s u r vi v al 
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1. I nt r o d u cti o n 

T u m o ri g e n e si s i s a m ulti st e p p r o c e s s d ri v e n b y s e v e r al g e n eti c alt e r ati o n s , i n cl u di n g 

c h r o m o s o m al r e ar r a n g e m e nt s t h at c o nf e r a s el e cti v e a d v a nt a g e f o r a di vi di n g c ell [ 1] . I n a d diti o n, 

t h ei r a c c u m ul ati o n p r o m ot e s t u m o r g r o wt h a n d p r o g r e s si o n [ 2]. M a n y c a n c e r s al s o e x hi bit e pi g e n eti c 

c h a n g e s t h at c a n h a v e p r of o u n d eff e ct s o n t h e e x p r e s si o n of k e y g e n e s i n v ol v e d i n t h e p r o c e s s of 

m ali g n a nt t r a n sf o r m ati o n [ 3]. 

T h e a c q ui r e d n o n- s p e cifi c st r u ct u r al c h r o m o s o m al a b e r r ati o n s ( C A s) r e p r e s e nt m ulti pl e a n d 

di v e r s e r e ar r a n g e m e nt s wit hi n o r b et w e e n c h r o m o s o m e s . St r u ct u r al C A s c a n b e eit h e r c h r o m ati d-t y p e 

( C T A s) o r c h r o m o s o m e-t y p e a b e r r ati o n s ( C S A s) d e p e n di n g o n t h e st a g e of t h e c ell c y cl e a n d 

m e c h a ni s m of a cti o n of cl a st o g e ni c c o m p o u n d s . T h e y ari s e d u ri n g a n i n di vi d u al’ s lif e a s a 

c o n s e q u e n c e of di r e ct m ut a g e ni c eff e ct a n d/ o r d u e t o D N A r e p ai r m e c h a ni s m s d y sf u n cti o n [ 4-6] . C A s 

m a y e v e n b e o b s e r v e d i n p e ri p h e r al bl o o d l y m p h o c yt e s ( P B L) of h e alt h y i n di vi d u al s . F o r d e c a d e s, 

m e a s u r e m e nt of C A s i n P B L h a s t h u s b e e n c o n v e nti o n all y u s e d i n bi o m o nit ori n g of i n di vi d u al s’  

e n vi r o n m e nt al a n d o c c u p ati o n al e x p o s u r e t o cl a st o g e n s [ 7, 8] . S e v e r al E u r o p e a n c o h o rt st u di e s, b ot h 

p r o s p e cti v e a n d r et r o s p e cti v e, h a v e g at h e r e d e vi d e n c e p r o vi n g t h at t h e i n c r e a s e d f r e q u e n ci e s of C A s 

i n P B L c o ul d s e r v e a s a p r e di cti v e m ar k e r f o r i n c r e a s e d c a n c e r s u s c e pti bilit y [ 9- 1 2]. 

S o m e C A s p o s e a p ri m ar y e v e nt i n c a n c e r o ri gi n s, ot h e r c h r o m o s o m al c h a n g e s ar e d ri v e n b y t h e 

di s e a s e p r o g r e s si o n a n d r efl e ct t h e p r o g n o si s a n d c a n c e r st a g e [ 1 3] . Alt h o u g h s p e cifi c c h r o m o s o m al 

r e ar r a n g e m e nt s d et e ct e d i n m ali g n a n ci e s ar e g e n e r at e d d u ri n g c ar ci n o g e n e si s, s o m e a ut h o r s a s s u m e 

t h at t h e n o n- s p e cifi c st r u ct u r al C A  f r e q u e n ci e s i n P B L m a y r e p r e s e nt a m ar k e r of c a n c e r s u s c e pti bilit y. 

T h ei r h y p ot h e si s w a s b a s e d o n t h e p r e s u m pti o n t h at g e n eti c d a m a g e i n P B L r efl e ct s si mil ar d a m a g e i n 

diff e r e nt t ar g et c ell s u n d e r g oi n g m ali g n a nt t r a n sf o r m ati o n ( s u m m ari z e d b y B off ett a et a l. 2 0 0 7  [ 1 4]). 

It h a s r e c e ntl y b e e n r e c o g ni z e d t h at, e x c e pt f o r di r e ct D N A d a m a g e w h e r e d o u bl e- st r a n d br e a k 

D N A r e p ai r i s c r u ci al, m e c h a ni s m s a s s o ci at e d wit h t el o m e r e s h o rt e ni n g ar e i m p o rt a nt c o nt ri b ut o r s t o 

t h e f o r m ati o n of C A s a s w ell [ 1 5- 1 7]. N e v e rt h el e s s, t h e r e i s still a l a c k of st u di e s a d d r e s si n g t hi s i s s u e, 

e s p e ci all y i n P B L. T el o m e r e s ar e s p e ci al c h r o m ati n st r u ct u r e s at t h e e n d s of li n e a r e u k ar y oti c 

c h r o m o s o m e s t h at ar e c h ar a ct e ri z e d b y t a n d e m r e p e at s ( T T A G G G) n wit h s e v e r al a s s o ci at e d p r ot ei n s 

[ 1 8, 1 9]. T el o m e r e s p r o g r e s si v el y s h o rt e n t hr o u g h c ell ul ar lif e s p a n [ 2 0] . T h ei r s h o rt e ni n g c a n c a u s e t h e 

p r olif e r ati o n ar r e st a n d c ell a p o pt o si s t hr o u g h t h e l o s s of p r ot e cti o n at  c h r o m o s o m e e n d s. O n t h e 

ot h e r h a n d, t h e l o s s of t el o m e r e f u n cti o n c a n l e a d t o t el o m e r e c ri si s a n d g e n o m e i n st a bilit y t h at c a n 

i n d u c e n u m e ri c al a n d st r u ct u r al C A s [ 2 1]. T h e r ef o r e, t el o m e r e l e n gt h ( T L) pl a y s a c riti c al r ol e b ot h i n 

g e n o m e i nt e g rit y m ai nt e n a n c e a n d c a n c e r i niti ati o n/ p r o g r e s si o n. 

I n o u r p r e s e nt st u d y, w e f o c u s e d o n t h e e v al u ati o n of b ot h a c q ui r e d n o n- s p e cifi c st r u ct u r al C A s 

a n d T L i n P B L of p ati e nt s wit h a s p o r a di c f o r m of  t h e br e a st ( B C), c ol o r e ct al ( C R C), a n d l u n g ( L C) 

c a n c e r a n d c o nt r ol i n di vi d u al s. P ati e nt s c o m p ri s e i n di vi d u al s wit h a n y p ri o r u s e of r a di o- or 

c h e m ot h e r a p y o r X- r a y s ( e. g. di a g n o sti c) t o a v oi d t h e p r e s e n c e of a d diti o n al c hr o m o s o m al d a m a g e 

r el at e d t o t h e t r e at m e nt. T h e s e c a n c e r t y p e s ar e r a n ki n g at t h e t o p wit h r e s p e ct t o i n ci d e n c e a n d 

m o rt alit y w o rl d wi d e [ 2 2] a n d t h e r ef o r e, t h e r e i s a n u r g e nt n e e d t o s e ar c h f o r n e w di a g n o sti c, 

p r e di cti v e a n d p r o g n o sti c bi o m ar k e r s. Si n c e c h r o m o s o m al i n st a bilit y ( CI N) r e pr e s e nt s a m ar k e r of 

g e n ot o xi c e x p o s u r e a n d a p r e di ct o r of c a n c e r ri s k, it i s n e c e s s ar y t o st u d y it s g e n eti c b a si s a s w ell. T h e 

n o v elt y of t hi s st u d y l a y s i n t h e i n v e sti g ati o n of  t h e p r o g n o sti c v al u e of C A s a n d T L i n P B L u si n g 

s u r vi v al a n al y s e s i n n e wl y di a g n o s e d c a n c e r p ati e nt s. M o r e o v e r, c o r r el ati o n of C A f r e q u e n ci e s wit h 

T L b ot h i n c a n c e r p ati e nt s a n d c o nt r ol s i s a d d r e s s e d f or t h e fi r st ti m e.  
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2. R e s ult s 

2. 1. C ase- c o ntr ol st u d y 

T h e l e v el s of all st u di e d t y p e s of st r u ct u r al C A s, i. e. a b e r r a nt c ell s ( A C s) , t ot al c h r o m o s o m al 

a b e r r ati o n s ( C At ot), C T A s, a n d C S A s w e r e st ati sti c all y si g nifi c a ntl y hi g h e r i n B C  a n d L C p ati e nt s i n 

c o m p ari s o n wit h c o r r e s p o n di n g c o nt r ol g r o u p s. I n C R C p ati e nt s, o nl y t h e f r e q u e n ci e s of A C s a n d 

C T A s w e r e st ati sti c all y si g nifi c a ntl y hi g h e r c o m p ar e d t o c o nt r ol s ( T a bl e 1). A d diti o n all y, t h e ri s k of 

p arti c ul ar t y p e s of st u di e d c a n c e r s w a s st ati sti c all y si g nifi c a ntl y a s s o ci at e d wit h C A  f r e q u e n ci e s; 

a dj u st e d o d d s r ati o s ( a O R s) wit h t h ei r 9 5 % c o nfi d e n c e i nt e r v al s ( CI s) ar e s u m m ari z e d i n T a bl e 2 . 

I n di vi d u al s wit h hi g h e r f r e q u e n ci e s of c h r o m o s o m al d a m a g e m ar k e r s w e r e at  hi g h e r ri s k of B C  ( a O R 

f o r A C s = 4. 8 1, P < 0. 0 0 0 1 ; a O R f o r C At ot = 4. 4 9 , P < 0. 0 0 0 1 ; a O R f o r C T A s = 2. 4 3 , P = 0. 0 0 0 4; a n d a O R 

f o r C S A s = 2. 3 1, P = 0. 0 0 0 8). Si mil arl y t o B C, el e v at e d f r e q u e n ci e s of  C A s h a d a n i m p a ct o n t h e 

i n c r e a s e d ri s k of L C ( aO R  f o r A C s = 3. 8 2, P < 0. 0 0 0 1 ; a O R f o r C At ot = 3. 4 4 P < 0. 0 0 0 1 ; a O R f o r C T A s = 

3. 3 0, P < 0. 0 0 0 1; a n d a O R f o r C S A s = 1. 7 5 , P = 0. 0 4). N o a s s o ci ati o n b et w e e n C A s a n d C R C ri s k w a s 

f o u n d i n o u r s et of p ati e nt s. B ot h a g e a n d s e x w e r e st ati sti c all y si g nifi c a ntl y a s s o ci at e d wit h t h e ri s k of 

C R C a n d  L C  ( T a bl e 2).
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T a bl e 1.  T h e l e v el s of c h r o m o s o m al d a m a g e ( A C s, C At ot, C T A s, C S A s) a n d T L i n e a c h g r o u p of c a n c e r p ati e nt s a n d t h eir c or r e s p o n di n g c o n tr ol s. 

 

 

F E M A L E C O N T R O L S ( N = 1 4 5)  B R E A S T C A N C E R P A TI E N T S ( N = 1 5 1)  

 

 

M e a n  S D  9 5 % CI  R a n g e  Mi n  M e di a n  M a x  M e a n  S D  9 5 % CI  R a n g e  Mi n  M e di a n  M a x  P -v al u e  

A C s  1. 6 3  1. 2 0  1. 4 3 -1. 8 2  6  0  2  6  2. 6 2  1. 5 7  2. 3 6 -2. 8 7  7  0  3  7  < 0. 0 0 0 1  

C At ot  1. 7 2  1. 3 1  1. 5 0 -1. 9 3  6  0  2  6  2. 7 3  1. 6 4  2. 4 7 -2. 9 9  7  0  3  7  < 0. 0 0 0 1  

C T A s  1. 0 0  0. 9 9  0. 8 4 -1. 1 6  4  0  1  4  1. 6 3  1. 3 4  1. 4 1 -1. 8 5  6  0  1  6  < 0. 0 0 0 1  

C S A s  0. 7 0  0. 9 0  0. 5 5 -0. 8 4  5  0  0  5  1. 1 0  1. 0 3  0. 9 3 -1. 2 7  4  0  1  4  0. 0 0 0 5  

T L  1. 5 4  0. 8 2  1. 4 0 -1. 6 9  3. 1 7  0. 6 1  1. 2 3  3. 7 8  1. 8 8  0. 7 9  1. 7 2 -2. 0 3  5. 0 6  0. 5 7  1. 7 7  5. 6 3  < 0. 0 0 0 1  

 

C O N T R O L S ( N = 3 3 5)  C O L O R E C T A L C A N C E R P A TI E N T S ( N = 9 6)  

 

 

M e a n  S D  9 5 % CI  R a n g e  Mi n  M e di a n  M a x  M e a n  S D  9 5 % CI  R a n g e  Mi n  M e di a n  M a x  P -v al u e  

A C s  1. 7 6  1. 3 0  1. 6 2 -1. 9 0  6  0  2  6  2. 1 3  1. 4 5  1. 8 3 -2. 4 2  6  0  2  6  0. 0 3  

C At ot  1. 8 9  1. 4 5  1. 7 3 -2. 0 4  7  0  2  7  2. 2 6  1. 6 7  1. 9 2 -2. 6 0  8  0  2  8  0. 0 6  

C T A s  1. 0 7  1. 0 0  0. 9 6 -1. 1 8  4  0  1  4  1. 4 6  1. 3 1  1. 1 9 -1. 7 2  7  0  1  7  0. 0 2  

C S A s  0. 8 1  1. 1 0  0. 6 9 -0. 9 3  6  0  0  6  0. 8 0  1. 0 0  0. 6 0 -1. 0 0  4  0  1  4  0. 7 8  

T L  1. 7 7  0. 8 1  1. 6 7 -1. 8 6  3. 1 8  0. 6 0  1. 5 7  3. 7 8  1. 5 4  0. 4 1  1. 4 4 -1. 6 4  2. 1 3  0. 9 0  1. 4 8  3. 0 3  0. 3 3  

 

C O N T R O L S ( N = 3 3 5)  L U N G C A N C E R P A TI E N T S ( N = 9 0)  

 

 

M e a n  S D  9 5 % CI  R a n g e  Mi n  M e di a n  M a x  M e a n  S D  9 5 % CI  R a n g e  Mi n  M e di a n  M a x  P -v al u e  

A C s  1. 7 6  1. 3 0  1. 6 2 -1. 9 0  6  0  2  6  2. 8 4  1. 4 9  2. 5 3 -3. 1 6  6  0  3  6  < 0. 0 0 0 1  

C At ot  1. 8 9  1. 4 5  1. 7 3 -2. 0 4  7  0  2  7  2. 8 8  1. 5 3  2. 5 6 -3. 2 0  7  0  3  7  < 0. 0 0 0 1  

C T A s  1. 0 7  1. 0 0  0. 9 6 -1. 1 8  4  0  1  4  1. 8 3  1. 3 4  1. 5 5 -2. 1 1  6  0  2  6  < 0. 0 0 0 1  

C S A s  0. 8 1  1. 1 0  0. 6 9 -0. 9 3  6  0  0  6  1. 0 6  0. 9 9  0. 8 5 -1. 2 6  4  0  1  4  0. 0 0 0 7  

T L  1. 7 7  0. 8 1  1. 6 7 -1. 8 6  3. 1 8  0. 6 0  1. 5 7  3. 7 8  1. 5 4  0. 9 3  1. 2 2 -1. 8 5  5. 4 2  0. 7 7  1. 3 5  6. 1 9  0. 0 6  

 

T h e t a bl e s u m m a ri z e s t h e r e s ult s o bt ai n e d i n t h e c a s e- c o ntr ol st u d y c al c ul at e d b y  M e di a n T w o- S a m pl e T e st. T h e l e v el s of A C s, C At ot, C T A s, a n d C S A s w e r e e v al u at e d u si n g 

t h e st a n d ar d c yt o g e n eti c m et h o d. T L w a s m e a s u r e d a s r el ati v e t el o m e r e l e n gt h a n d it s m e a s u r e m e nt w a s c o n d u ct e d u si n g t h e m o n o c h r o m e m ulti pl e x p ol y m e r a s e c h ai n 

r e a cti o n. St ati sti c all y si g nifi c a nt v al u e s ar e i n b ol d. 

A b br e vi ati o n s: A C s — a b e r r a nt c ell s; C At ot — tot al c h r o m o s o m al a b e rr ati o n s; CI — c o nfi d e n c e i nt e r v al; C S A s — c h r o m o s o m e-t y p e a b e r r ati o n s; C T A s — c h r o m ati d-t y p e 

a b e r r ati o n s; N — n u m b e r of s a m pl e s; S D — st a n d ar d d e vi ati o n; T L — t el o m e r e l e n gt h.
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T a bl e 2.  T h e a s s o ci ati o n of C A f r e q u e n ci e s ( A C s, C At ot, C T A s, C S A s) a n d T L wit h t h e ri s k of p a rti c ul a r t y p e s of st u di e d c a n c e r s. 

 

 

B R E A S T C A N C E R ( N = 1 5 1)  C O L O R E C T A L C A N C E R ( N = 9 6)  L U N G C A N C E R ( N = 9 0)  

 

a O R  9 5 % CI  P -v al u e  a O R  9 5 % CI  P -v al u e  a O R  9 5 % CI  P -v al u e  

A C s  4. 8 1  2. 8 4 -8. 1 2  < 0. 0 0 0 1  1. 1 9  0. 7 1 -1. 9 8  0. 5 2  3. 8 2  2. 2 7 -6. 4 2  < 0. 0 0 0 1  

A g e ( y e ar s)  0. 9 9  0. 9 7 -1. 0 1  0. 2 7  1. 0 4  1. 0 2 -1. 0 6  < 0. 0 0 0 1  1. 0 6  1. 0 4 -1. 0 8  < 0. 0 0 0 1  

S e x ( 0 f or f e m al e s)  - - - 1. 8 5  1. 1 0 -3. 1 0  0. 0 2  3. 1 8  1. 7 2 -5. 9 0  0. 0 0 0 2  

C At ot  4. 4 9  2. 6 9 -7. 5 0  < 0. 0 0 0 1  1. 0 4  0. 6 3 -1. 7 3  0. 8 7  3. 4 4  2. 0 5 -5. 7 7  < 0. 0 0 0 1  

A g e ( y e ar s)  0. 9 9  0. 9 7 -1. 0 1  0. 1 8  1. 0 4  1. 0 2 -1. 0 6  < 0. 0 0 0 1  1. 0 6  1. 0 4 -1. 0 8  < 0. 0 0 0 1  

S e x ( 0 f or f e m al e s)  - - - 1. 8 7  1. 1 1 -3. 1 3  0. 0 2  3. 3 2  1. 7 9 -6. 1 5  0. 0 0 0 1  

C T A s  2. 4 3  1. 4 9 -3. 9 7  0. 0 0 0 4  1. 5 6  0. 9 6 -2. 5 3  0. 0 7  3. 3 0  1. 9 7 -5. 5 2  < 0. 0 0 0 1  

A g e ( y e ar s)  0. 9 9  0. 9 8 -1. 0 1  0. 4 9  1. 0 4  1. 0 2 -1. 0 6  < 0. 0 0 0 1  1. 0 6  1. 0 4 -1. 0 8  < 0. 0 0 0 1  

S e x ( 0 f or f e m al e s)  - - - 1. 8 4  1. 1 0 -3. 0 9  0. 0 2  3. 4 0  1. 8 4 -6. 2 9  < 0. 0 0 0 1  

C S A s  2. 3 1  1. 4 2 -3. 7 7  0. 0 0 0 8  0. 9 2  0. 5 7 -1. 4 7  0. 7 3  1. 7 5  1. 0 3 -2. 9 6  0. 0 4  

A g e ( y e ar s)  0. 9 9  0. 9 7 -1. 0 0  0. 1 3  1. 0 4  1. 0 2 -1. 0 6  < 0. 0 0 0 1  1. 0 6  1. 0 4 -1. 0 8  < 0. 0 0 0 1  

S e x ( 0 f or f e m al e s)  - - - 1. 8 7  1. 1 2 -3. 1 3  0. 0 2  3. 7 0  2. 0 2 -6. 7 6  < 0. 0 0 0 1  

T L  6. 4 9  3. 0 0 -1 4. 0 4  < 0. 0 0 0 1  0. 7 6  0. 3 9 -1. 4 8  0. 4 2  0. 8 9  0. 3 6 -2. 2 1  0. 8 0  

A g e ( y e ar s)  1. 0 2  1. 0 0 -1. 0 5  0. 0 9  1. 0 3  1. 0 0 -1. 0 5  0. 0 4  1. 0 5  1. 0 2 -1. 0 8  0. 0 0 3  

S e x ( 0 f or f e m al e s)  - - - 1. 6 6  0. 9 1 -3. 0 1  0. 1 0  4. 9 4  1. 9 7 -1 2. 3 9  0. 0 0 0 7  

 

T h e t a bl e s u m m a ri z e s t h e r e s ult s o bt ai n e d i n t h e c a s e- c o ntr ol st u d y. a O R s wit h 9 5 % CI s f or all st u di e d t y p e s of C A s a n d T L f or i n di vi d u al c a n c e r t y p e s e x p r e s s e d b y L o gi sti c 

r e g r e s si o n a n al y si s. T h e l e v el s of A C s, C At ot, C T A s, a n d C S A s w e r e e v al u at e d u si n g t h e st a n d a r d c yt o g e n eti c m et h o d. T L w a s m e a s ur e d a s r el ati v e t el o m e r e l e n gt h a n d it s 

m e a s u r e m e nt w a s c o n d u ct e d u si n g t h e m o n o c h r o m e m ulti pl e x p ol y m e r a s e c h ai n r e a cti o n. St ati sti c all y si g nifi c a nt v al u e s a r e i n b ol d. 

A b br e vi ati o n s: A C s — a b e r r a nt c ell s; a O R — a dj u st e d o d d s r ati o; C At ot — t ot al c h r o m o s o m al a b e r r ati o n s; CI — c o nfi d e n c e i nt e r v al; C S A s — c h r o m o s o m e-t y p e a b e r r ati o n s ; C T A s —

c h r o m ati d-t y p e a b e r r ati o n s; N — n u m b e r of s a m pl e s; T L — t el o m e r e l e n gt h.
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I n t h e c u r r e nt st u d y, w e h a v e n e wl y f o c u s e d o n t h e st u d y of T L,  m e a s u r e d a s r el ati v e t el o m e r e 

l e n gt h ( R T L). B C p ati e nt s s h o w e d st ati sti c all y si g nifi c a ntl y l o n g e r T L  c o m p ar e d t o c o nt r ol w o m e n (P < 

0. 0 0 0 1, T a bl e 1 ). L o n g e r T L  w a s li n k e d t o hi g h e r ri s k of B C a s w ell ( a O R = 6. 4 9, P < 0. 0 0 0 1, T a bl e 2). O n 

t h e c o nt r ar y, C R C a n d L C p ati e nt s h a d m o d e r at el y s h o rt e r T L  i n c o m p ari s o n wit h c o nt r ol i n di vi d u al s 

( T a bl e 1) b ut t h ei r s h o rt e ni n g di d n ot aff e ct t h e ri s k of eit h e r c a n c e r t y p e s ( T a bl e 2). W e h a v e f u rt h e r 

c o r r el at e d T L  wit h t h e f r e q u e n ci e s of all t y p e s of C A s a n d al s o b ot h T L  a n d C A s w e r e c o r r el at e d wit h 

a g e. W e h a v e f o u n d n e g ati v e c o r r el ati o n b et w e e n t h e m aj o rit y of st u di e d C A t y p e s a n d T L  i n t h e 

w h ol e g r o u p of c o nt r ol s ( A C s: S p e ar m a n’ s r h o ( r s ) = - 0. 2 1, P = 0. 0 0 0 4; C At ot: r s  = - 0. 2 2, P = 0. 0 0 0 3; 

C T A s: r s  = - 0. 1 0, P = 0. 1 0; C S A s: r s  = - 0. 2 2, P = 0. 0 0 0 2 ; S u p pl e m e nt ar y Fi g u r e S 1 a ). S p e ar m a n’ s 

c o r r el ati o n s al s o s h o w e d st ati sti c all y si g nifi c a nt r el ati o n s hi p b et w e e n T L  a n d a g e (r s  = - 0. 6 2, P < 

0. 0 0 0 1) a n d b et w e e n C S A s a n d a g e ( r s  = 0. 1 7, P = 0. 0 0 1) i n c o nt r ol i n di vi d u al s. I n c o nt r a st t o c o nt r ol s, 

w e  h a v e n ot d et e ct e d t h e s a m e r el ati o n s hi p eit h e r b et w e e n A C s/ C At ot/ C T A s/ C S A s a n d T L  

( S u p pl e m e nt ar y Fi g u r e S 1 b f o r B C, S 1 c f o r C R C, S 1 d f o r L C) o r b et w e e n all st u di e d p ar a m et e r s a n d 

a g e i n i n di vi d u al g r o u p s of c a n c e r p ati e nt s ( d at a n ot s h o w n), e x c e pt f o r L C p ati e nt s w h o e x hi bit e d a 

m o d e r at el y st ati sti c all y si g nifi c a nt c o r r el ati o n b et w e e n A C s/ C At ot/ C S A s a n d a g e ( r s  = 0. 2 3, P = 0. 0 3; r s 

= 0. 2 2, P = 0. 0 4; r s  = 0. 2 2, P = 0. 0 4, r e s p e cti v el y). 

2. 1. S ur vi v al a n al y ses 

I n o u r st u di e d t y p e s of c a n c e r, we p r o v e d w ell- k n o w n si g nifi c a nt diff e r e n c e s i n b ot h o v e r all 

s u r vi v al ( O S) a n d r e c u r r e n c e-f r e e s u r vi v al ( R F S) b et w e e n B C, C R C a n d L C g r o u p s of p ati e nt s ( P < 

0. 0 0 0 1). T h e ali v e/ d e a d r ati o f o r B C p ati e nt s w a s 1 3 4/ 1 7 (i. e. 8 8. 7 % of p ati e nt s s u r vi vi n g 5 y e ar s), f o r 

C R C p ati e nt s 5 1/ 4 5 (i. e. 5 3. 1 % s u r vi vi n g 5 y e ar s ) a n d f o r L C p ati e nt s 2 3/ 6 3 (i. e. 2 6. 7 % s u r vi vi n g 5 

y e ar s). C o n c e r ni n g R F S, p ati e nt s al s o diff e r e d b y  c a n c e r t y p e (P < 0. 0 0 0 1) –  i n B C: 1 2 2 p ati e nt s h a v e 

s u r vi v e d a s y m pt o m ati c all y a n d 2 9 p ati e nt s e x p e ri e n c e d a n e v e nt d u ri n g t h e f oll o w- u p p e ri o d . C R C 

p ati e nt s w e r e m u c h m o r e li k el y t o e x p e ri e n c e a n e v e nt a n d t h e r ef o r e f a c e d d e c r e a s e d R F S ( 3 6 

a s y m pt o m ati c s u r vi v al, 6 0 a n y e v e nt). I n L C p ati e nt s, R F S w a s al m o st i d e nti c al t o O S ( 2 0 

a s y m pt o m ati c s u r vi v al, 6 6 a n y e v e nt) . F o r t hi s r e a s o n, w e a n al y z e d i n di vi d u al c a n c e r g r o u p s 

s e p ar at el y. 

2. 1. 1. U ni v ari at e s u r vi v al a n al y s e s 

All r e s ult s fr o m t h e u ni v a ri at e a s s e s s m e nt of t h e i m p a ct of w ell- e st a bli s h e d p r o g n o sti c f a ct o r s 

( b a s eli n e a n d di s e a s e c h ar a ct e ri sti c s) a s w ell a s of A C s, C At ot, C T A s, C S A s a n d T L  o n O S a n d R F S, 

e x p r e s s e d b y C o x r e g r e s si o n h a z ar d m o d el, ar e p r e s e nt e d i n T a bl e 3. T u m o r- n o d e- m et a st a si s ( T N M) 

st a g e, hi st o p at h ol o gi c al g r a d e, hi st ol o gi c al cl a s sifi c ati o n a n d t u m o r l o c ati o n m o d ul at e d O S a n d R F S i n 

a diff e r e nt w a y. Hi g h e r a g e w a s a s s o ci at e d wit h w o r s e O S a n d R F S i n B C a n d C R C p ati e nt s. I n B C 

p ati e nt s, a b s e n c e of  b ot h h o r m o n al r e c e pt o r s a n d h o r m o n al t h e r a p y d e c r e a s e d O S a n d e v e n m o r e R F S. 

R e g ar di n g C A s a n d T L , we di d n ot o b s e r v e a n y st ati sti c all y si g nifi c a nt r el ati o n s hi p wit h O S a n d R F S 

i n a n y g r o u p of c a n c e r p ati e nt s.
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T a bl e 3.  B a s eli n e a n d di s e a s e c h a r a ct e ri sti c s a s w ell a s A C s, C At ot, C T A s, C S A s a n d T L , a n d t h ei r i m p a ct o n o v e r all ( O S) a n d r e c ur r e n c e-fr e e ( R F S) s u r vi v al of p ati e nt s wit h 

c o m pl et e f oll o w- u p . 

 

  

B R E A S T C A N C E R P A T I E N T S ( N = 1 5 1)  C O L O R E C T A L C A N C E R P A TI E N T S ( N = 9 6)  L U N G C A N C E R P A T I E N T S ( N = 8 6)  

  

O S  R F S  O S  R F S  O S  R F S  

  

H R  9 5 % CI  

P -

v al u e  H R  9 5 % CI  

P -

v al u e  H R  9 5 % CI  

P -

v al u e  H R  9 5 % CI  

P -

v al u e  H R  9 5 % CI  

P -

v al u e  H R  9 5 % CI  

P -

v al u e  

A g e  U n d e r c ut -off ( R e f) v s. O v e r c ut -off a  4. 2 1  1. 4 8 -1 2. 0 0  0. 0 0 7  2. 7 3  1. 0 2 -7. 2 9  0. 0 5  2. 4 9  1. 3 2 -4. 7 0  0. 0 0 5  1. 9 6  1. 0 5 -3. 6 9  0. 0 4  0. 6 1  0. 3 4 -1. 1 1  0. 1 0  0. 6 0  0. 3 3 -1. 0 9  0. 0 9  

S e x  F e m al e s ( R e f) v s. M al e s  - - - - - - 1. 2 6  0. 6 8 -2. 3 4  0. 4 7  1. 3 2  0. 7 3 -2. 3 6  0. 3 6  1. 5 9  0. 8 8 -2. 8 9  0. 1 3  1. 5 6  0. 8 7 -2. 7 7  0. 1 3  

F a mil y  N o ( R e f) v s. Y e s  0. 4 7  0. 1 8 -1. 2 2  0. 1 2  0. 4 2  0. 1 9 -0. 9 3  0. 0 3  1. 2 0  0. 6 6 -2. 1 8  0. 5 5  1. 0 2  0. 5 9 -1. 7 6  0. 9 5  m d  m d  m d  m d  m d  m d  

hi st or y  

                   
of c a n c e r  

                   
S m o ki n g  N o n -s m o k e r s ( R e f)  1. 5 7  0. 6 0 -4. 1 2  0. 3 6  1. 6 2  0. 7 3 -3. 6 2  0. 2 4  1. 5 7  0. 8 6 -2. 8 6  0. 1 4  1. 6 9  0. 9 7 -2. 9 3  0. 0 7  1. 4 4  0. 7 5 -2. 7 7  0. 2 8  1. 5 6  0. 8 1 -3. 0 0  0. 1 8  

st at u s  v s. E x -s m o k e r s + S m o k e r s  

                  
T N M st a g e  I ( R e f) v s. II + III + I V  3. 6 9  1. 3 0 -1 0. 4 9  0. 0 1  2. 4 1  1. 0 8 -5. 3 7  0. 0 3  * * 0. 1 1  1. 0 2  0. 2 5 -4. 2 2  0. 9 8  3. 3 6  0. 8 1 -1 3. 9 5  0. 0 9  1. 6 9  0. 6 0 -4. 7 3  0. 3 2  

 

I + II ( R e f) v s. III + I V  6. 0 6  2. 3 1 -1 5. 8 6  0. 0 0 0 2  3. 5 2  1. 5 1 -8. 2 2  0. 0 0 4  3. 5 0  1. 7 2 -7. 1 5  0. 0 0 0 6  2. 1 0  1. 1 6 -3. 8 1  0. 0 1  2. 4 4  0. 7 5 -7. 8 9  0. 1 4  1. 5 0  0. 5 9 -3. 8 0  0. 3 9  

 

I + II +III ( R e f) v s. I V  2 7. 4 6  9. 3 1 -8 0. 9 7  < 0. 0 0 0 1  1 0. 7 5  3. 1 6 -3 6. 5 2  0. 0 0 0 1  9. 9 9  4. 9 6 -2 0. 1 1  < 0. 0 0 0 1  4. 2 1  2. 1 9 -8. 1 1  < 0. 0 0 0 1  1. 3 8  0. 7 7 -2. 4 7  0. 2 9  1. 3 7  0. 7 8 -2. 4 1  0. 2 7  

Hi st o p at h ol.  1 ( R e f) v s. 2 + 3 + 4  1. 0 0  0. 3 5 -2. 8 3  0. 9 9  1. 7 2  0. 6 5 -4. 6 0  0. 2 8  4. 7 9  0. 6 6 -3 4. 8 6  0. 1 2  1. 7 3  0. 5 4 -5. 5 7  0. 3 6  - - - - - - 

gr a d e  1 + 2 ( R e f) v s. 3 + 4  2. 2 2  0. 8 6 -5. 7 6  0. 1 0  2. 6 0  1. 1 8 -5. 7 2  0. 0 2  1. 7 4  0. 9 3 -3. 2 6  0. 0 8  1. 4 2  0. 7 9 -2. 5 5  0. 2 4  0. 4 0  0. 0 4 -4. 4 4  0. 4 6  0. 1 2  0. 0 2 -0. 8 4  0. 0 3  

 

1 + 2 + 3 ( R e f) v s. 4  3. 4 5  0. 9 9 -1 2. 0 8  0. 0 5  2. 0 7  0. 6 2 -6. 9 3  0. 2 4  6. 3 9  1. 8 6 -2 1. 9 8  0. 0 0 3  8. 1 6  2. 3 8 -2 8. 0 0  0. 0 0 0 8  5. 3 4  1. 0 5 -2 7. 1 2  0. 0 4  2. 3 6  0. 5 7 -9. 7 9  0. 2 4  

Hi st ol o gi c al  D u ct al ( R e f) v s. L o b ul ar  0. 9 5  0. 2 2 -4. 1 8  0. 9 5  0. 9 0  0. 2 7 -3. 0 0  0. 8 6  - - - - - - - - - - - - 

cl a s sifi c ati o n  P ul m o n a r y ( R e f) v s. Br o n c h o g e ni c  - - - - - - - - - - - - 1. 7 2  1. 0 3 -2. 8 9  0. 0 4  1. 7 0  1. 0 2 -2. 8 2  0. 0 4  

 

N o n -s m all c ell ( R e f) v s. S m all c ell  - - - - - - - - - - - - 0. 9 2  0. 3 9 -2. 1 7  0. 8 5  0. 8 6  0. 3 9 -1. 9 4  0. 7 2  

T u m or  Ri g ht ( R e f) v s. L e ft ( B C, L C),  1. 8 9  0. 7 0 -5. 1 1  0. 2 1  1. 8 7  0. 8 3 -4. 2 3  0. 1 3  0. 6 0  0. 3 3 -1. 0 9  0. 0 9  1. 7 9  1. 0 3 -3. 1 0  0. 0 4  1. 7 9  1. 0 6 -3. 0 1  0. 0 3  1. 8 5  1. 1 2 -3. 0 8  0. 0 2  

l o c ati o n R e ct u m ( R ef) v s. C ol o n ( C R C)  

                  
H or m o n al  Y e s ( R e f) v s. N o  3. 7 4  1. 3 7 -1 0. 1 7  0. 0 1  3. 8 5  1. 6 4 -9. 0 7  0. 0 0 2  - - - - - - - - - - - - 

t h e r a p y 

                   
H or m o n al  E R + ( R e f) v s. E R - 1. 9 2  0. 6 2 -5. 9 5  0. 2 6  2. 4 2  1. 0 1 -5. 8 1  0. 0 5  - - - - - - - - - - - - 

r e c e pt or s P R + ( R e f) v s. P R - 2. 8 4  1. 0 5 -7. 6 5  0. 0 4  2. 5 9  1. 1 6 -5. 7 8  0. 0 2  - - - - - - - - - - - - 

 

H e r 2 + ( R e f) v s. H e r 2 - 2. 8 8  0. 9 3 -8. 9 6  0. 0 7  3. 3 3  1. 3 3 -8. 3 6  0. 0 1  - - - - - - - - - - - - 
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Ot h e r s ( R e f) v s. E R -P R -H e r 2 - 1. 5 8  0. 2 1 -1 2. 1 7  0. 6 6  6. 6 9  2. 2 2 -2 0. 1 9  0. 0 0 0 7  - - - - - - - - - - - - 

 

Ot h e r s ( R e f) v s. E R -P R -H e r 2 +  4. 0 0  1. 1 4 -1 4. 0 3  0. 0 3  2. 4 0  0. 7 2 -8. 0 5  0. 1 6  - - - - - - - - - - - - 

A C s  U n d e r ( R e f) v s. O v e r m e di a n v al u e  1. 9 9  0. 7 5 -5. 2 4  0. 1 6  1. 9 6  0. 8 8 -4. 3 9  0. 1 0  1. 0 6  0. 5 7 -2. 0 1  0. 8 5  1. 1 3  0. 6 3 -2. 0 1  0. 6 8  0. 8 9  0. 5 1 -1. 5 6  0. 6 9  0. 9 9  0. 5 8 -1. 6 9  0. 9 7  

C At ot  U n d e r ( R e f) v s. O v e r m e di a n v al u e  1. 8 2  0. 6 9 -4. 7 9  0. 2 3  1. 7 8  0. 8 0 -3. 9 6  0. 1 6  1. 1 4  0. 6 1 -2. 1 3  0. 6 7  1. 2 0  0. 6 8 -2. 1 2  0. 5 3  0. 8 9  0. 5 1 -1. 5 6  0. 6 9  0. 9 9  0. 5 8 -1. 6 9  0. 9 7  

C T A s  U n d e r ( R e f) v s. O v e r m e di a n v al u e  1. 1 3  0. 4 4 -2. 9 4  0. 8 0  0. 8 3  0. 3 7 -1. 8 4  0. 6 4  1. 3 3  0. 7 4 -2. 3 9  0. 3 5  1. 3 3  0. 7 7 -2. 2 8  0. 3 0  1. 3 5  0. 7 9 -2. 3 0  0. 2 7  1. 3 4  0. 8 0 -2. 2 5  0. 2 7  

C S A s  U n d e r ( R e f) v s. O v e r m e di a n v al u e  0. 4 7  0. 1 4 -1. 6 5  0. 2 4  0. 8 5  0. 3 5 -2. 0 2  0. 7 1  1. 5 1  0. 7 6 -2. 9 8  0. 2 4  1. 6 4  0. 8 8 -3. 0 6  0. 1 2  0. 9 1  0. 5 0 -1. 6 5  0. 7 5  0. 9 5  0. 5 3 -1. 6 9  0. 8 6  

T L  U n d e r ( R e f) v s. O v e r m e di a n v al u e  1. 0 2  0. 3 4 -3. 0 5  0. 9 7  0. 7 2  0. 2 9 -1. 7 7  0. 4 7  1. 2 0  0. 5 9 -2. 4 1  0. 6 2  1. 2 1  0. 6 3 -2. 3 4  0. 5 7  0. 8 8  0. 4 2 -1. 8 6  0. 7 3  0. 8 8  0. 4 2 -1. 8 6  0. 7 3  

 

T h e t a bl e s u m m a ri z e s t h e r e s ult s o bt ai n e d b y u ni v ari at e a s s e s s m e nt of t h e i m p a ct of w ell- e st a bli s h e d p r o g n o sti c f a ct or s a s w ell a s A C s, C At ot, C T A s, C S A s a n d T L  o n o v e r all 

( O S) a n d r e c ur r e n c e-fr e e ( R F S) s u r vi v al e x pr e s s e d b y C o x r e gr e s si o n h a z a r d m o d el. St ati sti c all y si g nifi c a nt v al u e s ar e i n b ol d. a T h e m o st s uit a bl e c ut- off s f or a g e (i n y e a r s): O S 

a n d R F S ( B C, C R C, L C) = 7 2, 7 3, 5 7, r e s p e cti v el y. * N ot c al c ul at e d b e c a u s e 0 p ati e nt s f ail e d i n st a g e I. 

A b br e vi ati o n s: A C s — a b e r r a nt c ell s; C At ot — tot al c h r o m o s o m al a b e rr ati o n s; CI — c o nfi d e n c e i nt e r v al; C S A s — c h r o m o s o m e-t y p e a b e r r ati o n s; C T A s — c h r o m ati d-t y p e 

a b e r r ati o n s; E R +/- — α - e str o g e ni c r e c e pt or s p o siti v e/ n e g ati v e; H e r 2 +/-— E r b B 2 ( H e r 2/ n e u) r e c e pt or s p o siti v e/ n e g ati v e; H R — h a z a r d r ati o; m d —  mi s si n g d at a; N — n u m b e r of 

s a m pl e s ; O S — o v e r all s ur vi v al; P R +/- — p r o g e st e r o n e r e c e pt or s p o siti v e/ n e g ati v e; R F S — r e c ur r e n c e-f r e e s u r vi v al; T L — t el o m e r e l e n gt h T N M— t u m or- n o d e- m et a st a si s. 
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2 . 1. 1. M ulti v ari at e s u r vi v al a n al y s e s 

T o a s s e s s t h e p r o g n o sti c utilit y of all v ari a bl e s, w e e x pl o r e d t h e i nt e r a cti v e eff e ct s of all st u di e d 

t y p e s of C A s a n d T L  t o g et h e r i n a s s o ci ati o n wit h b a s eli n e a n d di s e a s e c h ar a ct e ri sti c s u si n g a 

cl a s sifi c ati o n a n d r e g r e s si o n t r e e ( C A R T) a n al y s e s. T h e s a m e c o v ari at e s, a s i n t h e u ni v ari at e a n al y s e s, 

w e r e i n cl u d e d i n t h e m ulti v ari at e m o d el. T h e cl a s sifi c ati o n a n d r e g r e s si o n  t r e e s r el at e d t o b ot h O S a n d 

R F S w e r e g e n e r at e d f o r e a c h g r o u p of c a n c e r p ati e nt s. T h e fi r st s pl it at t h e t o p of t h e t r e e d e n ot e d t h e 

m o st st ati sti c all y si g nifi c a nt p r o g n o sti c f a ct o r . T h e p er c e nt a g e s s h o w n i n t h e br a c k et s b el o w i n di c at e 

t h e p r o p o rti o n of p ati e nt s wit h 5- y e ar s u r vi v al. O u r r e s ult s i n di c at e d t h at T N M st a g e w a s t h e i niti al 

s plit- u p f a ct o r f o r p r e di cti n g b ot h O S ( Fi g u r e 1) a n d R F S ( Fi g u r e 2) i n B C a n d C R C p ati e nt s, h o w e v e r , 

i n L C p ati e nt s t h e st art- u p p oi nt w a s at l at e r alit y of t u m o r. 

I n B C p ati e nt s, m o r e f a ct o r s ( b e si d e s T N M st a g e) pl a y e d a k e y p r o g n o sti c r ol e i n b ot h O S a n d 

R F S. V ari a bl e s d et e r mi ni n g t h e O S t r e e st r u ct u r e i n B C p ati e nt s w e r e p r o g e st e r o n e r e c e pt o r s , 

hi st o p at h ol o gi c al g r a d e, a g e a n d C T A s ( Fi g u r e 1 a ). A m o n g T N M st a g e 0 + I +II +III, t h e n e xt s plit 

s h o w e d t h e i nt e r a cti o n b et w e e n p r o g e st e r o n e p o siti vit y ( p o siti v e: 9 4. 9 % v s. n e g ati v e: 8 5. 4 %) a n d 

hi st o p at h ol o gi c al g r a d e ( g r a d e 1 + 2: 9 8. 5 % v s. g r a d e 3 + 4: 8 6. 7 %). S u b s e q u e ntl y, t h o s e B C p ati e nt s wit h 

g r a d e 1 + 2 di s pl a y e d b ett e r O S if t h e y w e r e o v e r 4 8 y e ar s of a g e ( > 4 8 y e ar s: 1 0 0 % v s. < 4 8 y e ar s: 9 0 %) . 

O n t h e ot h e r h a n d, B C p ati e nt s wit h g r a d e 3 + 4 h a d b ett e r O S p r o vi d e d t h ei r l e v el s of C T A s w e r e 

l o w e r t h a n 2 ( 0- 2: 9 5 % v s. 3- 7: 7 0 %). Wit h r e g ar d t o R F S, B C p ati e nt s w e r e di vi d e d i nt o 2 c at e g o ri e s 

aft e r t h e i niti al s plit –  T N M st a g e 0 +I +II a n d T N M III +I V ( Fi g u r e 2 a ). I n T N M 0 +I +II, t h e s u b s e q u e nt 

s plit w a s, a g ai n, p r o g e st e r o n e r e c e pt o r s p o siti vit y/ n e g ati vit y ( p o siti v e: 9 4. 3 % v s. n e g ati v e: 6 5. 1 %) 

w hi c h i nt e r a ct e d wit h H e r 2 ( E r b B 2 o r H e r 2/ n e u) r e c e pt o r s p o siti vit y/ n e g ati vit y. T h e p r o g n o si s of B C 

p ati e nt s w h o h a d n e g ati v e p r o g e st e r o n e r e c e pt o r s w a s i m p r o v e d b y t h e p r e s e n c e of H e r 2 r e c e pt o r s 

( H e r 2 +: 8 7. 5 % v s. H e r 2-: 5 0 %). Si mil arl y, t hi s w a s t h e c a s e i n B C p ati e nt s wit h p r o g e st e r o n e p o siti vit y - 

t h e n e xt m o st st ati sti c all y si g nifi c a nt f a ct o r i n R F S w a s t h e p r e s e n c e of H e r 2 r e c e pt o r s ( p o siti v e: 1 0 0 % 

v s. n e g ati v e: 8 8. 8 %). B C p ati e nt s’ R F S wit h H e r 2 n e g ati vit y ( aft e r t h ei r st r atifi c ati o n f o r p r o g e st e r o n e 

p o siti vit y) w a s t h e n i nfl u e n c e d b y a g e ( < 6 4 y e ar s: 9 0. 8 % v s. > 6 4 y e ar s: 8 3. 3 %). M o r e o v e r, B C p ati e nt s 

b el o w 6 4 y e ar s of a g e s h o w e d C S A f r e q u e n c y a s a t e r mi n al n o d e of R F S C A R T a n al y si s. B C p ati e nt s 

wit h o ut a n y C S A s di s pl a y e d w o r s e p r o g n o si s ( 0: 7 2. 7 % v s. 1- 4: 1 0 0 %). 

T h e o nl y st ati sti c all y si g nifi c a nt s plit aft e r T N M st a g e w a s  C T A f r e q u e n c y i n C R C p ati e nt s a s 

w ell ( Fi g u r e 1 b ); C R C p ati e nt s i n T N M st a g e III h a v e e x p e ri e n ce d  hi g hl y i n c r e a s e d O S  w h e n t h e y h a d 

C T A l e v el s u n d e r t h e t hr e s h ol d of 1 ( 0- 1: 8 4. 6 % v s. 2- 7: 3 1 %). T h e o nl y st ati sti c all y si g nifi c a nt 

p r o g n o sti c f a ct o r c o n n e ct e d wit h R F S s e e m e d t o b e T N M st a g e i n o u r g r o u p of C R C p ati e nt s ( Fi g u r e 

2 b ). 

L C p ati e nt s’ O S w a s a s s o ci at e d wit h t u m o r l at e r alit y a n d hi st ol o gi c al cl a s sifi c ati o n  ( Fi g u r e 1 c ); 

L C p ati e nt s wit h l eft- si d e d t u m o r s w h o al s o h a d a p ul m o n ar y t y p e of t u m o r w e r e m o r e li k el y t o 

s u r vi v e 5 y e ar s t h a n L C p ati e nt s wit h a br o n c h o g e ni c t y p e of t u m o r s ( p ul m o n ar y: 2 4. 5 % v s. 

br o n c h o g e ni c: 0 % ). Si mil arl y t o O S, L C p ati e nt s wit h l eft- si d e d t u m o r s a n d p ul m o n ar y hi st ol o g y h a d 

b ett e r R F S ( p ul m o n ar y 2 4. 5 % v s. br o n c h o g e ni c 0 % , Fi g u r e 2 c ). F u rt h e r m o r e, L C p ati e nt s wit h ri g ht-

si d e d t u m o r s d e m o n st r at e d a g e- d e p e n di n g p r o g n o si s. 
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Fi g ur e 1.  O v e r all s u r vi v al ( O S) cl a s sifi c ati o n a n d r e g r e s si o n tr e e s f or B C (1 a ), C R C (1 b ), a n d L C (1 c ) p ati e nt s. 

 

 

Cl a s sifi c ati o n a n d r e g r e s si o n tr e e s r e pr e s e nt t h e r e s ult s of m ulti v a ri at e s u r vi v al a n al y si s ( u si n g C o x 

r e g r e s si o n h a z ar d m o d el). N u m b e r s u n d e r e a c h n o d e s h o w t h e t ot al n u m b e r of c a s e s i n a p a rti c ul a r 

s u b c at e g or y/ n u m b e r of e v e nt s a n d p e r c e nt a g e s of p ati e nt s wit h 5- y e a r O S. 

A b br e vi ati o n s: B C — br e a st c a n c e r p ati e nt s; C R C — c ol or e ct al c a n c e r p ati e nt s; C T A s — c h r o m ati d-t y p e a b e r r ati o n s; 

L C — l u n g c a n c er p ati e nt s; O S — o v e r all s u r vi v al ; T N M — t u m or- n o d e- m et a st a si s. 

 

 

Fi g ur e 2.  R e c u r r e n c e-f r e e s u r vi v al ( R F S) cl a s sifi c ati o n a n d r e g r e s si o n tr e e s f or B C (2 a ), C R C (2 b ), a n d L C (2 c ) 

p ati e nt s. 

 

 

Cl a s sifi c ati o n a n d r e g r e s si o n tr e e s r e pr e s e nt t h e r e s ult s of m ulti v a ri at e s u r vi v al a n al y si s ( u si n g C o x 

r e g r e s si o n h a z ar d m o d el). N u m b e r s u n d e r e a c h n o d e s h o w t h e t ot al n u m b e r of c a s e s i n a p a rti c ul a r 

s u b c at e g or y/ n u m b e r of e v e nt s a n d p e r c e nt a g e s of p ati e nt s wit h 5- y e a r R F S. 

A b br e vi ati o n s: B C — br e a st c a n c e r p ati e nt s; C R C — c ol or e ct al c a n c e r p ati e nt s; C S A s — c h r o m o s o m e-t y p e 

a b e r r ati o n s; L C — l u n g c a n c er p ati e nt s; R F S — r e c ur r e n c e-f r e e s u r vi v al ; T N M — t u m or- n o d e- m et a st a si s. 

3 . Di s c u s si o n 

B ot h t h e a c c u m ul ati o n of c hr o m o s o m al d a m a g e a n d t el o m e r e s h o rt e ni n g c o nt ri b ut e s t o g e n o m e 

i n st a bilit y, i n cl u di n g CI N [ 2 3], e n a bli n g t h e a c q ui siti o n of t h e h all m ar k s of m ali g n a nt di s e a s e s [ 2 4, 2 5]. 

T h e m ai n p u r p o s e of o u r p r e s e nt st u d y w a s  t o i n v e sti g at e t h e f r e q u e n ci e s of p arti c ul ar t y p e s of 

c h r o m o s o m al d a m a g e ( A C s, C At ot, C T A s, a n d C S A s) a n d T L  i n P B L of n e wl y di a g n o s e d c a n c e r 

p ati e nt s a n d c o r r e s p o n di n g c o nt r ol i n di vi d u al s . O bt ai n e d r e s ult s w e r e a n al y z e d t o g et h e r wit h 

c oll e ct e d b a s eli n e , cli ni c o- p at h ol o gi c al, a n d f oll o w- u p d at a . W e s o u g ht t o i d e ntif y t h e i m p a ct of 
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i n c r e a s e d C A s a n d s h o rt e r T L  o n t h e ri s k of t h e m o st c o m m o n c a n c e r s ( B C, C R C, a n d L C). T o o u r b e st 

k n o wl e d g e, n o st u di e s h a v e p r e vi o u sl y a d d r e s s e d t h e r el ati o n s hi p b et w e e n f r e q u e n ci e s of C A s wit h 

T L  i n P B L i n b ot h c a n c e r p ati e nt s a n d c o nt r ol i n di vi d u al s. F o r t h e fi r st ti m e, w e al s o f o c u s e d o n t h e 

d et e r mi n ati o n of p o s si bl e p r o g n o sti c utilit y of t h e s e bi o m ar k e r s b y a s s e s s m e nt of p ati e nt s’ 5- y e ar O S 

a n d R F S ( wit h t h e u s e of u ni v ari at e a n d m ulti v ari at e m o d el s ). 

T hi s r e p o rt s u c c e s si v el y c o n cl u d e s o u r l o n g-t e r m c yt o g e n eti c st u di e s t h at w e r e l a u n c h e d i n 2 0 0 6 

a n d i niti at e d t h e c oll e cti o n of s a m pl e s of c a n c e r p ati e nt s a n d c o nt r ol i n di vi d u a l s. I niti all y, w e r e p o rt e d 

t h e fi r st r et r o s p e cti v e c a s e- c o nt r ol st u d y w h e r e w e h a v e a d d r e s s e d t h e f r e q u e n ci e s of c h r o m o s o m al 

d a m a g e i n 3 0 0 i n ci d e nt c a n c e r p ati e nt s m at c h e d wit h 3 0 0 c o nt r ol s [ 1 1] . I n t h at st u d y, t h e g r o u p of 

p ati e nt s m ai nl y c o n si st e d of i n di vi d u al s s uff e ri n g f r o m br e a st, c ol o r e ct al, p r o st at e, ut e r u s + o v ar y, 

h e a d + n e c k a n d bl a d d e r + ki d n e y c a n c e r s . W h e n st u d yi n g t h e e nti r e g r o u p of c a n c e r p ati e nt s a n d 

c o m p ari n g it wit h c o nt r ol i n di vi d u al s, w e f o u n d st ati sti c all y si g nifi c a nt diff er e n c e s i n C A f r e q u e n ci e s 

b et w e e n t h e s e t w o g r o u p s. H o w e v e r, w h e n w e cl a s sifi e d i n di vi d u al p ati e nt s b y t u m o r t y p e, o nl y 

p ati e nt s wit h c e rt ai n s oli d t u m o r s diff e r e d i n t e r m s of C A f r e q u e n ci e s f r o m c o nt r ol s. F or t hi s r e a s o n, 

w e f u rt h e r d e ci d e d t o f o c u s o n  t h e m o st f r e q u e nt B C, C R C a n d L C a n d e xt e n d t h e n u m b e r of p ati e nt s 

wit hi n t h e g r o u p s. I n 2 0 1 5, w e d e s c ri b e d i n c r e a s e d l e v el s of c h r o m o s o m al d a m a g e m ar k e r s i n B C , 

C R C a n d L C p ati e nt s i n c o m p ari s o n wit h c o nt r ol i n di vi d u al s [ 1 2] . I n o u r p r e s e nt st u d y, w e c o n d u ct e d 

c o m pl e x r e g r e s si o n a n al y s e s t o d et e r mi n e t h e p r e di cti v e v al u e f o r e a c h t y p e of C A s. D e s pit e t h e f a ct 

t h at w e c al c ul at e d st ati sti c all y si g nifi c a nt a O R s f o r p arti c ul ar t y p e s of C A s i n o u r g r o u p s of c a n c e r 

p ati e nt s c o m p ar e d t o c o nt r ol i n di vi d u al s, o nl y t h e a O R s o v e r 3. 0 m a y b e c o n si d e r e d a s cli ni c all y 

si g nifi c a nt. F r o m t h e cli ni c al p oi nt of vi e w, o nl y hi g h e r f r e q u e n ci e s of A C s a n d C At ot (i n t h e c a s e of 

B C a n d L C) a n d C T A s (i n t h e c a s e of L C) i nfl u e n c e d t h e ri s k of t h e s e c a n c e r s. S p e cifi c all y, p ati e nt s 

wit h el e v at e d A C s a n d C At ot w e r e at hi g h e r ri s k of B C b y 4 8 % a n d 4 5 %, r e s p e cti v el y) a n d L C b y 3 8 % 

a n d 3 4 %, r e s p e cti v el y). Hi g h e r l e v el s of C T A s i n c r e a s e d t h e ri s k of L C b y 3 3 %. O u r r e s ult s c o nfi r m e d 

t h e fi n di n g s f r o m p r o s p e cti v e st u di e s ( s u m m ari z e d b y B o n a s si et al.  2 0 0 8  [ 1 0]). A c o h o rt st u d y f r o m 

C e nt r al E u r o p e s u g g e st e d t h at r at h e r t h a n C T A s, C S A s ar e p r e di ct o r s of c a n c e r ri s k [ 1 4] . H o w e v e r, a 

p o ol e d a n al y si s of  t h o u s a n d s of  c o nt r ol i n di vi d u al s r e v e al e d a n e q u all y st r o n g c a n c e r p r e di cti vit y of 

b ot h C T A s a n d C S A s [ 9]. 

T h e e x a mi n ati o n of C A f r e q u e n ci e s i n c a n c e r p ati e nt s a n d c a n c e r-f r e e i n di vi d u al s w a s n e wl y 

s u p pl e m e nt e d b y T L d et e r mi n ati o n. T el o m e r e s ar e n u cl e o p r ot ei n st r u ct u r e s t h at p r ot e ct c h r o m o s o m al 

e n d s f r o m e x o n u cl e ol yti c d e g r a d ati o n a n d i n a p p r o p ri at e a cti v ati o n of D N A r e p ai r p at h w a y s f oll o w e d 

b y e n d- t o- e n d f u si o n of  n o n - h o m ol o g o u s c h r o m o s o m e s [ 2 6]. Li et al.  2 0 1 3 [ 1 5] a n d X u et al.  2 0 1 3  [ 1 6] 

p r o vi d e d t h e e vi d e n c e t h at C A s m a y ari s e a s a c o n s e q u e n c e of t el o m e r e d y sf u n cti o n a n d m e c h a ni s m s 

a s s o ci at e d wit h t el o m e r e s h o rt e ni n g r at h e r t h a n a s a r e s ult of t h e di r e ct D N A d a m a g e. M o r e o v e r, s u b-

t el o m e ri c r e gi o n s s e e m t o b e t h e h ot s p ot s f o r t h e f o r m ati o n of s y m m et ri c al e x c h a n g e s b et w e e n 

h o m ol o g o u s c h r o m ati d s. Cr y pti c a b e r r ati o n s i n t h e s e r e gi o n s h a v e b e e n s h o w n t o b e a s s o ci at e d wit h 

s e v e r al h u m a n c o n g e nit al a b n o r m aliti e s [ 4]. B y c o m p ari s o n of T L  b et w e e n c a s e s a n d c o nt r ol s, w e 

f o u n d t h at B C p ati e nt s e x hi bit e d st ati sti c all y si g nifi c a ntl y l o n g e r T L  t h a n c o nt r ol f e m al e s. M o r e o v e r, a 

g r o u p of B C p ati e nt s h a d t h e l o n g e st T L  o ut of all m e a s u r e d s a m pl e s ( b ot h C R C a n d L C p ati e nt s a n d 

all c o nt r ol i n di vi d u al s). T hi s o b s e r v ati o n m a y h a v e a p o s si bl e e x pl a n ati o n a s i t i s wi d el y b eli e v e d t h at 

f e m al e s h a v e l o n g e r t el o m e r e s t h a n m al e s [ 2 7] a n d o u r s et of B C p ati e nt s c o n si st e d of o nl y w o m e n. 

S e v e r al h y p ot h e s e s h a v e b e e n p o st ul at e d t o cl arif y t hi s a s s o ci ati o n, o n e of  w hi c h s u g g e st e d t h at t hi s i s 

c a u s e d b y t h e p r e s e n c e of e st r o g e n [ 2 8] . A n e st r o g e n- r e s p o n si v e el e m e nt i s p r e s e nt i n t el o m e r a s e 

r e v e r s e t r a n s c ri pt a s e [ 2 9], w hi c h i s a c at al yti c s u b u nit of t h e e n z y m e t el o m e r a s e. T el o m e r a s e i s 

r e s p o n si bl e f o r e xt e n di n g t h e t el o m e ri c D N A at t h e v e r y ti p s of li n e a r c h r o m o s o m e s a n d t h u s 

p r e v e nti n g t h e l o s s of g e n eti c m at e ri al i n p r olif e r ati n g c ell s [ 1 8]. E st r o g e n m a y , t h e r ef o r e, sti m ul at e 

t el o m e r a s e t o a d d t el o m e r e r e p e at s t o t h e c h r o m o s o m e e n d s. It i s al s o k n o w n t h at o v e r e x p r e s si o n of 

e st r o g e n i s o n e of t h e t y pi c al f e at u r e s of br e a st t u m o r s a n d p r e di s p o s e t h e ri s k of B C. W e p r o v e d t hi s 

cl ai m i n o u r s et of B C p ati e nt s b y di s c o v e ri n g t h at i n di vi d u al s wit h l o n g e r t el o m e r e s w e r e at i n c r e a s e d 

ri s k of B C b y 6 5 %. H o w e v e r, e vi d e n c e b a s e d o n  t h e r e s ult s f r o m p r e vi o u s st u di e s, b ot h p r o s p e cti v e 

a n d r et r o s p e cti v e, s h o w s t h at a s s o ci ati n g t el o m e r e l e n gt h i n P B L wit h B C  ri s k i s still c o nfli cti n g. 
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C e rt ai n st u di e s f o u n d a n el e v at e d ri s k a m o n g w o m e n wit h l o n g e r t el o m e r e s [ 3 0, 3 1], w h e r e a s ot h e r 

st u di e s s h o w e d s h o rt t el o m e r e l e n gt h t o b e a s s o ci at e d wit h i n c r e a s e d ri s k of B C [ 3 2- 3 4] . T h e r e st of 

t h e s e st u di e s di d n ot r e c o r d a n y si g nifi c a nt a s s o ci ati o n [ 3 5- 3 7]. 

I n t e r m s of t h e r el ati o n s hi p b et w e e n C A s a n d T L , H e m mi n ki et al.  2 0 1 5 [ 1 7] p r o v e d t h at s h o rt e r 

T L  c o r r el at e s wit h el e v at e d l e v el s of C A s i n c o nt r ol i n di vi d u al s. I n o u r p r e s e nt st u d y, w e o b s e r v e d 

i n d e p e n d e ntl y t h e s a m e t r e n d of st ati sti c all y si g nifi c a nt n e g ati v e c o r r el ati o n b et w e e n 

A C s/ C At ot/ C S A s a n d T L  i n t h e e nti r e g r o u p of c o nt r ol s. It i s w ell r e c o g ni z e d t h at t el o m e r e s 

p r o g r e s si v el y s h o rt e n wit h i n c r e a s e d a g e a s w ell . I niti al T L  c a n v ar y b et w e e n i n di vi d u al s, w hil e t h e 

r at e of t el o m e r e s h o rt e ni n g r efl e ct s r e pli c ati v e e x h a u sti o n d u ri n g a g ei n g [ 3 8] a n d i n t h e a b s e n c e of a 

m e c h a ni s m t o m ai nt ai n t el o m e r e s, c ell s e v e nt u all y u n d e r g o r e pli c ati v e s e n e s c e n c e [ 2 0]. I n o u r g r o u p 

of c o nt r ol s, w e al s o f o u n d t h e d e p e n d e n c e of T L  o n a g e a s  t el o m e r e s g r a d u all y s h o rt e ne d  wit h ri si n g 

a g e. A g e w a s al s o a s s o ci at e d wit h a c c u m ul ati o n of C S A s i n c o nt r ol i n di vi d u al s. W e s u p p o s e t h at t hi s 

m a y b e r el at e d t o t h e l o w e r D N A r e p ai r r at e i n s u bj e ct s wit h hi g h e r a g e . N e v e rt h el e s s, wit h t h e 

e x c e pti o n of c o r r el ati o n b et w e e n T L  a n d a g e i n c o nt r ol i n di vi d u al s, all t h e r e m ai ni n g st ati sti c all y 

si g nifi c a nt r e s ult s s h o ul d b e t r e at e d wit h c a uti o n a s t h e S p e ar m a n’ s r h o  w e r e s m all. T hi s m e a n s t h at 

e v e n if t h e r el ati o n s hi p s m a y b e st ati sti c all y si g nifi c a nt, t h e y m a y n ot b e bi ol o gi c all y a s i m p o rt a nt. I n 

a d diti o n, B er n a d ott e et al.  2 0 1 6 [ 3 8] p r o p o s e d t h at, i n st e a d of t h e m e a s u r e m e nt of a v e r a g e T L , it i s 

r e a s o n a bl e t o c o n si d e r t h e a m o u nt of s h o rt e n e d t el o m e r e s a s a n i n di c at o r of c ell ul ar a n d ti s s u e 

p r olif e r ati v e p ot e nti al. T hi s i s b e c a u s e c ell s d o n ot e x h a u st t h ei r p r olif e r ati v e p ot e nti al i n a 

si m ult a n e o u s m a n n e r. I nt e r e sti n gl y, c a n c e r p ati e nt s di d n ot e x hi bit a n y r el ati o n s hi p b et w e e n T L  a n d 

a n y t y p e of C A s . Si n c e t h e r e i s n o a v ail a bl e lit e r at u r e t o di s c u s s t hi s p h e n o m e n o n, w e c a n j u st 

h y p ot h e si z e t h at i n c o m pl e x a n d m ultif a ct o ri al di s e a s e s s u c h a s c a n c e r, t h e r e ar e m o r e i nt e r a cti v e 

p at h w a y s t h at c o nt ri b ut e t o t h e f o r m ati o n of D N A d a m a g e a n d CI N. W e p r o p o s e t h at t h e r e i s a n e e d 

t o c o n d u ct m o r e st u di e s t o el u ci d at e t h e a s s o ci ati o n b et w e e n C A s a n d T L  i n P B L of  c a n c e r p ati e nt s. 

W e al s o di d n ot r e c o r d a n y cl e a r c o r r el ati o n b et w e e n T L  a n d a g e i n c a n c e r p ati e nt s. T hi s w a s i n 

c o nt r a st wit h t h e r e s ult s o bt ai n e d f r o m m o st st u di e s c o v e ri n g t hi s t o pi c s u m m ari z e d b y X u et al.  2 0 1 6  

[ 3 9], w hi c h c o n cl u d e d t h at T L  n e g ati v el y c o r r el at e d wit h a g e i n c a n c e r p ati e nt s. 

C A s i n P B L ar e p r o v e n m ar k e r s of e x p o s u r e, h o w e v e r, t h e q u e sti o n of w h et h e r a n d h o w t h e y 

p arti ci p at e i n p at h o p h y si ol o g y a n d r efl e ct p r o g r e s si o n ( st a g e) of t h e di s e a s e i s still u nr e s ol v e d t o d a y 

[ 4 0]. T h e p r o g n o sti c v al u e of T L  i n P B L i n c a n c e r p ati e nt s r e m ai n s u n cl e a r a s w ell. T h e h y p ot h e si s t h at 

diff e r e nt f r e q u e n ci e s of C A s a n d T L  v ari ati o n s ar e d et e r mi n a nt s of p r o g n o si s i s pl a u si bl e t o e x pl ai n 

t h e h et e r o g e n eit y i n cli ni c al o ut c o m e s of p ati e nt s s uff e ri n g f r o m c a n c e r. T hi s p r o bl e m, t h e r ef o r e, 

d e s e r v e d f u rt h e r att e nti o n. I n o u r p r e s e nt st u d y, w e f o c u s e d o n t h e d et e r mi n ati o n of  t h e p r o g n o sti c 

utilit y of C A s a n d T L  i n all g r o u p s of c a n c e r p ati e nt s. W e di d n ot o b s e r v e a n y a s s o ci ati o n b et w e e n a n y 

t y p e of C A s a n d O S o r R F S u si n g u ni v ari at e s u r vi v al a n al y si s b a s e d o n m e di a n v al u e c ut- off s. 

H o w e v e r, o ut p ut s o bt ai n e d f r o m t h e C A R T a n al y si s s h o w e d i n v ol v e m e nt of C T A s i n t h e 

d et e r mi n ati o n of p ati e nt s ’ s u r vi v al/ m o rt alit y s u c h t h at el e v at e d C T A s o c c u r r e d a s a t e r mi n al n o d e f o r 

a p o o r O S p r o g n o si s f o r B C p ati e nt s i n T N M 0 + I +II +III st a g e s a n d f o r C R C p ati e nt s i n T N M III st a g e. 

I n C R C, a n i n c r e a s e of C T A s o v e r 1 e v e n d e c r e a s e d O S b y a p p r o xi m at el y 5 5 % . I nt e r e sti n gl y, B C 

p ati e nt s wit h o ut a n y C S A s e x hi bit e d w o r s e R F S. B a s e d o n o u r r e s ult s, it s e e m s t h at diff e r e nt t y p e s of 

C A s pl a y a diff e r e nt r ol e i n b ot h c a n c e r ri s k a n d p ati e nt s ’ s u r vi v al. N u m e r o u s a ut h o r s h a v e e x pl o r e d 

t h e r el ati o n s hi p s b et w e e n c h r o m o s o m al r e ar r a n g e m e nt s/ CI N a n d t h e p r o g n o si s of p ati e nt s s uff e ri n g 

f r o m l e u k e mi a a n d l y m p h o m a ( s u m m ari z e d b y T a n a k a et al.  2 0 1 6  [ 4 1]). H o w e v e r, t h e r e ar e n o 

a v ail a bl e p u bli c ati o n s e x pl o ri n g t hi s r el ati o n s hi p i n s oli d t u m o r s a n d t h e r ef o r e w e p r o p o s e it i s 

n e c e s s ar y t o c ar r y o ut l ar g e r st u di e s o n t hi s t o pi c. I n t e r m s of T L , w e di d n ot fi n d a n y a s s o ci ati o n of 

t el o m e r e s h o rt e ni n g wit h O R a n d R F S i n o u r g r o u p s of c a n c e r p ati e nt s, eit h e r u si n g u ni v ari at e o r 

m ulti v ari at e s u r vi v al m o d el. T h e r e ar e s e v e r al st u di e s t h at h a v e b e e n st u d yi n g t h e eff e ct of t el o m e r e 

l e n gt h o n c a n c e r p r o g n o si s, b ot h i n P B L a n d t u m o r ti s s u e. R e c e ntl y p u bli s h e d m et a- a n al y si s [ 3 9] 

c o m p o s e d f r o m 2 9 st u di e s w hi c h e v al u at e d t el o m e r e l e n gt h i n bl o o d r e v e al e d t h e a s s o ci ati o n b et w e e n 

s h o rt e n e d t el o m e r e l e n gt h a n d p o o r O S a n d R F S i n s oli d c a n c e r s a n d e v e n st r o n g e r a s s o ci ati o n i n 

h e m at ol o gi c al m ali g n a n ci e s. N e v e rt h el e s s, t h e s e T L  r e s ult s o bt ai n e d f r o m bl o o d w e r e i n c o nt r a st t o 
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t h e d at a o bt ai n e d b y m e a s u r e m e nt of T L  i n ti s s u e s [ 4 2]. B y c o m p ari n g t h e o ut p ut s o bt ai n e d f r o m b ot h 

u ni v ari at e a n d m ulti v ari at e a n al y s e s b et w e e n i n di vi d u al g r o u p s of c a n c e r p ati e nt s, L C p ati e nt s’ 

s u r vi v al w a s n ot aff e ct e d b y alt e r ati o n of a n y t y p e of t h e st u di e d g e n eti c m ar k e r s. E v e n w ell-

e st a bli s h e d T N M st a g e di d n ot i nfl u e n c e s u r vi v al, h o w e v e r, t hi s w a s p r o b a bl y d u e t o t h e f a ct t h at 

t h e s e p ati e nt s w e r e m o stl y di a g n o s e d i n a d v a n c e d st a g e s ( T N M III +I V). 

4. M at e ri al s a n d M et h o d s 

4. 1. St u d y p o p ul ati o n 

T hi s st u d y w a s p e rf o r m e d b y p o oli n g d at a f r o m o u r c yt o g e n eti c st u di e s c ar ri e d o ut b et w e e n 2 0 0 6 

a n d 2 0 1 3. T h e st u d y p o p ul ati o n c o n si st e d of t hr e e g r o u p s of n e wl y di a g n o s e d a n d hi st ol o gi c all y 

c o nfi r m e d i n di vi d u al s wit h B C  ( N =1 5 1 ), C R C ( N = 9 6 ) a n d L C ( N =9 0) , a n d a g r o u p of c o nt r ol 

i n di vi d u al s ( N = 3 3 5). P ati e nt s w e r e r e c r uit e d at t h e 3 r d F a c ult y of M e di ci n e, C h arl e s U ni v e r sit y, 

P r a g u e, C z e c h R e p u bli c ( B C, C R C) a n d at t h e J e s s e ni u s F a c ult y of M e di ci n e, C o m e ni u s U ni v e r sit y a n d 

U ni v e r sit y H o s pit al, M arti n, Sl o v a ki a ( L C). 

C o nt r ol i n di vi d u al s ( c o nt ai ni n g 1 4 5 c o nt r ol f e m al e s f o r c o m p ari s o n wit h t h e g r o u p of f e m al e B C 

p ati e nt s) of si mil ar a g e a n d s e x w e r e o bt ai n e d f r o m t h e Bl o o d C e nt r e of F a c ult y H o s pit al K r al o v s k e 

Vi n o hr a d y, P r a g u e, C z e c h R e p u bli c a n d f r o m t h e D e p art m e nt of S u r g e r y, G e n e r al U ni v e r sit y H o s pit al 

i n P r a g u e, C z e c h R e p u bli c. C h ar a ct e ri sti c s of t h e st u d y p arti ci p a nt s w e r e p r e vi o u sl y d e s c ri b e d i n 

d et ail s i n V o d e n k o v a et al.  2 0 1 5  [ 1 2]. T h e p r e s e nt st u d y a d h e r e d t o t h e et hi c al g ui d eli n e s a s s et o ut i n 

t he H el si n ki D e cl ar ati o n - all p arti ci p a nt s w e r e s uffi ci e ntl y i nf o r m e d a b o ut all a s p e ct s of t h e st u d y, 

a g r e e d wit h t h e st u d y p u r p o s e a n d p r o c e d u r e s t o b e u n d e rt a k e n a n d p r o vi d e d i nf o r m e d c o n s e nt. T h e 

d e si g n of t h e st u d y w a s a p p r o v e d b y t h e l o c al Et hi c s C o m mitt e e s of all p a rti ci p ati n g h o s pit al s. 

4. 2 . S a m ples a n d d at a c olle cti o n 

T w o t u b e s of bl o o d w e r e d r a w n f r o m c o nt r ol i n di vi d u al s ( wit h o ut a n y p e r s o n al c a n c e r hi st o r y) 

a n d i n ci d e nt (i. e. n e wl y di a g n o s e d) c a n c e r p ati e nt s. D u ri n g t h e t r a n s p o rt ati o n of s a m pl e s , bl o o d w a s  

k e pt at 4 ° C u ntil t h e p r o c e s si n g  a n d/ o r l o n g-t e r m st o r a g e. F r e s h h e p ari ni z e d bl o o d s a m pl e s w e r e 

i m m e di at el y aft e r t r a n s p o rt ati o n u s e d f o r c yt o g e n eti c a n al y si s of c h r o m o s o m e s a n d E D T A bl o o d 

s a m pl e s w e r e f r o z e n at - 2 0 ° C  f o r s u b s e q u e nt D N A i s ol ati o n a n d T L m e a s u r e m e nt. 

B a s eli n e p ati e nt c h ar a ct e ri sti c s s u c h a s d e m o g r a p hi c s, f a mil y hi st o r y of c a n c e r, s m o ki n g h a bit, 

o c c u p ati o n al hi st o r y, b o d y m a s s i n d e x, a n d t h e p r e s e n c e of ot h e r di s e a s e s s u c h a s h y p e rt e n si o n, 

di a b et e s m ellit u s, c ar di o v a s c ul ar di s e a s e, i n cl u di n g t h ei r t r e at m e nt, w e r e c oll e ct e d at t h e ti m e of 

di a g n o si s u si n g a st r u ct u r e d q u e sti o n n ai r e. Di s e a s e c h ar a ct e ri sti c s, i n cl u di n g t u m o r l o c ati o n, T N M 

st a g e, hi st o p at h ol o gi c al g r a d e, hi st ol o gi c al cl a s sifi c ati o n, a n d t h e p r e s e n c e of h o r m o n al r e c e pt o r s a n d 

a d mi ni st r ati o n of h o r m o n al t h e r a p y i n br e a st t u m o r s, w e r e c oll e ct e d aft e r s u r gi c al r e s e cti o n ( d et ail e d 

i n V o d e n k o v a et al.  2 0 1 5 [ 1 2]). T h e l a st u p d at e of p ati e nt s’ f oll o w- u p f o r t hi s st u d y w a s i n J ul y 2 0 1 7. 

T h e e x cl u si o n c rit e ri a f o r c a n c e r p ati e nt s w e r e a p e r s o n al hi st o r y of a n y p r e vi o u s m ali g n a n c y, 

a n y p ri o r u s e of r a di o- o r c h e m ot h e r a p y t o a v oi d t h e p r e s e n c e of a d diti o n al c hr o m o s o m al d a m a g e 

r el at e d t o t h e t r e at m e nt, a n y p ri o r u s e of X- r a y s ( e. g. di a g n o sti c) a n d a n y h e r e dit ar y f o r m s of c a n c e r. 

F o r s u r vi v al a n al y s e s, w e f u rt h e r e x cl u d e d p ati e nt s w h o eit h e r h a d mi s si n g d at a a b o ut li vi n g st at u s 

b el o w 5 y e ar s, u n d e r w e nt a 2 n d s u r g e r y f o r a n u n k n o w n r e a s o n o r h a d e x p e ri e n c e d d u pli c at e t u m o r. 

A s a c o n s e q u e n c e, o u r fi n al s et of p ati e nt s w a s r e d u c e d b y 4 L C p ati e nt s. T h e e nti r e d at a s et c o nt ai n e d 

2 0 8 p ati e nt s w h o w e r e still ali v e a n d 1 2 5 p ati e nt s w h o h a v e di e d a s a c o n s e q u e n c e of p arti c ul ar c a n c e r.  

4. 3 . C h r o m os o m al a n al y sis 

L e v el s of st r u ct u r al C A s i n P B L w e r e e v al u at e d u si n g t h e st a n d ar d c yt o g e n eti c m et h o d, a s 

d e s c ri b e d b y V o di c k a et al.  2 0 1 0 [ 1 1]. B ri efl y, bl o o d c ulti v ati o n w a s c ar ri e d o ut i n c o m pl et e m e di u m 

( C h r o m o s o m e m e di u m P - E K A M T B-1 0 0, E u r o Cl o n e S. p. A., It al y) f o r 5 0 h o u r s at 3 7 ° C.  Aft e r 4 8 h o u r s 

of c ulti v ati o n, c ell di vi si o n w a s st o p p e d b y c ol c hi ci n e ( Si g m a, U S A) i n t h e fi r st m et a p h a s e of mit o si s. 

Aft e r a c yt o g e n eti c p r o c e d u r e, mi c r o s c o pi c sli d e s w e r e st ai n e d b y c o n v e nti o n al Gi e m s a st ai ni n g 
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( Si g m a, U S A). Mi c r o s c o pi c al a n al y si s of 1 0 0 m et a p h a s e s wit h 4 6  ±  1 c h r o m o s o m e s h a s b e e n bli n dl y 

p e rf o r m e d b y t w o i n d e p e n d e nt s c o r e r s. T h e p e r c e nt a g e s of A C s, C At ot, C T A s (i. e. c h r o m ati d br e a k s 

a n d e x c h a n g e s), a n d C S A s (i. e. c h r o m o s o m e br e a k s, t e r mi n al a n d i nt e r stiti al d el eti o n s, di c e nt ri c a n d 

ri n g c hr o m o s o m e s wit h t h ei r dif r a g m e nt s, a b n o r m al c h r o m o s o m e s) w e r e d et e ct e d. 

Wit h r e g ar d t o C A s s c o ri n g, st a n d ar di z ati o n p r o c e d u r e h a s b e e n a p pli e d i n f o r m e r 

C z e c h o sl o v a ki a ( a n d l at e r i n b ot h s e p ar at e c o u nt ri e s) [ 4 3]. I n a d diti o n, t o mi ni mi z e i nt e r-l a b o r at o r y 

a n d i nt e r- s c o r e r diff e r e n c e s i n t h e r e s ult s, r a n d o m e x c h a n g e s of mi c r o s c o p e sli d e s f o r st a n d ar di z ati o n 

b et w e e n t h e t w o l a b o r at o ri e s i n P r a g u e a n d M arti n h a v e b e e n a p art of t h e st a n d ar d o p e r ati n g 

p r o c e d u r e. 

4. 4 . Me as ur e m e nt of T L 

T L  w a s m e a s u r e d a s R T L a n d it s m e a s u r e m e nt w a s c o n d u ct e d u si n g t h e m o n o c h r o m e m ulti pl e x 

p ol y m e r a s e c h ai n r e a cti o n ( P C R) a s s a y p r e vi o u sl y d e s c ri b e d b y C a wt h o n 2 0 0 9 [ 4 4] wit h t h e 

i m pl e m e nt ati o n of sli g ht m o difi c ati o n s [ 4 5, 4 6]. All d et ail s a b o ut st a n d ar d a n d c ali br ati o n c u r v e s, 

D N A c o n c e nt r ati o n s, n e g ati v e a n d q u alit y c o nt r ol s, m a st e r mi x, c o n diti o n s f o r t el o m e r e s e q u e n c e a n d 

al b u mi n g e n e a m plifi c ati o n w e r e r e c e ntl y p u bli s h e d i n K r o u p a et al.  2 0 1 8 [ 4 7]. All r e a cti o n s w e r e 

p e rf o r m e d i n t ri pli c at e s i n a n o pti c al 3 8 4- w ell r e a cti o n pl at e. R e al-ti m e P C R e x p e ri m e nt s w e r e c ar ri e d 

o ut o n Vii a 7 R e al-ti m e P C R S y st e m ( A p pli e d Bi o s y st e m s, U S A) wit h t h e u s e of t w o si m ult a n e o u s 

p r o g r a m s t o a c q ui r e t h e r e s p e cti v e c y cl e t hr e s h ol d v al u e s f o r t el o m e r e s e q u e n c e s a n d t h e al b u mi n 

g e n e. R T L w a s e x p r e s s e d a s t h e r ati o ( T/ S r ati o) b et w e e n t el o m e r e ( T) a n d al b u mi n ( S; si n gl e c o p y 

g e n e). 

4. 5 . St atisti c al a n al y sis 

O bt ai n e d r e s ult s a n d c oll e ct e d b a s eli n e, cli ni c o- p at h ol o gi c al a n d f oll o w- u p d at a w e r e a n al y z e d 

u si n g st ati sti c al s oft w ar e S A S ( S A S I n stit ut e I n c., U S A). T h e r e s ult s w e r e p r o c e s s e d i nt o g r a p h s u si n g 

S W St ati sti c s ( St at S oft, I n c., U S A). St ati sti c al si g nifi c a n c e of all t e st s w a s s et at α  = 5 % t hr e s h ol d ( P-

v al u e = 0. 0 5). D e s c ri pti v e st ati sti c al a n al y si s w a s c ar ri e d o ut f o r t h e m e a s u r e d p ar a m et e r s o n t h e 

w h ol e d at a s et a s w ell a s o n i n di vi d u al g r o u p s. 

T h e diff e r e n c e s i n t h e l e v el s of all i n v e sti g at e d p ar a m et e r s b et w e e n c o nt r ol s a n d p ati e nt s w e r e 

t e st e d b y n o n p ar a m et ri c a n al y si s of v ari a n c e ( M e di a n T w o- S a m pl e T e st) o r  C hi- s q u ar e t e st. T h e 

r el ati o n s hi p s b et w e e n t h e e x a mi n e d v ari a bl e s ( all t y p e s of C A s , T L , a n d a g e) w e r e i n v e sti g at e d u si n g 

S p e ar m a n’ s c o r r el ati o n, e x p r e s s e d b y S p e ar m a n’ s r h o a n d g r a p hi c all y pl ott e d b y li n e a r r e g r e s si o n.  F o r 

st r atifi c ati o n of s u bj e ct s wit h l o w e r o r hi g h e r C A s a n d T L , a m e di a n v al u e of c o nt r ol i n di vi d u al s w a s 

u s e d. T h e eff e ct of e a c h p ar a m et e r o n t h e ri s k of st u di e d c a n c e r t y p e s w a s d et e r mi n e d b y l o gi sti c 

r e g r e s si o n a n d w a s c al c ul at e d b y e sti m ati n g t h e o d d s r ati o s ( O R s) wit h t h e 9 5 % CI s. A d diti o n all y, 

O R s w e r e a dj u st e d f o r a g e a n d s e x ( a O R s) a s t h e f r e q u e n ci e s of s o m e c yt o g e n eti c m ar k e r s i n c r e a s e 

wit h a g e a n d f e m al e g e n d e r [ 4 8]. B C p ati e nt s a n d t h ei r c o nt r ol s c o nt ai n e d o nl y w o m e n a n d t h e r ef o r e 

w e r e o nl y a dj u st e d f o r a g e. 

Cli ni c al o ut c o m e s w e r e e v al u at e d b y c al c ul ati n g p ati e nt s’ 5 - y e ar O S a n d R F S. O S w a s d efi n e d a s 

t h e ti m e f r o m t h e d at e of di a g n o si s t o t h e d at e of t h e p ati e nt’ s d e at h –  d efi n e d a s a n e g ati v e e v e nt o r 

l a st f oll o w- u p (J ul y 2 0 1 7) –  d efi n e d a s c e n s o r e d d at a. R F S w a s c al c ul at e d f r o m t h e d at e of di a g n o si s t o 

t h e d at e of o c c u r r e n c e of l o c al r e c u r r e n c e, di st a nt m et a st a si s, o r d e at h, w hi c h e v e r c a m e fi r st - d efi n e d 

a s a n e g ati v e e v e nt, ti m e t o l a st f oll o w- u p d at e ( p ati e nt s wit h o ut e v e nt) w a s d efi n e d a s c e n s o r e d d at a . 

T h e r el ati v e ri s k of d e at h a n d r e c u r r e n c e w a s e sti m at e d a s a h a z ar d r ati o ( H R) wit h t h e 9 5 % CI s, wit h 

t h e u s e of C o x r e g r e s si o n  

M o r e o v e r, w e p e rf o r m e d a m ulti v ari at e a n al y si s, r ef e r r e d t o a s a C A R T [ 4 9] u si n g t h e C o x 

r e g r e s si o n m o d el t o i d e ntif y t h e m o st p r o g n o sti c all y si g nifi c a nt i nt e r a cti o n s b et w e e n i n v e sti g at e d 

f a ct o r s a n d p ati e nt s’ 5- y e a r O S a n d R F S. C o v ari at e s u s e d i n t h e C A R T w e r e b a s eli n e a n d cli ni c o-

p at h ol o gi c al f a ct o r s, s u c h a s a g e, s e x, f a mil y hi st o r y of c a n c e r, s m o ki n g st at u s, T N M st a g e, 

hi st o p at h ol o gi c al g r a d e, hi st ol o gi c al cl a s sifi c ati o n, i n v a si v e n e s s, t u m o r l o c ati o n, t y p e of s u b s e q u e nt 

t h e r a p y r e c ei v e d a n d p r e s e n c e of h o r m o n al r e c e pt o r s i n br e a st t u m o r s, a s w ell a s all t y p e s of C A s a n d 
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T L . T h e a n al y si s c o m p ri s e d a s et of d e ci si o n r ul e s t h at st r atif y c o n si st e nt ri s k g r o u p s f o r t h e 

r e s p o n si v e v ari a bl e. S plit s f o r e a c h v ari a bl e w e r e e x a mi n e d a n d t h e v ari a bl e t h at p r o vi d e s t h e b e st 

s plit w a s s el e ct e d. E a c h s u b g r o u p w a s f u rt h e r di vi d e d i n t h e s a m e m a n n e r. 

5. C o n cl u si o n s 

I n s u m m ar y, t h e r e s ult s of t hi s st u d y s u g g e st t h at i n c r e a s e d f r e q u e n c y of A C s, C At ot a n d C T A s 

i n P B L m a y b e c o n si d e r e d a s a m ar k e r of B C a n d L C ri s k. W e di s c o v e r e d t h at i n di vi d u al s wit h l o n g e r 

T L i n P B L w e r e at i n c r e a s e d ri s k of B C. A c c u m ul ati o n of C T A s i n P B L w a s a s s o ci at e d wit h p o o r O S i n 

B C a n d C R C p ati e nt s aft e r t h ei r st r atifi c ati o n a c c o r di n g t o di s e a s e c h ar a ct e ri sti c s w h e n a m ulti v ari at e 

s u r vi v al m o d el w a s u s e d. N eit h e r O S n o r R F S w a s  i nfl u e n c e d b y T L alt e r ati o n s. I nt e r e sti n gl y, i n 

c o nt r a st t o c o nt r ol i n di vi d u al s, c a n c e r p ati e nt s di d n ot e x hi bit a n y r el ati o n s hi p b et w e e n eit h e r T L a n d 

C A f r e q u e n ci e s o r T L a n d a g e. W e ar e a w ar e t h at o u r p r e s e nt st u d y h a s c e rt ai n li mit ati o n s, 

p arti c ul arl y i n r el ati o n t o s m all s a m pl e si z e s i n cl u d e d i n o u r a n al y s e s. T hi s i s p r o b a bl y o n e of t h e 

r e a s o n s t h at l e d t o r e d u c e d st ati sti c al p o w e r. M o r e o v e r, o ut p ut s a c q ui r e d b y C A R T a n al y si s s h o ul d b e 

t r e at e d wit h c a uti o n a s o nl y i n di vi d u al s wit h f ull d at a i n all i m pli e d v ari a bl e s w e r e i n cl u d e d i n t h e 

p r o c e d u r e w hi c h c o ul d h a v e i nt r o d u c e d a s el e cti o n bi a s. O n t h e ot h e r h a n d, o u r st u d y i s b a s e d o n 

v ali d at e d a n d w ell- e st a bli s h e d m et h o d s a n d w ell- d efi n e d cli ni c al d at a. I n c o n cl u si o n, c o n si d e r ati o n of 

t h e i n c r e a s e d f r e q u e n c y of c h r o m o s o m al d a m a g e a n d T L  i n s u r r o g at e ti s s u e s ( s u c h a s bl o o d) a s 

m ar k e r s of c a n c e r ri s k a n d p r o g r e s si o n i s a t o pi c att r a cti n g i n c r e a si n g i nt e r e st d u e t o it s p ot e nti al 

a p pli c ati o n s i n cli ni c al o n c ol o g y a n d p u bli c h e alt h. T hi s i s c o nfi r m e d b y t h e d r a m ati c all y i n c r e a si n g 

n u m b e r of p u bli s h e d p a p e r s. T h e r ef o r e, a d diti o n al st u di e s wit h l ar g e r c o h o rt s a n d c o n si st e nt d at a o n 

C A s a n d T L ar e w ar r a nt e d. 

S u p pl e m e nt a r y M at e ri al s:  S u p pl e m e nt a r y m at e ri al s c a n b e f o u n d at w w w. m d pi. c o m/ x x x/ s 1. 

A ut h o r C o ntri b uti o n s:  S. V., K. H., R. K. 2  a n d P. V. c o n c ei v e d t h e st u d y; L. M., M. A., a n d M. S. p r o vi d e d h o s pit al-

b a s e d s a m pl e s; R. K. 1 , L. M., a n d L. V. p e rf or m e d p ati e nt s’ d at a c oll e cti o n; S. V. p e rf or m e d d at a c u r ati o n; S. V., Z. P., 

a n d L. M. p erf or m e d c h r o m o s o m al a n al y si s ; M. K. a n d S. R. p e rf or m e d m e a s u r e m e nt of T L; S. V. p e rf or m e d d at a 

a n al y s e s a n d i nt e r pr et ati o n of t h e r e s ult s wit h a s si st a n c e f r o m M. K., K. H., R. K. 2 , a n d P. V.; S. V. w r ot e a n d e dit e d 

t h e m a n u s cri pt; Z. P., L. M., L. V., K. H., R. K. 2 , a n d P. V. r e vi s e d t h e m a n u s cri pt; Z. P., R. K.2   a n d P. V. s u p e r vi s e d t h e 

p r oj e ct; L. V. a d mi ni str at e d t h e p r oj e ct . All of t h e a ut h or s r e a d a n d a p p r o v e d t h e fi n al m a n u s cri pt f or p u bli c ati o n. 

F u n di n g: T hi s r e s e ar c h w a s f u n d e d b y t h e G r a nt A g e n c y of t h e C h a rl e s U ni v e r sit y , G A U K 8 0 0 2 1 6 ( S. V.) ; t h e 

G r a nt A g e n c y of t h e C z e c h R e p u bli c , G A C R 1 5- 1 4 7 8 9 S ( P. V.); t h e I nt e r n al G r a nt A g e n c y of t h e Mi ni str y of H e alt h 

of t h e C z e c h R e p u bli c , A Z V 1 5- 2 7 5 8 0 A ( P. V.); t h e R e s e a r c h p r o g r a m of C h a rl e s U ni v e r sit y , P R O G R E S Q 2 8 

O n c ol o g y ( Z. P., P. V., L. V.); t h e p r oj e ct Bi o m e di c al C e nt e r M a rti n Sl o v a ki a c o-fi n a n c e d fr o m E U s o u r c e s , I T M S 

2 6 2 2 0 2 2 0 1 8 7 ( L. M.), t h e C h a rl e s U ni v e r sit y R e s e a r c h C e ntr e p r o g r a m U N C E/ M E D/ 0 0 6 " U ni v e r sit y C e nt e r of 

Cli ni c al a n d E x p e ri m e nt al Li v e r S u r g e r y" ( P. V. , L. V.); a n d t h e N ati o n al S u st ai n a bilit y Pr o g r a m I ( N P U I) p r o vi d e d 

b y t h e Mi ni str y of E d u c ati o n Y o ut h a n d S p ort s of t h e C z e c h R e p u bli c , L O 1 5 0 3 ( P. V. , L. V.). 

C o n fli ct s o f I nt e r e st:  T h e a ut h or s d e cl a r e n o c o nfli ct of i nt e r e st. 

A b br e vi ati o n s 

A C s  

a O R  

B C  

C A R T  

C A s  

C At ot  

CI  

CI N  

C R C  

C S A s  

C T A s  

A b e r r a nt c ell s  

A dj u st e d o d d s r ati o  

B r e a st c a n c e r  

Cl a s sifi c ati o n a n d r e g r e s si o n tr e e  

C h r o m o s o m al a b e r r ati o n s  

T ot al c h r o m o s o m al a b e r r ati o n s  

C o nfi d e n c e i nt e r v al  

C h r o m o s o m al i n st a bilit y  

C ol or e ct al c a n c e r  

C h r o m o s o m e -t y p e a b e r r ati o n s 

C h r o m ati d -t y p e a b e r r ati o n s 
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E R  

H e r 2  

H R  

L C  

m d  

N  

O R  

O S  

P B L  

P C R  

P R  

R F S  

r s 

R T L  

S  

S D  

T  

T L  

T N M  

α -e str o g e ni c r e c e pt or s  

E r b B 2 ( H e r 2/ n e u) r e c e pt or s  

H a z a r d r ati o  

L u n g c a n c er  

Mi s si n g d at a  

N u m b e r of s a m pl e s  

O d d s r ati o  

O v e r all s ur vi v al  

P e ri p h e r al bl o o d l y m p h o c yt e s  

P ol y m e r a s e c h ai n r e a cti o n  

Pr o g e st e r o n e  r e c e pt or s  

R e c u r r e n c e -f r e e s ur vi v al 

S p e a r m a n’ s r h o  

R el ati v e t el o m e r e l e n gt h  

Si n gl e c o p y g e n e  

St a n d a r d d e vi ati o n  

T el o m e r e  

T el o m e r e l e n gt h  

T u m or -n o d e -m et a st a si s  
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g at e d c hr o m o s o m al i nt e grit y i n p eri p h er al bl o o d l y m p h o c yt e s ( P B L) fr o m n e wl y di a g n o s e d c a n c er
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T u m or d e v el o p m e nt, a  m ulti st e p pr o c e s s, i s dri v e n t hr o u g h t h e a c c u-

m ul ati o n of g e n eti c a n d e pi g e n eti c c h a n g e s.  C hr o m o s o m al a b err ati o n s

( C A s) pl a y a cr u ci al r ol e i n t h e c ar ci n o g e ni c pr o c e s s.1 C A s  m a y dir e ctl y

tri g g er t u m ori g e n e si s t hr o u g h r e arr a n g e m e nt s l e a di n g t o i n cr e a s e d

pr ot o- o n c o g e n e e x pr e s si o n or alt er n ati o n of it s str u ct ur e a s i n  B ur kitt ’s

l y m p h o m a a n d c hr o ni c  m y el oi d l e u k e mi a.  Ot h er  C A s, li k e c hr o m o s o m al

l o s s e s or g ai n s, c a n b e eit h er a s c a u s ati v e e v e nt s i n  m ali g n a nt di s e a s e

or a s s e c o n d ar y c o n s e q u e n c e. El e v at e d fr e q u e n c y of  C A s h a s b e e n

c o n si st e ntl y d e s cri b e d i n v ari o u s pr o s p e cti v e st u di e s a s a  m ar k er a n d a

pr e di ct or of s u b s e q u e nt  m ali g n a n ci e s. I n cr e a s e d  C A s h a v e al s o b e e n

d e s cri b e d i n n e wl y di a g n o s e d c a n c er p ati e nt s i n r etr o s p e cti v e

st u di e s. 1 – 3

All  C A s ari s e a s a c o n s e q u e n c e of u nr e p air e d or i n s uffi ci e ntl y

r e p air e d  D N A d o u bl e- str a n d br e a k s ( D S B).  D e p e n d e nt o n t h e c ell c y cl e

st a g e a n d t y p e of  D N A d a m a g e, c hr o m ati d-t y p e ( C T A s) or

c hr o m o s o m e-t y p e a b err ati o n s ( C S A s) o c c ur i n s o m ati c c ell s:  C S A s ori gi-

n at e a s a c o n s e q u e n c e of  D S B g e n er at e d b y g e n ot o xi c d a m a g e d uri n g

G 0 or  G 1 p h a s e,  w h er e a s  C T A s ari s e d uri n g l at e S or  G 2 p h a s e of t h e

c ell c y cl e  m ai nl y d u e t o t h e i n s uffi ci e ntl y r e p air e d  D N A br e a k s. 4 C A s

c a n ulti m at el y r e s ult i n c hr o m o s o m e d el eti o n s, tr a n sl o c ati o n s, a n d g e n e

a m plifi c ati o n s o b s er v e d fr e q u e ntl y i n h u m a n c a n c er s.

M e c h a ni s m s a s s o ci at e d  wit h t el o m er e s h ort e ni n g ar e i m p ort a nt

c o ntri b ut or s t o f or m ati o n of  C A s. T el o m er e s ar e n u cl e o pr ot ei n str u c-

t ur e s c o m p o s e d of T T A G G G t a n d e m r e p e at s a n d a s s o ci at e d pr ot ei n s

t h at c a p e n d s of e u k ar y oti c c hr o m o s o m e s. T el o m er e c o m pl e x r e g ul at e s

a “c ell ul ar  mit oti c cl o c k ” a n d pr ot e ct s c hr o m o s o m e s a g ai n st e x o n u cl e o-

l yti c d e gr a d ati o n,  D N A d a m a g e a n d c hr o m o s o m al i n st a bilit y.5 – 7 R e c e nt

st u di e s r e p ort s h ort er t el o m er e s a s s o ci at e d  wit h hi g h er fr e q u e n c y of

C A s i n p eri p h er al bl o o d. 8, 9 T el o m er e s h ort e ni n g h a s b e e n f or l o n g

h y p ot h e si z e d t o b e a s s o ci at e d  wit h c a n c er d e v el o p m e nt, 1 0, 1 1 pri m aril y

t hr o u g h t h e i n d u cti o n of g e n o mi c a n d c hr o m o s o m al i n st a bilit y. 1 2, 1 3

T el o m er e s h ort e n s at e a c h r o u n d of r e pli c ati o n a n d criti c all y s h ort-

e n e d t el o m er e s  m a y b e p o orl y e n d- c a p p e d a n d r e c o g ni z e d a s  D S B b y

r e p air  m a c hi n er y.1 4 T h e s e pr o c e s s e s l e a d t o e n d-t o- e n d f u si o n s of

c hr o m o s o m e s, i niti ati o n of br e a k a g e-f u si o n- br e a k a g e c y cl e s a n d d e v el-

o p m e nt of n u m eri c al a n d str u ct ur al  C A s. 1 5 – 1 7 R e a cti v ati o n of t el o m er-

a s e l e a d s t o st a bili z ati o n of t el o m er e s a n d i m m ort ali z ati o n of pr e-

m ali g n a nt c ell s, t h u s e n a bli n g c a n c er pr o gr e s si o n. 1 8, 1 9

M ut a g e n s e n siti vit y c a n s er v e a s f u n cti o n al bi o m ar k er of  D N A

r e p air c a p a cit y.  M ut a g e n s e n siti vit y i s  m e a s ur e d i n c ell s ( u s u all y p eri p h-

er al bl o o d l y m p h o c yt e s;  P B L) fr o m s u bj e ct s  wit h di s e a s e a n d fr o m

h e alt h y s u bj e ct s aft er i n d u cti o n of  D N A d a m a g e b y c h e mi c al or p h y si-

c al a g e nt s. 2 0, 2 1 S u c h c h all e n g e a s s a y i s b a s e d o n t h e d et er mi n ati o n of

C T A s. 2 2 – 2 7 I n cr e a s e d a m o u nt of  C T A s u s u all y i n di c at e s a n i m p air e d

a bilit y t o r e p air  D S B. 2 8

T h e  m ai n ai m of t hi s e x pl or at or y st u d y  w a s t o e m pl o y t h e  m ut a g e n

s e n siti vit y f or a s s e s s m e nt of t h e p ot e nti al i nt er a cti o n s b et w e e n

i n d u c e d  D S B i n  P B L a n d c a n c er pr e di s p o siti o n, p arti c ul arl y t o br e a st

( B C) a n d c ol or e ct al ( C R C) c a n c er. I nt er-i n di vi d u al v ari ati o n i n  D N A

r e p air c a p a cit y  w a s e v al u at e d i n vitr o utili zi n g t h e  G 2 c hr o m o s o m al

m ut a g e n s e n siti vit y a s s a y t o q u a ntif y bl e o m y ci n-i n d u c e d  C T A s. 2 2

F urt h er m or e,  w e al s o  m e a s ur e d r el ati v e t el o m er e l e n gt h ( R T L) a n d

c o m p ar e d  m ut a g e n s e n siti vit y  wit h g - H 2 A X p h o s p h or yl ati o n  w hi c h i s a

h all m ar k of  D S B. 2 9

T hi s st u d y i s t h e fir st t o li n k t el o m er e s h ort e ni n g a n d t h e r a di o mi-

m eti c eff e ct of bl e o m y ci n i n  P B L of c a n c er p ati e nt s a n d r ai s e s t h e p o s-

si bilit y t h at t el o m er e s h ort e ni n g  m a y b e a pr o x y f or u n d erl yi n g

m ut a g e n i nt er-i n di vi d u al s e n siti vit y.

A b o v e p ar a m et er s f oll o w e d i n c a n c er p ati e nt s  m a y al s o b e i nf or m-

ati v e a b o ut t h e di s e a s e pr o g n o si s a n d pr e di cti o n of t h e t h er a p y.

2 | M A T E R I A L S  A N D  M E T H O D S

2. 1 | St u d y p o p ul ati o n

Bl o o d s a m pl e s fr o m n e wl y di a g n o s e d, u ntr e at e d, a n d hi st ol o gi c all y c o n-

fir m e d  B C a n d  C R C p ati e nt s  w er e c oll e ct e d at T h o m a y er  H o s pit al a n d

G e n er al  U ni v er sit y  H o s pit al, b ot h i n  Pr a g u e,  C z e c h  R e p u bli c.  All

p ati e nt s si g n e d i nf or m e d c o n s e nt. S a m pli n g of p eri p h er al bl o o d  w a s

c arri e d o ut a c c or di n g t o t h e  H el si n ki  D e cl ar ati o n a n d t h e st u d y d e si g n

w a s a p pr o v e d b y t h e a p pr o pri at e Et hi c s c o m mitt e e s. I n all p arti ci p ati n g

c a n c er p ati e nt s b a si c cli ni c o- p at h ol o gi c al c h ar a ct eri sti c s  w er e c oll e ct e d.

T h e c o ntr ol st u d y p o p ul ati o n  w a s  m a d e u p of h o s pit al h e alt h y v ol-

u nt e er s a n d h e alt h y i n di vi d u al s  wit h o ut a n y pr e vi o u s c a n c er di s e a s e

r e cr uit e d b et w e e n 2 0 1 2 a n d 2 0 1 5 i n c e ntr al  B o h e mi a ( F a c ult y  H o s pit al

Kr al o v s k e  Vi n o hr a d y a n d  D e p art m e nt of S ur g er y,  G e n er al  U ni v er sit y

H o s pit al, b ot h i n Pr a g u e). T h e c o ntr ol s u bj e ct s e nr oll e d i n t h e st u d y

fill e d i n a q u e sti o n n air e, i n  w hi c h t h e y d e cl ar e d a n o c c urr e n c e of s eri-

o u s di s e a s e s ( m ali g n a n ci e s, c ar di o v a s c ul ar, a n d di a b et e s).  A n y i n di vi d u al

a p p ar e ntl y s uff eri n g fr o m a b o v e di s e a s e s  w er e e x cl u d e d fr o m t h e

st u d y.  P eri p h er al bl o o d s a m pli n g  w a s pr ef er e nti all y c arri e d o ut o nl y i n

t h e s u bj e ct s a p p ar e ntl y h e alt h y at t h e ti m e of s a m pli n g.

F or m al  m at c hi n g f or a g e a n d s e x  w a s p erf or m e d b et w e e n gr o u p of

p ati e nt s a n d c o ntr ol p o p ul ati o n.

T h e d e s cri pti o n of t h e st u di e d p o p ul ati o n i n cl u di n g f u n d a m e nt al

c h ar a ct eri sti c s of p arti c ul ar c a n c er a n d b a c k gr o u n d v ari a bl e s ar e pr e-

s e nt e d i n T a bl e 1.

2. 2 | Bl o o d c oll e cti o n

Fi v e  ml of h e p ari ni z e d p eri p h er al bl o o d  w a s c oll e ct e d fr o m all i n di vi d u-

al s a n d u s e d f or t h e bl e o m y ci n t e st a n d g - H 2 A X a s s a y, a d diti o n al 5  ml

of bl o o d c oll e ct e d i nt o et h yl e n e di a mi n et etr a a c eti c a ci d  w a s u s e d f or

D N A e xtr a cti o n a n d f urt h er  R T L  m e a s ur e m e nt.  All t h e bl o o d s a m pl e s

i n o ur st u d y  w er e dr a w n b ef or e a n y c h e m ot h er a p y a n d r a di ot h er a p y

tr e at m e nt s t o e x cl u d e r e v er s e c a u s alit y f or o ur r e s ult s.  G e n o mi c  D N A

w a s i s ol at e d fr o m  P B L u si n g st a n d ar d pr o c e d ur e s a n d t h e ali q u ot s

w er e u s e d f or  R T L  m e a s ur e m e nt s. T h e ti m e b et w e e n bl o o d c oll e cti o n

a n d t h e c hr o m o s o m e a n al y si s di d n ot e x c e e d 2 h, t hi s i nt er v al  w a s

st a n d ar di z e d.  Bl o o d  w a s st or e d o n i c e ( d uri n g tr a n s p ort) or i n a r efri g er-

at or pri or t o t h e pr o c e s si n g.  D N A d a m a g e  w a s i n d u c e d b y t h e tr e at-

m e nt of t h e s a m pl e s u si n g bl e o m y ci n.  All bl o o d s a m pl e s  w er e c ult ur e d

al s o  wit h o ut t h e bl e o m y ci n tr e at m e nt a n d s er v e d a s a r ef er e n c e f or

d et er mi n ati o n of b a c k gr o u n d c hr o m o s o m e d a m a g e.
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2. 3 | C hr o m o s o m e a n al y si s ( m ut a g e n s e n siti vit y a s s a y)

M ut a g e n s e n siti vit y a s s a y  w a s p erf or m e d a c c or di n g t o t h e pr e vi o u sl y

d e s cri b e d pr ot o c ol  wit h  mi n or  m o difi c ati o n s ( H s u et al., 1 9 8 9).  Bri efl y,

t w o  w h ol e- bl o o d s a m pl e s fr o m e a c h s u bj e ct  w er e c ult ur e d f or 7 2 h i n

E K A M T B- 1 0 0 c o m pl et e  m e di u m  wit h p h yt o h a e m a g gl uti ni n ( E ur o Cl o n e

S. p. A., It al y). Fi v e h o ur s b ef or e h ar v e sti n g (l at e S a n d  G 2 p h a s e of t h e

c ell c y cl e), bl e o m y ci n ( Si g m a)  w a s a d d e d (fi n al c o n c e ntr ati o n 3 0 l g / ml)

i n o n e of t h e t w o c ult ur e s, t h e ot h er c ult ur e s er v e d a s a r ef er e n c e. T w o

h o ur s pri or t o h ar v e st,  C ol c e mi d ( C al bi o c h e m, 0. 1 l g / ml)  w a s a d d e d t o

arr e st c ell s i n  m et a p h a s e. T h e  P B L  w er e h ar v e st e d a n d aft er c yt o g e-

n eti c pr o c e d ur e dr o p p e d o nt o sli d e s a n d st ai n e d  wit h  Gi e m s a.  At l e a st

1 0 0 c ell s p er s u bj e ct  w er e a n al y z e d  mi cr o s c o pi c all y f or  C T A s. T w o

s c or er s c o n d u ct e d  mi cr o s c o pi c a n al y si s ( e a c h e v al u ati n g 5 0 c ell s p er

s u bj e ct) i n a d o u bl e- bli n d f a s hi o n o n c o d e d sli d e s.  C T A s ( br e a k s a n d

e x c h a n g e s)  w er e c yt o g e n eti c all y a s s e s s e d i n s a m pl e s of all gr o u p s aft er

t h e bl e o m y ci n tr e at m e nt,  w hil e n ot aff e ct e d s a m pl e s s er v e d f or d et e c-

ti o n of b a s eli n e  C A s l e v el. E xtr e m el y l o w v al u e s of s p o nt a n e o u s  C T A s

( c o m m o n i n p eri p h er al bl o o d l y m p h o c yt e s) i n all c o ntr ol sli d e s  w er e

c o n si d er e d a s n e gli gi bl e a n d d at a  w er e n ot i n cl u d e d f or t h e  w h ol e a n al-

y si s.  O nl y  m et a p h a s e s  wit h 4 6 6 1 c hr o m o s o m e s  w er e i n cl u d e d.  G a p s

w er e s c or e d b ut n ot i n cl u d e d t o t h e n u m b er of  C T A s.  M ut a g e n s e n siti v-

it y  w a s e x pr e s s e d a s t h e a v er a g e n u m b er of br e a k s p er c ell ( C T A s / c ell,

a c c or di n g  H s u et al. 2 2 ).  B y r e c or di n g  C T A s,  w e f oll o w e d t h e r e c o m m e n-

d ati o n of t h e  C h at h a m  B ar s I n n  W or k s h o p  C o nf er e n c e ( 1 9 7 1), t h at i s,

a n a c hr o m ati c l e si o n  w h o s e l e n gt h i s s m all er t h a n t h e di a m et er of t h e

c hr o m ati d  w a s cl a s sifi e d a s a c hr o m ati d g a p a n d a l e si o n  w h o s e l e n gt h

w a s e q u al t o or l o n g er t h a n t h e di a m et er of t h e c hr o m ati d  w a s r e g ar d e d

a s a  C T A. 2 2 C ell s wit h m or e t h a n ( 1 2)  C T A s  w er e a s s e s s e d a s t h o s e

wit h hi g h c hr o m o s o m e d a m a g e, a s pr e vi o u sl y r e p ort e d. 2 2

2. 4 | R T L  m e a s ur e m e nt

R T L  w a s  m e a s ur e d i n  D N A ali q u ot s of s u bj e ct s pri or t o bl e o m y ci n

tr e at m e nt u si n g t h e  m o n o c hr o m e  m ulti pl e x p ol y m er a s e c h ai n r e a cti o n

( P C R) a s s a y a s d e s cri b e d pr e vi o u sl y3 0 wit h  mi n or  m o difi c ati o n s. 3 1, 3 2

W e c arri e d o ut t w o-f ol d s eri al dil uti o n st a n d ar d c ur v e  w hi c h pr o d u c e d

s e v e n k n o w n c o n c e ntr ati o n s ( g e n o mi c  D N A p o ol e d fr o m 1 0 h e alt h y

i n di vi d u al s).  R a n g e of  D N A c o n c e ntr ati o n f or c ali br ati o n c ur v e

d e s c e n d e d fr o m 2 8. 5 t o 0. 5 n g / m l.  B a s e d o n t h e k n o w n c o n c e ntr ati o n

of  D N A,  w e c o ul d pr e p ar e st a n d ar d c ur v e f or t el o m er e ( T) a n d al s o f or

al b u mi n ( S) u si n g  m ulti pl e x a s s a y. S a m pl e s l a c ki n g a n y g e n o mi c  D N A

w er e i n cl u d e d a s n e g ati v e c o ntr ol s.  All r e a cti o n s  w er e c arri e d o ut i n

tri pli c at e s i n a n o pti c al 3 8 4- w ell r e a cti o n pl at e  wit h fi n al v ol u m e of

m a st er  mi x i n e a c h  w ell 1. 7 5 m l.  M a st er  mi x  w a s pr e p ar e d u si n g 7 4 0 m l

of 3 5  H O T FI R E P ol  Pr o b e q P C R  Mi x  Pl u s  wit h  R O X ( S oli s  Bi o D y n e,

T art u, E st o ni a), 5. 5 m l, 1. 5 m M of S yt o 9 (I n vitr o g e n,  C arl s b a d,  C alif or ni a,

U S A), 7. 4 m l T el g pri m er ( at 2 0 0 n M), 1 4. 8 m l T el c pri m er ( at 4 0 0 n M),

7. 4 m l pri m er al b u g cr 2 ( at 2 0 0 n M), al b d g cr 2 pri m er ( at 4 0 0 n M) a n d

fi n all y 2 2 6 2 m l of d o u bl e- di still e d  w at er. S e q u e n c e s of pri m er s ar e

gi v e n i n S u p p orti n g I nf or m ati o n, T a bl e S 1.  Pi p ett e d v ol u m e of  D N A

s a m pl e s i n e a c h  w ell  w a s 1. 7 5 m l  wit h a p pr o xi m at e c o n c e ntr ati o n 2 n g /

m l.  R e al-ti m e  P C R e x p eri m e nt s  w er e p erf or m e d o n  Vii a 7  R e al-ti m e

P C R S y st e m ( A p pli e d  Bi o s y st e m s, F o st er  Cit y,  C alif or ni a,  U S A) u si n g

t w o si m ult a n e o u s pr o gr a m s t o a c q uir e t h e r e s p e cti v e  C T v al u e s f or

T A B L E  1 T h e c h ar a ct eri sti c s of t h e st u di e d p o p ul ati o n

C R C c a s e s  C o ntr ol s t o  C R C c a s e s  B C c a s e s  C o ntr ol s t o  B C c a s e s

All s u bj e ct s N 5 4 4 N 5 4 4 N 5 4 7 N 5 4 6

S e x F e m al e s 2 3 2 3 4 7 4 6

M al e s 2 1 2 1 0 0

A g e ( y) 6 5. 3 6 1 3. 8 5 9. 3 6 1 6. 6 6 3. 0 6 1 1. 2 6 2. 7 6 1 8. 5

Di a g n o si s  C ol o n c a n c er ( C 1 8) 2 4 . . . . . . . . .

R e ct o si g m oi d c a n c er ( C 1 9) 6 . . . . . . . . .

R e ct al c a n c er ( C 2 0) 9 . . . . . . . . .

A n u s c a n c er ( C 2 1) 1 . . . . . . . . .

U n s p e cifi e d c ol o n c a n c er 4 . . . . . . . . .

C e ntr al p orti o n of br e a st ( C 5 0 1) - . . . 1 . . .

O ut er u p p er q u a dr a nt of br e a st ( C 5 0 4) - . . . 2 9 . . .

U n s p e cifi e d br e a st c a n c er ( C 5 0 9) - . . . 1 7 . . .

S m o ki n g  N o n- s m o k er s 1 7 1 7 2 3 1 9

E x- s m o k er s 1 1 1 1 8 1

C urr e nt s m o k er s 5 5 1 1 7

A b br e vi ati o n s:  B C, br e a st c a n c er;  C R C, c ol or e ct al c a n c er
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t el o m er e s e q u e n c e s a n d t h e al b u mi n g e n e. T h e c o n diti o n s f or t el o m er e

s e q u e n c e a m plifi c ati o n  w er e 9 5 8C / 1 5  mi n, 2 c y cl e s of 9 5 8C / 2 0 s e c a n d

4 9 8C / 1  mi n, f oll o w e d b y 2 5 c y cl e s of 8 5 8C / 2 0 s e c  wit h si g n al a c q ui si-

ti o n at 5 98C / 3 0 s e c. T h e c o n diti o n s f or al b u mi n g e n e  w er e 3 5

c y cl e s of 9 5 8C / 1 5 s e c, 8 5 8C / 3 0 s e c  wit h si g n al a c q ui siti o n at 8 4 8C /

3 0 s e c. T h e s p e cifi cit y of all a m plifi c ati o n s  w a s d et er mi n e d b y  m elt-

i n g c ur v e a n al y si s d o n e at d ef a ult s etti n g s ( 9 58C / 1 5 s e c, 6 0 8C / 1  mi n

wit h c o nti n u o u s si g n al a c q ui siti o n at 0. 0 5 8C / s e c r a m pi n g, 9 5 8C /

1 5 s e c). T h e q u alit y c o ntr ol  w a s p erf or m e d u si n g t h e  A p pli e d  Bi o-

s y st e m s s oft w ar e. T h e st a n d ar d c ur v e  w a s u s e d t o q u a ntif y t h e t el o-

m er e a n d al b u mi n g e n e s b a s e d o n t h e r e s p e cti v e  C T v al u e s a n d t h e

o bt ai n e d tri pli c at e v al u e s  w er e a v er a g e d.  R T L  w a s e x pr e s s e d a s t h e

r ati o b et w e e n T / S. I nt er- a s s a y a n d i ntr a- a s s a y v ari ati o n s  w er e d et er-

mi n e d b y d u pli c ati n g t h e r ef er e n c e  D N A f or all t h e dil uti o n s i n all

t h e a s s a y s p erf or m e d.3 1 If  T / S r ati o e x c e e d e d 1, t h e  D N A s a m pl e

h a d l o n g er t el o m er e s.  O n t h e c o ntr ar y if T / S r ati o  w a s l o w er t h a n

1, t h e  D N A s a m pl e h a d s h ort er t el o m er e s.  P C R effi ci e n c y v ari e d

b et w e e n 9 5 % a n d 1 0 2 %. I nt er- pl at e v ari ati o n f or T a n d S  w a s 3. 5 %

a n d 3. 3 7 %, r e s p e cti v el y. I ntr a- pl at e v ari ati o n f or T  w a s 0. 4 2 % a n d

0. 2 8 % f or S.

2. 5 | c - H 2 A X c o n c e ntr ati o n  m e a s ur e m e nt

Si mil arl y a s i n “C hr o m o s o m e a n al y si s ” bl o o d s a m pl e s  w er e pr o c e s s e d

f or g - H 2 A X c o n c e ntr ati o n  m e a s ur e m e nt.  Bri efl y,  w h ol e- bl o o d s a m pl e s

fr o m e a c h s u bj e ct  w er e c ult ur e d f or 7 2 h i n E K A M T B- 1 0 0 c o m pl et e

m e di u m  wit h p h yt o h a e m a g gl uti ni n ( E ur o Cl o n e S. p. A., It al y). Fi v e h o ur s

b ef or e h ar v e sti n g (l at e S a n d  G 2 p h a s e of t h e c ell c y cl e), bl e o m y ci n

( Si g m a)  w a s a d d e d (fi n al c o n c e ntr ati o n 3 0 l g / ml) i n o n e of t h e t w o c ul-

t ur e s, t h e ot h er c ult ur e s er v e d a s a r ef er e n c e.

Hi st o n e 2 A X i s a 1 4 k D a u bi q uit o u s  m e m b er of t h e  H 2 A hi st o n e

f a mil y t h at c o nt ai n s a n e v ol uti o n aril y c o n s er v e d S Q  m otif at t h e  C-

t er mi n u s i n e u k ar y ot e s. S eri n e 1 3 9  wit hi n t hi s  m otif b e c o m e s r a pi dl y

p h o s p h or yl at e d b y  A T M a n d  A T R ki n a s e s t o yi el d a f or m k n o w n a s

g - H 2 A X i n r e s p o n s e t o  D S B a n d a p o pt o si s. 2 9

T hi s a s s a y d o c u m e nt s diff er e n c e s of g - H 2 A X l e v el s i n h u m a n  P B L.

I m m o bili z e d g - H 2 A X a nti b o d y i n t h e  w ell s of a 9 6- w ell pl at e c a pt ur e s

g - H 2 A X fr o m s a m pl e l y s at e. I n c u b ati o n  wit h a  H 2 A X d et e cti n g a nti-

b o d y ( Tr e vi g e n,  G ait h er s b ur g,  M D), f oll o w e d b y a d diti o n of a  G o at

a nti- m o u s e h or s er a di s h p er o xi d a s e ( H R P) c o nj u g at e a n d a c h e mil u mi-

n e s c e nt  H R P s u b str at e yi el d s r el ati v e li g ht u nit s t h at dir e ctl y c orr el at e s

wit h t h e a m o u nt of g - H 2 A X i n t h e s a m pl e.

2. 6 | St ati sti c al e v al u ati o n

T h e diff er e n c e s i n  R T L a n d  m ut a g e n s e n siti vit y p ar a m et er s b et w e e n

t h e p arti c ul ar gr o u p s  w er e a s s e s s e d b y n o n- p ar a m etri c t e st s ( M a n n-

W hit n e y U t e st,  Kr u s k al- W alli s t e st). F or str atifi c ati o n of s u bj e ct s  wit h

l o w er or hi g h er  R T L a  m e di a n v al u e of c o ntr ol i n di vi d u al s  w a s u s e d.

A s s o ci ati o n s b et w e e n t h e  R T L a n d  m ut a g e n s e n siti vit y p ar a m et er s

w er e d et er mi n e d b y L o gi sti c r e gr e s si o n a dj u st e d f or a g e a n d s e x, v 2 -

t e st a n d b y S p e ar m a n c orr el ati o n.  A diff er e n c e  w a s c o n si d er e d st ati sti-

c all y si g nifi c a nt if t h e P v al u e  will b e . 0 5 or s m all er.

3 | R E S U L T S

T h e r e s ult s fr o m  m ut a g e n s e n siti vit y a s s a y i n i n di vi d u al gr o u p s of c a n-

c er p ati e nt s a n d c orr e s p o n di n g c o ntr ol s,  w hi c h s er v e a s a n i n dir e ct

f u n cti o n al bi o m ar k er of  D N A r e p air c a p a cit y, ar e s u m m ari z e d i n T a bl e

2 . W e o b s er v e d si g nifi c a ntl y hi g h er a m o u nt of bl e o m y ci n-i n d u c e d

C T A s ( P 5 . 0 3) a n d a b err a nt c ell s ( A C s; P 5 . 0 5) i n  P B L of 4 4  C R C

p ati e nt s i n c o m p ari s o n  wit h 4 4 c orr e s p o n di n g h e alt h y c o ntr ol s,

w h er e a s t h er e  w er e n o si g nifi c a nt diff er e n c e s b et w e e n  B C p ati e nt s

a n d f e m al e c o ntr ol s ( P 5 . 3 9 f or  C T A s a n d P 5 0. 4 1 f or  A C s, r e s p e c-

ti v el y, Fi g ur e 1).  N eit h er  C T A s n or  A C s  w er e si g nifi c a ntl y aff e ct e d b y

a g e a n d g e n d er i n a n y gr o u p of p ati e nt s or c o ntr ol s. S m o ki n g st at u s

w a s t h e o nl y v ari a bl e a s s o ci at e d  wit h l o w er a m o u nt of  A C s aft er bl e o-

m y ci n tr e at m e nt i n s m o ki n g p ati e nt s i n c o m p ari s o n  wit h n o n- s m o ki n g

c a s e s ( P 5 . 0 3).

R e s ult s fr o m  m ut a g e n s e n siti vit y a s s a y  w er e c o m p ar e d  wit h

g - H 2 A X c o n c e ntr ati o n  m e a s ur e m e nt i n 1 1  B C a n d 8  C R C c a s e s.  N o

c orr el ati o n b et w e e n g - H 2 A X c o n c e ntr ati o n a n d a m o u nt of  A C s a n d

C T A s  w a s o b s er v e d i n eit h er gr o u p of p ati e nt s ( r 5 2 0. 1 4; P 5 . 6 4).

W e di d n ot fi n d a n y diff er e n c e b et w e e n  B C a n d  C R C c a s e s i n g - H 2 A X

c o n c e ntr ati o n aft er bl e o m y ci n tr e at m e nt ( Fi g ur e 2; P 5 . 7 2).

R T L  w a s  m e a s ur e d i n 1 1 8 p ati e nt s a n d h e alt h y c o ntr ol s.  W e

o b s er v e d a n i n v er s e a s s o ci ati o n b et w e e n  R T L a n d a g e ( P 5 . 0 0 5).  A d di-

ti o n all y, t h e  R T L  w a s l o n g er i n  w o m e n t h a n  m e n (P 5 . 0 0 0 8). T h er e-

f or e, t h e r e s ult s f or a s s o ci ati o n s b et w e e n  R T L a n d  m ut a g e n s e n siti vit y

a s s a y o ut c o m e s  w er e a dj u st e d f or a g e a n d s e x.

All i n di vi d u al s  wit h s h ort er  R T L ( b el o w  m e di a n 5 1. 5) s h o w e d si g-

nifi c a ntl y i n cr e a s e d  C T A s i n  P B L aft er bl e o m y ci n tr e at m e nt ( P 5 . 0 5)

a n d al s o i n cr e a s e d n u m b er of c ell s  wit h 1 2  C T A s ( P 5 . 0 3).  Aft er

c o m bi ni n g p ati e nt s ( b ot h  C R C a n d  B C; N 5 5 4)  wit h s h ort er  R T L

( b el o w  m e di a n  R T L)  w e o b s er v e d si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d n u m b er of

A C s ( P 5 . 0 2),  C T A s (P 5 . 0 2) a n d c ell s  wit h hi g h a m o u nt of  C T A s

( 1 2  C T A s / P B L; P 5 . 0 3) aft er bl e o m y ci n tr e at m e nt.  H o w e v er, t h e

s a m e p ar a m et er s  w er e n ot aff e ct e d i n t h e c o ntr ol gr o u p. Fi g ur e 3

d o c u m e nt s S p e ar m a n c orr el ati o n of  R T L  wit h  C T A s i n a p o ol e d gr o u p

of c a s e s ( u p p er b o x, R 5 2 0. 3 6) a n d i n c o ntr ol s (l o w er b o x,

R 5 2 0. 0 9).  A s e p ar at e a n al y si s s h o w e d t h at l o w er a m o u nt of  C T A s

(P 5 . 03) i s a s s o ci at e d  wit h hi g h er t h a n  m e di a n  R T L i n  B C ( N 5 2 2 ),

w h er e a s s h ort er t h a n  m e di a n  R T L r e s ult e d i n a t e n d e n c y t o hi g h er

a m o u nt s of  A C s ( P 5 . 0 9),  C T A s (P 5 0. 0 9) a n d c ell s  wit h 1 2  C T A s

(P 5 . 0 5) i n  C R C (N 5 3 2) p ati e nt s.

4 | D I S C U S S I O N

I n t h e pr e s e nt st u d y,  w e i n v e sti g at e d c hr o m o s o m al i nt e grit y i n  P B L

fr o m n e wl y di a g n o s e d  B C a n d  C R C p ati e nt s a n d  m at c h e d h e alt h y c o n-

tr ol s.  W e o b s er v e d si g nifi c a ntl y i n cr e a s e d l e v el s of  C T A s a n d  A C s o nl y

i n  C R C p ati e nt s c o m p ar e d  wit h c o ntr ol s aft er bl e o m y ci n tr e at m e nt.

I nt er e sti n gl y,  C R C a n d  B C p ati e nt s  wit h s h ort er  R T L e x hi bit e d si g nifi-

c a ntl y hi g h er a m o u nt of  A C s,  C T A s a n d c ell s  wit h hi g h fr e q u e n c y of

C T A s aft er bl e o m y ci n tr e at m e nt.  W e o b s er v e d t h at alt er e d  D S B r e p air

m e a s ur e d b y s e n siti vit y t o w ar d  m ut a g e n i n  P B L o c c ur s p arti c ul arl y i n
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C R C. Irr e s p e cti v e of c a n c er t y p e, t el o m er e s h ort e ni n g  m a y b e a s s o ci-

at e d  wit h a d e cr e a s e d c a p a cit y t o r e p air  D S B.

U nli k e c o m et a s s a y or h o st c ell r e a cti v ati o n, 3 3, 3 4 t h e  m ut a g e n s e n-

siti vit y h a s b e e n e m pl o y e d a s o n e of t h e  w ell- e st a bli s h e d  m ar k er f or

c a n c er s u s c e pti bilit y. 3 5 M ut a g e n s e n siti vit y, e x pr e s s e d a s a  m e a n n u m-

b er of  C T A s p er c ell at  m et a p h a s e  P B L s, i s  m e a s ur e d b y f oll o wi n g bl e o-

m y ci n e x p o s ur e i n t h e  G 2 p h a s e of t h e c ell c y cl e. S e v er al st u di e s h a v e

c o n si d er e d t h at t hi s f u n cti o n al t e st  m a y r efl e ct t h e i nt er-i n di vi d u al dif-

f er e n c e s i n  D N A d a m a g e r e s p o n s e.2 2, 2 3, 2 5 – 2 7, 3 5 – 3 8 T h e r e p ort e d

i n cr e a s e d a m o u nt of  C T A s c orr el at e s  wit h s u b o pti m al a bilit y t o r e p air

D S B, s u g g e sti n g t h at t h e o ut c o m e fr o m  m ut a g e n s e n siti vit y a s s a y  m a y

r efl e ct  D S B r e p air c a p a cit y.2 8 O ur pr e s e nt r e s ult s s u g g e st t h at alt er e d

D S B r e p air  m e a s ur e d b y s e n siti vit y t o w ar d  m ut a g e n i n  P B L o c c ur s p ar-

ti c ul arl y i n  C R C p ati e nt s. It  w a s p o st ul at e d t h at  m ut a g e n s e n siti vit y

m a y p arti c ul arl y b e a s s o ci at e d  wit h c ar ci n o g e n e si s of or g a n s a n d ti s-

s u e s t h at ar e i n dir e ct c o nt a ct  wit h t h e e xt er n al e n vir o n m e nt ( e g, r e s pi-

r at or y, di g e sti v e, a n d b o w el c a n c er s) b ut n ot i n t h o s e  w hi c h ar e l a c ki n g

dir e ct e n vir o n m e nt al e x p o s ur e ( e g,  B C a n d br ai n). 2 2, 3 7 T hi s i s s u p p ort e d

b y t h e r ol e of bl e o m y ci n s e n siti vit y p h e n ot y p e a s a n i m p ort a nt pr e di s-

p o siti o n f a ct or i n r el ati o n t o l u n g,  C R C, a n d h e a d a n d n e c k

c a n c er s. 3 9 – 4 2 H o w e v er, ot h er a ut h or s attri b ut e d t h e r e s ult s fr o m  m ut a-

g e n s e n siti vit y r at h er t o t h e eff e ct of lif e- st yl e f a ct or s. 4 3, 4 4 M or e o v er,

m o st r e c e nt r e p ort s s u g g e st i m p ort a nt r ol e s of s o m ati c  m ut ati o n s n ot

o nl y i n d u c e d b y e n vir o n m e nt al f a ct or s, b ut t h o s e c o n n e ct e d  wit h r e pli-

c ati o n err or s. 4 5 T h e s e d at a  m a y f urt h er pi n p oi nt t h e i m p ort a n c e of

m ut a g e n s e n siti vit y t o g et h er  wit h  m a p pi n g t el o m er e bi ol o g y.

H er e,  w e pr o vi d e f urt h er e vi d e n c e t h at bl e o m y ci n s e n siti vit y i s si g-

nifi c a ntl y a s s o ci at e d  wit h  C R C.  H o w e v er, t h e bl e o m y ci n s e n siti vit y

T A B L E  2 M ut a g e n s e n siti vit y a n d  R T L i n i n di vi d u al gr o u p s of c a n c er p ati e nt s a n d c orr e s p o n di n g c o ntr ol s

C R C c a s e s
C o ntr ol s t o
C R C c a s e s  B C c a s e s

C o ntr ol s t o
B C c a s e s

M ut a g e n s e n siti vit y S u bj e ct s N 5 4 4 N 5 4 4 N 5 4 7 N 5 4 6

A C s ( %) U ntr e at e d c ult ur e 0. 8 9 6 1. 4 1. 1 4 6 1. 2 0. 8 7 6 1. 2 1. 0 0 6 1. 2

Bl e o m y ci n tr e at m e nt 5 0. 8 6 1 1. 4 4 6. 2 6 9. 5 4 7. 6 6 1 0. 0 4 9. 8 6 1 0. 7

C T A s U ntr e at e d c ult ur e 0. 9 3 6 1. 6 1. 2 1 6 1. 3 1. 0 2 6 1. 4 1. 1 1 6 1. 5

Bl e o m y ci n tr e at m e nt 1 5 8 6 0. 6 1 3 0 6 0. 4 1 3 6 6 0. 5 1 4 6 6 0. 5

C ell s  wit h 1 2
C T A s ( %)

U ntr e at e d c ult ur e 0 0 0 0

Bl e o m y ci n tr e at m e nt 3. 7 0 6 2. 6 2. 5 7 6 1. 7 2. 8 3 6 2. 1 3. 3 0 6 2. 5

R T L S u bj e ct s N 5 3 2 N 5 3 1 N 5 2 2 N 5 3 3

M e a n 1. 3 5 6 0. 5 1. 5 9 6 0. 5 1. 7 7 6 0. 4 1. 5 2 6 0. 5

A b br e vi ati o n s:  A C, a b err a nt c ell s;  B C, br e a st c a n c er;  C R C, c ol or e ct al c a n c er;  C T A, c hr o m ati d-t y p e a b err ati o n s;  R T L, r el ati v e t el o m er e l e n gt h

F I G U R E  1 C T A s i n all i n v e sti g at e d gr o u p s; * P 5 . 0 3.  A xi s “y ”

d e pi ct s t h e n u m b er of c hr o m ati d-t y p e a b err ati o n s ( w e s c or e d 1 0 0

c ell s /i n di vi d u al;  m e a n 6 S D) i n all i n v e sti g at e d gr o u p s ( a xi s “x ”).

Si g nifi c a nt diff er e n c e i s  m ar k e d b y a n a p pr o pri at e P v al u e

F I G U R E  2 g - H 2 A X c o n c e ntr ati o n ( p M) i n br e a st c a n c er ( B C) a

c ol or e ct al c a n c er ( C R C) p ati e nt s; R 5 2 0. 1 4; P 5 . 6 4. g - H 2 A X c o n-

c e ntr ati o n ( p M) i n  B C a  C R C p ati e nt s.  A xi s “y ” s h o w s t h e c o n c e n-

tr ati o n of g - H 2 A X ( m e a n 6 S D) i n i n di vi d u al gr o u p s of c a n c er

p ati e nt s ( a xi s “x ”)
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pr ofil e of  B C p ati e nt s  w a s si mil ar t o t h at of t h e c o ntr ol p o p ul ati o n.  O ur

r e s ult s ar e i n a gr e e m e nt  wit h  H s u et al., 2 2 w h o c o nfir m e d t h at bl e o m y-

ci n r e s p o n s e pr ofil e i n  P B L diff er s i n  C R C, l u n g, a n d h e a d / n e c k c a n c er

p ati e nt s ( b ut n ot i n  B C) c o m p ar e d  wit h h e alt h y c o ntr ol s. S o m e st u d-

i e s2 7, 4 6, 4 7 h a v e s h o w n str o n g bl e o m y ci n s e n siti vit y n ot o nl y f or f a mili al

B C, b ut al s o f or s p or a di c p ati e nt s.  P o s si bl e e x pl a n ati o n f or t h e s e

di s c or d a nt r e s ult s c o ul d b e diff er e nt a eti ol o g y of f a mili al  B C a s c o m-

p ar e d  wit h t h e s p or a di c f or m a n d t h e h et er o g e n eit y of  B C.  M ut at e d

B R C A 1 a n d  B R C A 2 g e n e s i n f a mili al  B C,  w hi c h ar e i n v ol v e d i n  D S B

r e p air  m a c hi n er y,4 8 c o ul d c a u s e hi g h er  D N A d a m a g e i n bl e o m y ci n

e x p o s e d  P B L.  N at ar aj a n et al. 4 6 p o st ul at e d t h at  m ut a g e n s e n siti vit y

p h e n ot y p e i s a ri s k f a ct or f or  B C.

F I G U R E  3 S p e ar m a n c orr el ati o n of r el ati v e t el o m er e l e n gt h ( R T L)  wit h c hr o m ati d-t y p e a b err ati o n s ( C T A s) i n a p o ol e d gr o u p of c a s e s

( u p p er gr a p h; R 5 2 0. 3 6; * P 5 . 0 2) a n d c o ntr ol s (l o w er gr a p h; R 5 2 0. 0 9; P 5 . 8 7) [ C ol or fi g ur e c a n b e vi e w e d at  wil e y o nli n eli br ar y.

c o m]
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M ut a g e n s e n siti vit y  w a s n ot aff e ct e d eit h er b y a g e or g e n d er i n all

gr o u p s of p ati e nt s a n d c o ntr ol s,  w hi c h i s i n a gr e e m e nt  wit h  H s u et al. 2 2

H o w e v er,  w e o b s er v e d l o w er  A C s i n s m o ki n g p ati e nt s c o m p ar e d  wit h

n o n- s m o ki n g r el ati v e s. S o m e st u di e s 2 7, 4 9 s h o w e d t h at t h e eff e ct of

t o b a c c o s m o ki n g  m a y  m o d ul at e  m ut a g e n s e n siti vit y st at u s.  Ot h er s

p o st ul at e d t h at  m ut a g e n s e n siti vit y  m a y b e a t o ol f or c h ar a ct eri z ati o n

of g e n ot o xi c e x p o s ur e t o h e a v y t o b a c c o a n d al c o h ol u s e r at h er t h a n

f or i n di vi d u al s u s c e pti bilit y t o w ar d c a n c er.4 4, 5 0 O ur r e s ult s i n di c at e t h at

s m o ki n g st at u s  m a y e x ert a n i nfl u e n c e o n  m ut a g e n s e n siti vit y pr o b a bl y

d u e t o i n d u c e d  D S B r e p air. Si mil ar p h e n o m e n o n h a s b e e n d e s cri b e d b y

u s o n i n d u c e d b a s e e x ci si o n r e p air c a p a citi e s a m o n g s m o k er s a n d

w or k er s e x p o s e d t o i n d u stri al x e n o bi oti c s. 5 1, 5 2

M ut a g e n s e n siti vit y pr ofil e fr o m 1 9  B C a n d  C R C p ati e nt s  w er e

c o m p ar e d  wit h t h e  m e a s ur e m e nt of g - H 2 A X a s a h y p ot h e si z e d alt er n a-

ti v e f or  m ut a g e n s e n siti vit y a s s a y. g - H 2 A X i s a h all m ar k of  D S B 2 9 a n d

w e p o st ul at e d t h at q u a ntifi c ati o n of c hr o m o s o m al d a m a g e aft er bl e o-

m y ci n tr e at m e nt i n  P B L  m a y b e c o m p ar a bl e  wit h t h e c o n c e ntr ati o n of

g - H 2 A X.  O ur r e s ult s di d n ot s h o w a n y c orr el ati o n b et w e e n  m ut a g e n

s e n siti vit y a n d g - H 2 A X. I n c o ntr a st, t h e c o n c e ntr ati o n of g - H 2 A H  w a s

hi g h er i n  C R C,  w hi c h e x hi bit hi g h er a m o u nt of  C T A s, s u g g e sti n g a

l o w er  D S B r e p air c a p a cit y i n  C R C.  W e a s s u m e t h at g - H 2 A X i s t h e fir st

a c ut e r e s p o n s e of t h e c ell t o c o p e  wit h  D S B, h o w e v er  C T A s ar e t h e

fi n al r e s ult s of u nr e p air e d  D S B  wit h t h e a b s e n c e of g - H 2 A X. T h er ef or e,

g - H 2 A X  m e a s ur e m e nt c o ul d n ot b e u s e d i n st e a d of  m ut a g e n s e n siti vit y

a s s a y.

T h e i n v e sti g ati o n of  m ut a g e n s e n siti vit y i n c a s e s a n d c o ntr ol s  w a s

s u p pl e m e nt e d b y  R T L d et er mi n ati o n i n t h e gr o u p of 1 1 8  C R C a n d  B C

p ati e nt s a n d c orr e s p o n di n g h e alt h y c o ntr ol s.  A c c or di n g t o  V all s-

B a uti st a et al., 5 3 R T L i n  P B L r efl e ct s c h a n g e s c o n n e ct e d  wit h t u m or

a n d diff er s fr o m t h at i n h e alt h y c o ntr ol s u bj e ct s. T h e a ut h or s s u g g e st e d

t h at c h a n g e s i n  R T L t a k e pl a c e i n t h e e arl y st a g e s of t h e t u m or d e v el-

o p m e nt.  R T L  w a s  m e a s ur e d i n  P B L d u e t o it s n o n-i n v a si v e a v ail a bilit y

a n d c o ul d t h er ef or e b e u s e d a s a n i niti al  m ar k er f or  C R C. 5 3

T el o m er e s h ort e ni n g h a s al s o b e e n li n k e d t o r e d u c e d  D S B r e p air

c a p a cit y. 5 4 O ur r e s ult s s h o w e d st ati sti c all y si g nifi c a nt c orr el ati o n

b et w e e n s h ort e ni n g of t el o m er e s a n d  m ut a g e n s e n siti vit y pr ofil e i n a

gr o u p of  B C a n d  C R C p ati e nt s. T o o ur k n o wl e d g e, t hi s i s t h e fir st st u d y

d e s cri bi n g  D S B r e p air c a p a cit y i n  B C a n d  C R C p ati e nt s i n c orr el ati o n

wit h a s h ort e ni n g of t el o m er e s. It h a s r e c e ntl y b e e n r e vi e w e d t h at  P B L

fr o m F a n c o ni a n e mi a p ati e nt s b e ari n g  m ut ati o n s i n h o m ol o g o u s r e c o m-

bi n ati o n r e p air g e n e F a n c o ni a n e mi a c o m pl e m e nt ati o n gr o u p  D 2

( F A N C D 2) s h o w s h ort t el o m er e s a n d t el o m er e d y sf u n cti o n i n d u c e d

f o ci.7 R e c e ntl y,  P o ol e y et al. a n d T h or v al d s d ottir et al. 5 5, 5 6 s u g g e st e d

t h at  B C  B R C A 2  m ut ati o n c arri er s h a v e si g nifi c a ntl y s h ort er or l o n g er

t el o m er e l e n gt h t h a n u n aff e ct e d  w o m e n.  A b o v e o b s er v ati o n a d d t o t h e

c h ai n of e vi d e n c e o n t h e i nt er pl a y b et w e e n t el o m er e c o m pl e x a n d  D S B

r e p air.

A C K N O W L E D G M E N T S
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1 4 0 5 0, S V V 2 6 0 3 9 0,  U N C E 2 0 4 0 2 2 a n d  P R O G R E S  Q 2 8. T h e st u d y

w a s al s o s u p p ort e d b y a gr a nt fr o m T R A N S C A N t hr o u g h  G er m a n
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0 1 K T 1 5 5 1 1.
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A bst r a ct  

T el o m er es, r e p etiti v e D N A c a p pi n g e n ds of e u k ar y oti c c hr o m os o m es, ar e i m p ort a nt i n 

m ai nt e n a n c e of g e n o mi c i nt e grit y . P ert ur b e d t el o m er es  ar e c o m m o n f e at ur es of  m a n y  h u m a n 

m ali g n a n ci es. T h e ai m of t h e pr es e nt st u d y w as t o i n v esti g ate  c orr el ati o n of t el o m er e l e n gt h 

( T L) i n t u m or tis s u es, a dj a c e nt m u c os a  a n d bl o o d  fr o m p ati e nts wit h c ol or e ct al c a n c er wit h 

diff er e nt cli ni c o p at h ol o gi c al f e at ur es a n d  i m p a ct o n p ati e nt s ur vi v al. I n a d diti o n, w e als o 

m e as ur e d T L i n a li mit e d n u m b er of li v er m et ast as es, n o n-c a n c er o us li v er tis s u es or 

c orr es p o n di n g tis s u es fr o m t h e s a m e p ati e nts.  W e o bs er v e d t h at  T L  i n t u m or tis s u es  w as s h ort er 

t h a n t h e a dj a c e nt m u c os a (Wil c o x o n t est , P < 0. 0 0 0 1) . S h ort er T L  w as  o bs er v e d i n t u m ors wit h 

l o w er st a g e t h a n i n t h os e e x hi biti n g  a d v a n c e d st a g es (Wil c o x o n t est  P = 0. 0 0 1). T el o m er e s  w er e 

s h ort er i n  t u m ors  at t h e pr o xi m al t h a n at t h e dist al sit es  of t h e c ol o n  (Wil c o x o n t est, P < 0. 0 0 0 1 ). 

S h ort er t el o m er es w er e als o as s o ci at e d wit h mi cr os at ellit e i nst a bilit y ( Wil c o x o n t est, P = 0. 0 0 1) , 

a n d m u ci n o us t u m or hist ol o g y (Wil c o x o n t est,  P < 0. 0 0 0 1) . P ati e nts wit h s m all er  T L  r ati o 

b et w e e n t u m or tis s u es  a n d  a dj a c e nt m u c os a w er e  as s o ci at e d wit h  a n i n cr e as e d o v er all s ur vi v al 

(L o g -r a n k t est, P = 0. 0 2 2). M et ast asi z e d t u m ors h a d s h ort er t el o m er es t h a n t h e a dj a c e nt n o n-

c a n c er o us li v er tis s u es  (Wil c o x o n t est,  P = 0. 0 0 0 5).  O v er all, o ur r es ults d e m o nstr at e diff er e n c es 

i n T L  b et w e e n t u m ors a n d a dj a c e nt m u c os a, b et w e e n t u m ors l o c at e d at diff er e nt sit es a n d 

as s o ci ati o n wit h p ati e nt s ur vi v a l. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



I nt r o d u cti o n  

T el o m er es, t a n d e m G -ri c h h e x a n u cl e oti d e r e p e ats t h at ar e i n v ol v e d i n m ai nt e n a n c e of 

g e n o m e i nt e grit y, u n d er g o a pr o gr es si v e s h ort e ni n g  t h o u g h s u c c es si v e c ell di visi o n. Gr a d u al 

t el o m eri c attriti o n is c a us e d b y i n c o m pl et e D N A r e pli c ati o n of a l a g gi n g str a n d. T el o m er e 

l e n gt h ( T L) is als o aff e ct e d b y t h e  g e n ot o xi c eff e ct of e n vir o n m e nt al a n d i ntr a-c ell ul ar  D N A -

d a m a gi n g a g e nt s  [ 1-3] . T el o m er e  s h ort e ni n g c orr el at es wit h a g e  [ 4]. T u m or c ells u n d er g o f ast er 

t el o m eri c attriti o n t h a n n o n-c a n c er o us s o m ati c c ells  d u e t o  i n cr e as e d pr olifer ati o n . Tel o m e r e 

s h ort e ni n g c a n a ct  as p ot e nt t u m or -s u p p r es si n g m e c h a nis m li miti n g c ells fr o m a n u n c o ntr ol le d 

gr o wt h. H o w e v er, m ost c a n c ers e v ol v e m e c h a nis m t o o v er c o m e pr olif er ati v e b arri er d u e t o 

t el o m er e attriti o n t hr o u g h t el o m er as e r ej u v e n ati o n. T h e r ej u v e n at e d t el o m er as e pr ef er e nti all y  

st a biliz e s s h ort est t el o m er es a n d criti c all y s h ort t el o m er es c a n  l e a d t o t h e f or m ati o n of a n a p h as e 

bri d g es t hr o u g h br e a k a g e -f usi o n-bri d g e c y cl es t h at c o ntri b ut e s  t o c hr o m os o m e i nst a bilit y 

( CI N) [ 5].  

CI N al o n g wit h mi cr os at ellit e i nst a bilit y ( M SI) r e pr e s e nt t w o m aj or p at h w a ys pr e v al e nt 

i n t h e g e n esis of C R C  [ 6]. Im p a ir e d mis m at c h r e p air ( M M R) l e a di n g t o M SI is c h ar a ct eri z e d 

b y e x c es si v e i n-d el m ut ati o ns i n mi cr os at ellit e s e q u e n c es [ 7]. It is p os si bl e t h at a c o m pr o mis e d  

M M R p at h w a y c o ul d  as w ell aff e ct  t el o m eri c r e p e ats. M SI a c c o u nts f or 1 0 -1 5 % of  all C R C 

c as es [ 8 -1 0], a n d ar e us u all y as s o ci at e d wit h b ett er pr o g n osis i n p ati e nts [ 1 1, 1 2].   

D u e t o i m p ort a n c e i n  c a n c er i niti ati o n, pr o gr es si o n a n d p ati e nt  pr o g n osis, it is 

i m p er ati v e t o u n d erst a n d t h e st at us of T L a n d t h e f a ct ors aff e cti n g it i n t u m or tis s u e of C R C 

p ati e nts.  I n t his st u d y, w e d et er mi n ed  T L  i n t u m or s a n d  a dj a c e nt m u c os a i n or d er t o fi n d a 

c orr el ati o n, if a n y . W e als o i n v esti g at e d t h e  i m p a ct of t u m or l o c ati o n o n T L . T h e  i m p a ct of  T L  

i n t u m or/ m u c os a o n o v er all p ati e nt s ur vi v al w as als o d et er mi n e d .  

 

 

M at e ri al s a n d M et h o ds  

P o p ul ati o n c h a r a ct e risti c  

S p or a di c C R C  p ati e nts ( N = 7 2 1) wit h hist ol o gi c all y c o nfir m e d t u m ors w er e i n cl u d e d i n 

t h e st u d y. P ers o n al d at a t h at i n cl u d ed  d at e of birt h, s e x , a n d  di a b et es m ellit us  w er e o bt ai n e d 

usi n g a str u ct ur e d q u esti o n n air e . F or all p ati e nt s , cli ni c al d at a i n cl u di n g t u m or-r el at e d 

p ar a m et ers, s u c h as t h e t u m or l o c ati o n, int er n ati o n al u ni o n a g ai nst c a n c er ( UI C C) T N M st a g e 



s yst e m st at us , d egr e e of t u m or diff er e nti ati o n , w er e c oll e ct e d al o n g wit h i nf or m ati o n a b o ut  

dist a nt m et ast as e s , r el a ps e, a n d d at e of d e at h.  

P ati e nts w er e r e cr uit e d fr o m 2 0 0 4 t o 2 0 1 4 i n diff er e nt o n c ol o gi c al a n d 

g astr o e nt er ol o gi c al d e p art m e nts of v ari o us h os pit als wit hi n t h e C z e c h R e p u bli c. T h e l ast u p d at e 

of p ati e nt f oll o w -u p f or t his st u d y w as D e c e m b er 2 0 1 5 . T h e d es cri pti o n of t h e st u di e d 

p o p ul ati o n i n cl u di n g f u n d a m e nt al c h ar a ct eristi cs of C R C a n d b a c k gr o u n d v ari a bl es is pr es e nt e d 

i n T a bl e I .  

T h e st u d y i n cl u d e d p air e d t u m or tis s u e s  a n d a dj a c e nt n o n -m ali g n a nt  m u c os a  fr o m 7 2 1 

p ati e nts  c oll e ct e d d uri n g s ur gi c al r es e cti o n.  I n a d diti o n, p eri p h er al bl o o d w as  a v ail a bl e fr o m 

1 6 4  of t h os e p ati e nts , s a m pl e d  pri or  t o s ur g er y. F urt h er, w e als o h a d a c c es s t o  pri m ar y t u m or s , 

a dj a c e nt m u c os a, li v er m et ast ati c tis s u e s , a n d  p air e d a dj a c e nt  li v er tis s u e fr o m 1 2 p ati e nts fr o m 

t h e ori gi n al gr o u p  of p ati e nts . W e als o  i n cl u d e d m et ast ati c a n d a dj a c e nt li v er tis s u es  fr o m 1 2 2 

p ati e nts wit h C R C  wit h o ut pri m ar y t u m ors i n t h e st u d y.  

D N A w as e xtr a ct e d fr o m t u m or tis s u e s , n o n -aff e ct e d a dj a c e nt m u c os a , bl o o d, m et ast ati c 

tis s u es , a n d li v er s a m pl es  usi n g t h e D N e as y  Bl o o d a n d  Tis s u e Kit ( Qi a g e n, C o urt a b o e uf, 

Fr a n c e). T h e st u d y w as a p pr o v e d b y t h e l o c al et hi cs c o m mitt e e of e a c h p arti ci p ati n g h os pit al . 

W ritt e n i nf or m e d c o ns e nt t o p arti ci p at e i n t h e st u d y a n d t o a p pr o v e t h e us e of bi ol o gi c al 

s a m pl es f or g e n eti c a n al ys es w as  o bt ai n e d fr o m all p ati e nts, a c c or di n g t o t h e H elsi n ki 

d e cl ar ati o n.  

 

R el ati v e t el o m e r e l e n gt h   

T L  w as m e as ur e d as  r el ati v e t el o m er e l e n gt h ( R T L) as  d es cri b e d pr e vi o usl y wit h s o m e 

m o difi c ati o ns  [ 8-1 3] . S yt o 9, a si n gl e fl u or es c e nt d y e, w as us e d i n r e al -ti m e qP C R f or  t h e 

c oll e cti o n of a si g n al fr o m t el o m er e (T; r e p e at c o p y n u m b er) a n d al b u mi n  (S;  h u m a n si n gl e-

c o p y g e n e)  a m pli c o n , t w o t ar g et s e q u e n c es gr e atl y diff eri n g i n c o p y n u m b er. T h e v al u es of 

c y cl e t hr es h ol d ( Ct) f or al b u mi n a m pli c o n w er e c oll e ct e d a b o v e t h e m elti n g t e m p er at ur e of t h e 

t el o m er e pr o d u ct. M e as ur e m e nt of T L  fr o m all D N A s a m pl es w as  c arri e d o ut i n tri pli c at e usi n g  

a Mi cr o A m p O pti c al 3 8 4 -W ell R e a cti o n Pl at e ( A p pli e d Bi os yst e ms, F ost er Cit y, C alif or ni a, 

U S A ). A st a n d ar d t w o-f ol d s eri al dil uti o n w as pr e p ar e d b as e d o n  t h e k n o w n i niti al 

c o n c e ntr ati o n of r ef er e n c e D N A  ( g e n o mi c D N A p o ol e d fr o m 3 0 i n di vi d u als wit h 4 0 -5 5 y e ars 

a g e r a n g e a n d wit h o ut a n y s p e cifi c s e x r ati o  [ 9]). R e al -ti m e qP C R e x p eri m e nts w er e p erf or m e d 

o n a Vii a  7 R e al -ti m e P C R S yst e m ( A p pli e d Bi os yst e ms) usi n g t w o si m ult a n e o us pr o gr a ms t o 

a c q uir e t h e r es p e cti v e Ct v al u es f or t el o m er e s e q u e n c es a n d t h e al b u mi n g e n e  ( pri m er s e q u e n c es  

i n S u p pl e m e nt a r y T a bl e I ). T h e st a n d ar d c ur v e w a s us e d t o q u a ntif y t el o m er e a n d a l b u mi n 

https://www.google.cz/search?q=applied+biosystems+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MKoyzMkuUuIAsYtMi020tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAcxXrNkQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj2ubmngtjcAhVO2aQKHbz7D7kQmxMoATAOegQIChAZ
https://www.google.cz/search?q=applied+biosystems+&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MKoyzMkuUuIAsYtMi020tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcUAcxXrNkQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj2ubmngtjcAhVO2aQKHbz7D7kQmxMoATAOegQIChAZ


g e n es b as e d o n r es p e cti v e Ct  v al u es , a n d t h e o bt ai n e d tri pli c at e v al u es w er e a v er a g e d  [ 1 4]. T L 

w as e x pr es s e d as t h e r ati o b et w e e n T/  S. I nt er -as s a y a n d i ntr a -as s a y v ari ati o ns w er e d et er mi n e d 

b y d u pli c ati n g t h e r ef er e n c e D N A f or all dil uti o ns i n e a c h  as s a y p erf or m e d. If T/  S r ati o 

e x c e e d e d 1, t h e D N A s a m pl e h a d l o n g er t el o m er es. O n t h e c o ntr ar y , if T/ S r ati o w as l o w er 

t h a n 1, t h e D N A s a m pl e h a d s h ort er t el o m er es. P C R effi ci e n c y f or T L m e as ur e m e nt v ari e d 

b et w e e n 9 5 % a n d 1 0 2 %. I nt er pl at e v ari ati o n f or T & S w as 3. 5 % & 3. 4 %, r es p e cti v el y. I ntr a -

pl at e v ari ati o n f or T w as 0. 4 2 % & 0. 2 8 % f or S.  

 

Mi c r os at el lit e i nst a bilit y 

Mi cr os at ellit e i nst a bilit y ( M SI ) st at us w as d et er mi n e d b y t h e m ol e c ul ar t esti n g of 5 

m o n o n u cl e oti d e r e p e at m ar k ers ( B et h es d a c o ns e ns us p a n el, B A T 2 5, B A T 2 6, N R 2 1, N R 2 4, 

N R 2 7) t h at w er e r u n as a p e nt a pl e x usi n g fl u or es c e ntl y l a b el e d pri m ers a n d st a n d ar d P C R. 

Fr a g m e nt a n al ysis w as p erf or m e d o n A BI 3 1 3 0 ( A p pli e d Bi os yst e ms). Fi n al c o m p aris o n 

b et w e e n t u m or a n d n o n -t u m or D N A s h ort t a n d e m r e p etiti o n  pr ofil e s  w as a n al y z e d wit h 

G e n e M a p p er v 4. 1 s oft w ar e ( A p pli e d Bi os yst e ms). T u m or s p e ci m e n w as cl as sifi e d as M SI 

w h e n 2 or m or e l o ci w er e u nst a bl e.  

 

S t atisti c al a n al ysis 

T L m e as ur e d i n t h e tis s u es a n d bl o o d c ells of C R C p ati e nts w er e e x pr es s e d as m e di a n 

a n d r a n g e t o c h ar a ct eri z e i n di vi d u al gr o u ps ( b y m e a ns of S A S d es cri pti v e st atisti cs, s e e b el o w).  

St atisti c al a n al ys es w er e c o n d u ct e d o n n at ur al d at a b y usi n g n o n -p ar a m etri c al t ests. Diff er e n c es 

b et w e e n T L i n t w o disti n ct tis s u es w er e a n al y z e d usi n g n o n -p ar a m etri c al A N O V A ( Wil c o x o n 

si g n e d -r a n k t est). A n i nt er q u artil e r a n g e w as d efi n e d as t h e distri b uti o n of T L v al u es b et w e e n 

2 5t h a n d 7 5t h  p er c e ntil es . T h e r el ati o ns hi p b et w e e n t h e p ati e nt a g e at di a g n osis a n d T L v al u es 

w as c al c ul at e d b y P e ars o n c orr el ati o n c o effi ci e nt. T L r ati o w as e x pr es s e d as T L  i n t u m or/ T L 

i n a dj a c e nt m u c os a. If T L r ati o  e x c e e d e d 1, t el o m er es w er e l o n g er i n t u m or tis s u e t h a n t h e 

a dj a c e nt m u c os a.  T h e c ur v es f or o v er al l s ur vi v al ( O S ) w er e d eri v e d b y t h e K a pl a n – M e i er l o g-

r a n k t est. O S w as d efi n e d as t h e ti m e fr o m  t h e s ur g er y t o t h e d at e of d e at h, or t h e d at e of l ast 

f oll o w u p. B as e d o n t h e m e di a n  T L c ut -off , all C R C p ati e nts w er e str atifi e d i nt o t w o gr o u ps . 

St atisti c al a n al ys es w er e c o n d u ct e d usi n g S A S I nstit ut e I n c. s oft w ar e  (C ar y, N C, U S A ). T h e 

fi n al r es ults w er e gr a p hi c all y ill ustr at e d usi n g Pris m 8 Gr a p h P a d s oft w ar e ( S a n Di e g o, 

C alif or ni a, U S A). St atisti c al si g nifi c a n c e f or all t ests w as s et at  P -v al u e = 0. 0 5.  

https://en.wikipedia.org/wiki/Percentiles


R es ult s  

T h e m e di a n a g e f or t h e gr o u p of C R C  p ati e nts , f or w h o m tis s u e p airs w er e a v ail a bl e, at 

t h e ti m e of di a g n osis w as 6 8 y e ars (r a n g e 3 3-9 6 y e ars); of t h os e  6 2. 9 % w er e m e n a n d  3 7. 1 %  

w er e w o m e n . T h e p ati e nts f or w h o m m et ast asi z e d tis s u es w er e a v ail a b le  wit h o ut pri m ar y 

t u m ors, h a d m e di a n a g e of 6 3  (r a n g e 3 9 -7 9  y e ars ); 6 6. 1 % m e n a n d  3 3. 9 %  w o m e n . T a bl e I  

s u m m ari z es T L d at a i n t u m or a n d a dj a c e nt m u c os a tis s u es of C R C p ati e nts al o n g wit h  v ari o us 

p ers o n al a n d cli ni c o p at h ol o gi c al c h ar a ct eristi cs .  

 

T el o m e r e l e n gt h  i n t u m o r tis s u e, a dj a c e nt m u c os a , p e ri p h e r al bl o o d  l y m p h o c yt es, li v e r 

m et ast as es , a n d a dj a c e nt li v e r tis s u es  

 

T L  i n t u m or tis s u es  (n = 6 9 6)  w as st atisti c all y si g nifi c a ntl y s h ort er ( m e di a n [i nt er q u artil e 

r a n g e]: 0. 9 9 [ 0. 6 5-1. 5 0]) t h a n t h e a dj a c e nt m u c os a ( n = 6 7 7 , 1. 2 9 [ 0. 8 3 -2. 2 6] , Wil c o x o n t est,  

P < 0. 0 0 0 1 ; Fi g u r e I ). S h ort er  T L i n t u m or tis s u e (i. e. T L r ati o < 1) w as o bs er v e d i n t u m ors fr o m 

7 4 %  p ati e nts, w hil e f or t h e r e m ai ni n g 2 6 % of C R C p ati e nts , t u m ors h a d l o n g er T L i n t u m or s 

t h a n t h e a dj a c e nt m u c os a  ( b as e d o n 6 6 1 c o m p aris o ns, w h er e t h e d at a f or  T L i n  b ot h tis s u e s  

w er e a v ail a bl e) . W e di d n ot fi n d a n y diff er e n c e b et w e e n T L i n  p eri p h er al bl o o d l y m p h o c yt es  

(P B L , n = 1 6 4 , 0. 7 6 [ 0. 5 6 -1. 0 4]) a n d c orr es p o n di n g t u m or tis s u es  ( 0. 7 8 [ 0. 5 8-1. 0 4] , P = 0. 2).   

T L w as st atisti c all y si g nifi c a ntl y hi g h er  i n 1 0  (8 3 % ) pri m ar y t u m or tis s u e  s a m pl e s  ( 1. 6 2 

[ 1. 3 4-1. 9 4]) t h a n i n r es p e cti v e li v er m et ast as es ( 0. 7 1 [ 0. 5 2-1. 0 1] , P < 0. 0 0 0 1) , w hi c h  w as 

m e as ur e d i n t u m ors fr o m o nl y 1 2 C R C p ati e nts  (Fi g u r e I I ). 

T L w as st atisti c all y si g nifi c a ntl y ( P = 0. 0 0 0 5) s h ort er i n a gr o u p of li v er m et ast asi z e d 

t u m ors ( 0. 7 6 [ 0. 5 6-0. 9 8])  t h a n i n t h e a dj a c e nt n o n -c a n c er o us li v er tis s u es ( 0. 8 6 [ 0. 7 6-1. 0 2])  

fr o m 1 2 2 p ati e nts . 

 

T el o m e r e l e n gt h  vs.  t u m o r l o c ali z ati o n 

T L i n t u m or tis s u e s  w as  s h ort er i n t h e pr o xi m al c ol o n (( di a g n osis C 1 8. 0-C 1 8. 4), 0. 8 7 

[ 0. 6 2-1. 2]) t h a n i n t h e dist al p art of t h e c ol o n ( C 1 8. 5-C 1 9, 1. 0 3 [ 0. 6 5 -1. 5 3], P = 0. 0 0 6) a n d  

r e ct u m ( C 2 0, 1. 2 7 [ 0. 8-1. 9 1], P < 0. 0 0 0 1; Fi g u r e I I I ). A dj a c e nt m u c os a i n C R C p ati e nts wit h 

pr o xi m al t u m or ori gi n h a d s h ort est T L  ( 1. 1 1 [ 0. 7 9-1. 8 6]). H o w e v er, t h e l o n g er T L i n t h e 

a dj a c e nt m u c os a of dist all y l o c at e d c ol o n t u m ors ( 1. 3 7 [ 0. 8 9 -2. 4 2]) w as n ot st atisti c all y 

si g nifi c a nt ( P = 0. 1 8)  t h a n t h at i n pr o xi m al c ol on . I nt er esti n gl y, T L i n a dj a c e nt m u c os a wit hi n 



t h e pr o xi m al t u m or ori gi n w as st atisti c all y si g nifi c a ntl y s h ort er t h a n t h e T L i n n o n -c a n c er o us 

m u c os a attri b ut a bl e t o r e ct al t u m ors ( 1. 5 0 [ 0. 9 3 -3. 0 5], P = 0. 0 3).  

 

T el o m e r e l e n gt h  vs.  m i c r os at ellite i nst a bilit y st at u s  

T u m or tis s u es fr o m p ati e nts wit h M SI h a d s t atisti c all y si g nifi c a nt l y s h ort er T L  (n = 6 1 , 

0. 7 2 [ 0. 6 0 -1. 0 4]) t h a n t h e mi cr os at ellit e st a bl e  (M S S ) t u m ors (n = 5 5 3 , 0. 9 9 [ 0. 7 0 -1. 3 0] , 

P = 0. 0 0 9). M SI t u m ors l o c ali z e d wit hi n t h e pr o xi m al p art of t h e c ol o n ( n = 5 1, 8 3. 6 %  fr o m all 

M SI p ati e nts ) h a d  st atisti c all y si g nifi c a nt l y s h ort er T L i n t u m or tis s u e ( 0. 7 2 [ 0. 6 1 -1. 0 7] t h a n 

t h e M S S  t u m ors i n pr o xi m al c ol o n ( 1. 1 2 [ 0. 7 5-1. 6 2 ], P = 0. 0 0 1). M S S t u m ors  i n t h e pr o xi m al 

c ol o n als o h a d st atisti c all y si g nifi c a ntl y s h ort er T L t h a n M S S t u m ors fr o m t h e r e ct u m 

( P< 0. 0 0 0 1 ). 

 

T el o m e r e l e n gt h  vs.  T N M  st at us  

I n cr e as e d T L w as o bs er v e d i n t u m ors wit h i n cr e as e d T N M st a g es. A si mil ar tr e n d w as 

n ot o bs er v e d i n t h e a dj a c e nt m u c os a.  P ati e nts wit h T N M st a g e I h a d st atisti c all y si g nifi c a ntl y 

s h ort er T L i n t u m or tis s u e ( P = 0. 0 0 1 ; Fi g u r e I V ) t h a n i n t u m ors wit h T N M st a g es  II +III +I V. 

T h e T L r ati o i n c ol o n T N M st a g e I w as st atisti c all y si g nifi c a ntl y l o w er  t h a n T N M st a g es  

II +III +I V (P = 0. 0 0 1).  A n y diff er e n c e i n  t h e T L r ati o w as n ot o bs er v e d i n  T N M st a g es of  r e ct al 

t u m ors. 

 

T el o m e r e l e n gt h  vs.  t u m o r hist ol o g y 

T L w as st atisti c all y si g nifi c a ntl y s h ort er i n m u ci n o u s  c a n c er tis s u e  (n = 8 0 , 1. 0 0  [0. 6 6 -

1. 4 4 ]) t h a n i n t u b ul ar c a n c er tis s u e (n = 2 8 7 , 1. 4 6 [ 1. 0 7 -2. 1 3], P < 0. 0 0 0 1) . T L i n t h e a dj a c e nt 

m u c os a of p ati e nts  di a g n os e d t o h a v e  m u ci n o us t u m ors ( n = 7 7 , 1. 4 1 [ 0. 9 2 -2. 1 4]) w as als o 

st atisti c all y si g nifi c a ntl y s h ort er t h a n t h e a dj a c e nt m u c os a of C R C p ati e nts  wit h t u b ul ar 

c ar ci n o m a ( n = 2 8 1 , 2. 3 1 [ 1. 5 4 -3. 9 8] , P < 0. 0 0 0 1) .  

 

O v e r all s u r vi v al vs.  tel o m e r e l e n gt h  r ati o  

P ati e nts  wit h a T L  r ati o hi g h er t h a n m e di a n ( 0. 7 0 ) h a d a st atisti c all y si g nifi c a ntl y p o or er 

O S t h a n t ho s e p ati e nts wit h l o w er T L  r ati os  ( P = 0.0 2; Fi g u r e V ). W e als o a n al y z e d t h e p os si bl e 

eff e ct of T L  diff er e n c es o n O S i n as s o ci ati o n wit h M S S a n d M SI t u m or  c h ar a ct eristi cs . W e di d 



n ot o bs er v e  a n y si g nifi c a nt diff er e n c e i n O S b et w e e n C R C p ati e nts wit h M SI or M S S t u m ors 

( P = 0. 1 6).  

 

 

D i s c us si o n 

I n t his st u d y, w e o bs er v e d t h at t h e t el o m er es w er e c o nsist e ntl y  s h ort er i n a m aj orit y of 

t u m or tis s u es t h a n i n a dj a c e nt m u c os a. T h e p r olif er ati n g a cti vit y of t h e r a pi dl y gr o wi n g t u m ors 

u n d erli e s  t his p h e n o m e n o n as d es cri b e d i n s o m e st u di es c arri e d o ut i n s m all er gr o u ps of C R C 

p ati e nt  [ 1 5-1 7] . H o w e v er, s o m e st u di es h a v e als o s h o w n c o ntr a di ct or y  r es ults [ 1 8, 1 9]. W e 

o bs er v e d  st atisti c all y si g nifi c a nt l y s h ort er T L  i n t h e t u m ors cl as sifi e d as T N M st a g e I t h a n i n 

t u m ors wit h a d v a n c e d st a g es  of t h e dis e as e . O n e of t h e pr o b a bl e i nt er pr et ati o ns c o ul d b e t h at 

t h e t u m ors wit h l o n g er t el o m er es h a v e i n cr e as e d p os si bilit y of a d v a n ci n g t o hi g h er dis e as e 

st a g es t h a n t h e t u m ors wit h s h ort t el o m er es. W e als o d e m o nstr at e d a pr ol o n g e d O S  i n C R C 

p ati e nts wit h d e cr e as e d  T L  r ati o b et w e e n t u m or tis s u es a n d a dj a c e nt m u c os a . A si mil ar 

r el ati o ns hi p b et w e e n T L  a n d O S, m e as ur e d i n 5 7 C R C p ati e nts, w as o bs er v e d e arli er [ 1 5].  

T h e d et er mi n ati o n of T L  i n p air e d pri m ar y t u m ors a n d m et ast ati c l esi o ns a n d p air e d 

li v er s a m pl es a n d m et ast ati c l esi o ns s h o w e d e x c es si v e t el o m er e er osi o n i n t h e v ast m aj orit y of 

m et ast as es.  Si n c e all p ati e nts wit h dist a nt m et a st as es u n d er w e nt v ari o us r e gi m e ns of 

c h e m ot h er a p y, s h ort t el o m er es c o ul d  b e r el at e d t o t h e tr e at m e nt.  

S t u di es i n v esti g ati n g t h e r el ati o ns hi p b et w e e n M SI st at us a n d T L  r e m ai n r ar e a n d 

i n c o nsist e nt [ 1 6, 2 0]. B o ar d m a n et al.  r e p ort e d t h at M S S CI N - r e ct al c a n c ers h a v e st atisti c all y  

si g nifi c a ntl y l o n g er t el o m er es t h a n M S S CI N + r e ct al s a m pl es  [ 2 0]. W e o bs er v e d  s h ort er 

t el o m er es i n M SI t u m or tis s u es t h a n i n M S S t u m ors. Pr e vi o usl y st u di es  [ 2 1] & [ 1 6], c o n d u ct e d 

o n 5 5 & 1 1 8 C R C p ati e nts, r es p e cti v el y, s u p p ort o ur o bs er v ati o ns  of  s h ort er T L i n M SI C R C 

p ati e nts  t h a n i n M S S p ati e nts. A n e x pl a n ati o n f or pr o n o u n c e d s h ort er t el o m er es i n M SI t u m ors 

m a y b e t h e a c c u m ul ati o n of u nfi x e d d el eti o ns c a us e d b y D N A p ol y m er as e sli p p a g e e v e nts 

d uri n g D N A r e pli c ati o n, as s u g g est e d b y  [ 2 2]. S u c h d el eti o ns  c o ul d  r es ult i n d e cr e as e d l e v els  

of  s h elt eri n s u b u nits at t el o m er es  r es ulti n g i n a disr u pti o n of t el o m er e h o m e ost asis [ 2 3]. W e 

als o o bs er v e d  t h at M S S t u m ors i n t h e pr o xi m al c ol o n h a d  s h ort er t el o m er es t h a n t h os e arisi n g 

i n t h e r e ct u m, w hi c h is i n a c c or d a n c e wit h e arli er r e p orts [ 1 6]. W hil e M SI st at us a n d M M R 

d efi ci e n c y  m a y o nl y p artl y e x pl ai n s h ort er t el o m er es i n t u m ors arisi n g at t h e pr o xi m al c ol o n.  

M SI t u m or s o c c ur pr e d o mi n a ntl y i n i n t h e pr o xi m al p art of t h e c ol o n [ 2 4-2 6] . I nd e e d,  

w e f o u n d s h ort er T L i n t u m ors arisi n g fr o m t h e pr o xi m al p art of t h e c ol o n t h a n t h os e i n t h e 

dist al c ol o n a n d r e ct u m. T h os e  r es ults hi g hli g ht diff er e n c es i n t h e m ol e c ul ar c ar ci n o g e n esis 



b et w e e n t h e c ol o n a n d r e ct u m [ 2 7]. T h e as s u m pti o n t h at T L  i n m ali g n a nt tis s u e is i nfl u e n c e d 

b y t h e sit e of t u m or ori gi n h as b e e n pr e vi o usl y a d dr es s e d  b y s e v er al a ut h ors , s o m e of w hi c h ar e 

c o ntr a di ct or y pr o b a bl e o wi n g t o li mit e d s a m pl e si z es .  

M u ci n o us hist ol o g y c a n b e c o u nt e d as a n ot h er c h ar a ct eristi c of M SI t u m ors. E v e n 

t h o u g h m u ci n o us t u m ors ar e pr e d o mi n a ntl y l o c at e d i n t h e pr o xi m al c ol o n, t h e pr o p orti o n of 

p ati e nts wit h m u ci n o us hist ol o g y i n o ur c o h ort w as n ot  st atisti c all y si g nifi c a ntl y diff er e nt i n 

r el ati o n t o ot h er t u m or ori gi n sit es. H o w e v er, w e f o u n d t h at p ati e nts wit h m u ci n o us t u m or 

hist ol o g y h a d  st atisti c all y si g nifi c a ntl y s h ort er T L i n t h e t u m or a n d a dj a c e nt m u c os a, t h a n t h e 

p ati e nts wit h t u b ul ar c ar ci n o m a.  

O v er all, T L w as s h ort er i n t u m or tis s u es t h a n i n a dj a c e nt m u c os a, i n l o w er (i niti al) 

st a g es, i n pr o xi m al c ol o n a n d t u m ors wit h M SI i nst a bilit y. F urt h er m or e, m et ast as es ori gi n ati n g 

fr o m pri m ar y C R C t u m ors h a d s h ort er t el o m er es t h a n t h e a dj a c e nt n o n-c a n c er o us li v er tis s u es. 

Fi n all y, t h e s m all er T L r ati o b et w e e n t u m or tis s u es a n d a dj a c e nt m u c os a, c o nf erri n g t o s h ort er 

t el om er es i n t u m or, m a y r e pr es e nt a p ositi v e pr o g n osti c f a ct or.  T h e c h ar a ct eristi cs of T L i n 

r el ati o n t o t h e C R C h et er o g e n eit y e m er g es as a n ur g e nt pr e di cti v e is s u e si n c e t h e a d v e nt of 

t h er a p e uti c all y c o n c e pts b as e d o n  t ar g eti n g t el o m er e or  t el o m er as e i n hi biti o n i n or d er t o 

o v er c o m e r esist a n c e, l a c k of dr u g s e nsiti vit y, t o xi cit y et c. T h e u n d erst a n di n g of T L  i n C R C 

wit h diff er e nt cli ni c o p at h ol o gi c al f e at ur es will b e a n i m p ort a nt st e p . 

 

A c k n o wl e d g e m e nt s :  

T his st u d y w as s u p p ort e d b y  t h e Gr a nt A g e n c y of t h e C z e c h R e p u bli c ( G A C R 1 8-0 9 7 0 9 S),  t h e 

I nt er n al A g e n c y of t h e Mi nistr y of H e alt h of t h e C z e c h R e p u bli c  (A Z V 1 7 -3 0 9 2 0 A , N V 1 8-0 3 -

0 0 1 9 9 , A Z V 1 5 -2 7 5 8 0 A  a n d N V 1 9 -0 9 -0 0 2 3 7 ), a n d b y t h e C e ntr u m of Cli ni c al a n d 

E x p eri m e nt al  li v er s ur g er y ( U N C E/ M E D/ 0 0 6), t h e N ati o n al S ust ai n a bilit y Pr o gr a m I ( N P U I) 

Nr. L O 1 5 0 3 pr o vi d e d b y t h e  Mi nistr y of E d u c ati o n Y o ut h a n d S p orts of t h e C z e c h R e p u bli c  
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T a bl e I: R T L v al u es a n d cli ni c o p at h ol o gi c al c h ar a ct eristi cs of st u di e d p o p ul ati o n   
 * N u m b ers of p ati e nts m a y n ot a d d u p t o 1 0 0 % of a v ail a bl e s u bj e cts b e c a us e of R T L m e a s ur e m e nt f ail ur e or d u e t o t h e l a c k of cl i ni c o p at h ol o gi c al d ata  

  
R T L r ati o  

( R T L t u m or / R T L a dj a c e nt m u c o s a)  
a g e -a dj u st e d  

 
R T L t u m or  a g e -a dj u st e d  

 
R T L a dj a c e nt m u c o s a  a g e -a dj u st e d  

  
m e a n ± S D  m e di a n [I Q R]  P v al u e  

 
m e a n ± S D  m e di a n [I Q R]  P v al u e  

 
m e a n ± S D  m e di a n [I Q R]  P v al u e  

 
All  

   
All  

   
All  

   

S e x  n = 6 6 1 *  
   

n = 6 9 6  
   

n = 6 7 7  
   

m al e  4 1 5  0. 8 5 ± 0. 5 6  0. 7 5 [ 0. 5 1 - 1. 0 3]  
 

4 3 8  1. 2 7 ± 0. 9 2  1. 0 1 [ 0. 6 9 - 1. 5 4]  
 

4 2 3  1. 9 4 ± 1. 7 3  1. 3 0 [ 0. 8 3 - 2. 2 6]  
 

f e m al e 2 4 6  0. 7 6 ± 0. 4 0  0. 7 2 [ 0. 4 8 - 0. 9 8]  0. 0 3 6 *  2 5 8  1: 2 1 ± 0. 9 1  0. 9 9 [ 0. 6 4 - 1. 4 0]  0. 3 8  2 5 4  1. 9 4 ± 1. 5 7  1. 3 2 [ 0. 8 6 - 2. 4 2]  0. 9 8  

S m o ki n g st at us  n = 6 3 5  
   

n = 6 7 1  
   

n = 6 5 0  
   

s m o k er s  2 7 6  0. 8 9 ± 0. 5 8  0. 7 8 [ 0. 5 4 - 1. 0 8]  
 

2 9 3  1. 2 9 ± 1. 0 1  1. 0 1 [ 0. 7 0 - 1. 4 9]  
 

2 8 5  1. 8 1 ± 1. 5 1  1. 2 5 [ 0. 8 5 - 2. 1 6]  
 

n o ns m o k er s  3 5 9  0. 7 6 ± 0. 4 4  0. 7 0 [ 0. 4 6 - 0. 9 5]  0. 0 0 5 1 *  3 7 8  1. 2 5 ± 0. 8 6  1. 0 2 [ 0. 6 6 - 1. 5 6]  0. 9 9  3 6 5  2. 0 9 ± 1. 8 0  1. 4 2 [ 0. 8 7 - 2. 5 8]  0. 0 1 7 *  

T u m o r st a g e  n = 6 3 4  
   

n = 6 7 0  
   

n = 6 5 0  
   

I ( R ef) 8 8  0. 6 7 ± 0. 3 4  0. 6 2 [ 0. 3 9 - 0. 9 0]  
 

9 5  1. 0 8 ± 0. 7 8  0. 8 6 [ 0. 5 8 - 1. 3 9]  
 

9 1  2. 1 0 ± 2. 0 0  1. 3 5 [ 0. 7 6 - 2. 1 0]  
 

II 2 2 4  0. 8 4 ± 0. 5 5  0. 7 5 [ 0. 4 9 - 1. 0 3]  
 

2 3 6  1. 2 3 ± 0. 9 3  0. 9 9 [ 0. 6 5 - 1. 5 5]  
 

2 2 9  1. 9 1 ± 1. 6 4  1. 3 3 [ 0. 7 9 - 2. 4 7]  
 

III 2 0 0  0. 8 2 ± 0. 4 9  0. 7 4 [ 0. 5 1 - 1. 0 0]  
 

2 0 9  1. 3 2 ± 0. 9 3  1. 1 0 [ 0. 7 4 - 1. 5 4]  
 

2 0 6  1. 9 8 ± 1. 6 6  1. 2 7 [ 0. 8 9 - 2. 4 2]  
 

I V 1 2 2  0. 8 6 ± 0. 5 1  0. 7 6 [ 0. 5 3 - 1. 1 0]  0. 0 0 1 3 *  1 3 0  1. 3 8 ± 0. 9 9  1. 1 2 [ 0. 7 2 - 1. 7 3]  0. 0 0 1 2 *  1 2 4  2. 0 2 ± 1. 6 0  1. 4 9 [ 0. 9 5 - 2. 3 5]  0. 7 7  

I + II ( R ef) 3 1 2  0. 7 9 ± 0. 5 1  0. 7 1 [ 0. 4 6 - 0. 9 8]  
 

3 3 1  1. 1 9 ± 0. 8 9  0. 9 5 [ 0. 6 3 - 1. 4 7]  
 

3 2 0  1. 9 6 ± 1. 7 5  1. 3 4 [ 0. 7 9 - 2. 4 3]  
 

III + I V 3 2 2  0. 8 4 ± 0. 5 0  0. 7 5 [ 0. 5 2 - 1. 0 3]  0. 3  3 3 9  1. 3 4 ± 0. 9 5  1. 1 0 [ 0. 7 4 - 1. 5 7]  0. 0 9 5  3 3 0  2. 0 0 ± 1. 6 3  1. 3 6 [ 0. 9 1 - 2. 3 9]  0. 9 9  

T u m o r l o c alis ati o n  n = 6 5 6  
   

n = 6 9 3  
   

n = 6 7 2  
   

pr o xi m al ( C 1 8. 0 - C 1 8. 4) ( R ef)  2 2 2  0. 7 8 ± 0. 4 7  0. 7 3 [ 0. 4 6 - 0. 9 8]  
 

2 3 9  1. 0 2 ± 0. 6 7  0. 8 7 [ 0. 6 2 - 1. 2]  
 

2 3 1  1. 7 3 ± 1. 5 9  1. 1 1 [ 0. 7 9 - 1. 8 6]  
 

dist al ( C 1 8. 5 - C 1 9)  2 7 2  0. 7 9 ± 0. 4 2  0. 7 1 [ 0. 5 1 - 0. 9 8]  0. 7 0  2 8 6  1. 3 2 ± 1. 0 7  1. 0 3 [ 0. 6 5 - 1. 5 3]  0. 0 0 5 7 *  2 7 7  2. 0 3 ± 1. 7 8  1. 3 7 [ 0. 8 9 - 2. 4 2]  0. 1 8  

r e ct u m ( C 2 0) 1 6 2  0. 9 2 ± 0. 6 6  0. 8 0 [ 0. 5 4 - 1. 1 1]  0. 0 2 3 *  1 6 8  1. 4 6 ± 0. 8 6  1. 2 7 [ 0. 8 0 - 1. 9 1]  < 0. 0 0 0 1 *  1 6 4  2. 1 1 ± 1. 5 7  1. 5 0 [ 0. 9 3 - 3. 0 5]  0. 0 3 1 *  

dist al ( C 1 8. 5 - C 1 9) ( R ef)  2 7 2  0. 7 9 ± 0. 4 2  0. 7 1 [ 0. 5 1 - 0. 9 8]  
 

2 8 6  1. 3 2 ± 1. 0 7  1. 0 3 [ 0. 6 5 - 1. 5 3]  
 

2 7 7  2. 0 3 ± 1. 7 8  1. 3 7 [ 0. 8 9 - 2. 4 2]  
 

r e ct u m ( C 2 0) 1 6 2  0. 9 2 ± 0. 6 6  0. 8 0 [ 0. 5 4 - 1. 1 1]  0. 0 1 7 *  1 6 8  1. 4 6 ± 0. 8 6  1. 2 7 [ 0. 8 0 - 1. 9 1]  0. 2 5  1 6 4  2. 1 1 ± 1. 5 7  1. 5 0 [ 0. 9 3 - 3. 0 5]  0. 6 5  

M S I st at us  n = 5 8 8  
   

n = 6 1 4  
   

n = 6 0 4  
   

st a bl e  5 2 3  0. 8 1 ± 0. 4 9  0. 7 3 [ 0. 4 9 - 1. 0 0]  
 

5 5 3  1. 3 4 ± 0. 9 6  1. 1 2 [ 0. 7 5 - 1. 6 2]  
 

5 4 4  2. 1 0 ± 1. 7 2  1. 4 4 [ 0. 9 3 - 2. 6 0]  
 

u nst a bl e  5 7  0. 6 9 ± 0. 3 6  0. 6 7 [ 0. 3 9 - 0. 9 1]  0. 0 9 8  6 1  0. 9 0 ± 0. 5 2  0. 7 2 [ 0. 6 1 - 1. 0 7]  0. 0 0 1 2 *  6 0  1. 8 3 ± 1. 7 2  1. 3 9 [ 0. 7 7 - 1. 9 9]  0. 3 3  

T u m o r hist ol o g y  n = 3 5 3  
   

n = 3 6 7  
   

n = 3 5 8  
   

m u ci n o u s c ar ci n o m a  7 5  0. 7 9 ± 0. 5 4  0. 6 5 [ 0. 4 9 - 0. 9 3]  
 

8 0  1. 1 6 ± 0. 6 4  1. 0 0 [ 0. 6 6 - 1. 4 4]  
 

7 7  1. 9 0 ± 1. 5 5  1. 4 1 [ 0. 9 2 - 2. 1 4]  
 

t u b ul ar c ar ci n o m a 2 7 8  0. 7 4 ± 0. 5 2  0. 6 2 [ 0. 4 1 - 0. 9 1]  0. 2 8  2 8 7  1. 7 8 ± 1. 1 0  1. 4 6 [ 1. 0 7 - 2. 1 3]  < 0. 0 0 0 1 *  2 8 1  3. 0 0 ± 1. 8 8  2. 3 1 [ 1. 5 4 - 3. 9 8]  < 0. 0 0 0 1 *  

T u m o r g r a d e  n = 6 2 9  
   

n = 6 6 2  
   

n = 6 4 4  
   

l o w-gr a d e  5 1 9  0. 8 1 ± 0. 5 2  0. 7 2 [ 0. 4 9 - 1. 0 1]  
 

5 4 6  1. 2 9 ± 0. 9 3  1. 0 1 [ 0. 7 0 - 1. 5 7]  
 

5 3 2  2. 0 2 ± 1. 6 8  1. 3 9 [ 0. 8 9 - 2. 5 2]  
 

hi g h -gr a d e  1 1 0  0. 8 8 ± 0. 4 3  0. 8 2 [ 0. 5 8 - 1. 1 0]  0. 1 6  1 1 6  1. 1 3 ± 0. 8 8  1. 0 [ 0. 6 4 - 1. 3 2]  0. 1 3  1 1 2  1. 6 8 ± 1. 7 1  0. 9 9 [ 0. 7 2 - 1. 8 7]  0. 0 5 1  



 

Fi g ur e I : C o m p aris o n of R T L i n a dj a c e nt m u c os a a n d t u m or tiss u e           Fi g ur e II: C o m p aris o n of R T L i n p air e d t u m or a n d  li v er m et ast atic tiss u es 

(P < 0. 0 0 0 1 )                   ( P < 0. 0 0 0 1) 



Fi g ur e III : A s s o ci ati o n b et w e e n R T L i n t u m or tiss u e a n d T N M st at us.      Fi g ur e I V:  A s s o ci ati o n b et w e e n R T L i n t u m or tiss u e a n d t u m or sit e ori gi n ; 
(P = 0. 0 0 1 )                                                                                     pr o xi m al vs.  dist al sit e ( P = 0. 0 0 6), pr o xi m al sit e vs . r e ct u m ( P < 0. 0 0 0 1) 

P < 0. 0 0 0 1  
P = 0. 0 0 6  P = 0. 0 0 1  



 

Fi g ur e V:  K a pl a n -M ei er O S c ur v es str atifi e d f or R T L r ati o ( R T L r ati o c ut -off = 0. 7, p = 0. 0 2 2)  

 
T el g  5′ A C A C T A A G G T T T G G G T T T G G G T T T G G G T T T G G G T T A G T G T  3′  

T el c  5′ T G T T A G G T A T C C C T A T C C C T A T C C C T A T C C C T A T C C C T A A C A  3′  

Al b u g c r 2  5′ C G G C G G C G G G C G G C G C G G G C T G G G C G G C C A T G C T T T T C A G C T C T G C A A G T C  3′  

Al b d g c r 2  5′ G C C C G G C C C G C C G C G C C C G T C C C G C C G A G C A T T A A G C T C T T T G G C A A C G T A G G T T T C  3′  

 
S u p pl e m e nt ar y T a bl e I: Pri m er s  f or R T L m e as ur e m e nt 
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G e n eti c v a ri ati o n of a c q ui r e d st r u ct u r al c h r o m o s o m al a b e r r ati o ns.  
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A R T I C L E  I N F O

K e y w or ds:

C hr o m o s o m al a b err ati o n s

G e n eti c s

X e n o bi oti c  m et a b oli zi n g e n z y m e s

D N A r e p air

Mit oti c c h e c k p oi nt s

C y cli n  D 1

A B S T R A C T

H u m a n  m ali g n a n ci e s ar e oft e n h all m ar k e d  wit h g e n o mi c i n st a bilit y,  w hi c h it s elf i s al s o c o n si d er e d a c a u s ati v e

e v e nt i n  m ali g n a nt tr a n sf or m ati o n.  G e n o mi c i n st a bilit y  m a y  m a nif e st it s elf a s g e n eti c c h a n g e s i n t h e n u cl e oti d e

s e q u e n c e of  D N A, or a s str u ct ur al or n u m eri c al c h a n g e s of c hr o m o s o m e s.  U nr e p air e d or i n s u ffi ci e ntl y r e p air e d

D N A d o u bl e- str a n d br e a k s, a s  w ell a s t el o m er e s h ort e ni n g, ar e i m p ort a nt c o ntri b ut or s i n t h e f or m ati o n of

str u ct ur al c hr o m o s o m al a b err ati o n s ( C A s). I n t h e pr e s e nt r e vi e w,  w e di s c u s s p ot e nti al  m e c h a ni s m s b e hi n d t h e

f or m ati o n of  C A s a n d t h eir r el ati o n t o c a n c er.  B a s e d o n o ur o w n st u di e s,  w e al s o ill u str at e h o w i n h erit e d g e n eti c

v ari ati o n  m a y  m o dif y t h e fr e q u e n c y a n d t y p e s of  C A s o c c urri n g i n h u m a n s.  R e c e ntl y,  w e p u bli s h e d a s eri e s of

st u di e s o n v ari ati o n s i n g e n e s r el e v a nt t o  m ai nt ai ni n g g e n o mi c i nt e grit y, s u c h a s t h o s e e n c o di n g x e n o bi oti c-

m et a b oli si n g e n z y m e s,  D N A r e p air, t h e t u m o ur s u p pr e s s or  T P 5 3, t h e s pi n dl e a s s e m bl y c h e c k p oi nt, a n d c y cli n  D 1

( C C N D 1).  W hil e i n di vi d u all y g e n eti c v ari ati o n i n t h e s e g e n e s e x ert e d s m all  m o d ul ati n g e ff e ct s, i n i nt er a cti o n s

t h e y  w er e a s s o ci at e d  wit h  C A fr e q u e n ci e s i n p eri p h er al bl o o d l y m p h o c yt e s of h e alt h y v ol u nt e er s.  M or e o v er,  w e

o b s er v e d o p p o sit e a s s o ci ati o n s b et w e e n t h e C C N D 1 s pli c e sit e p ol y m or p hi s m r s 9 3 4 4  G 8 7 0 A a n d t h e fr e q u e n c y of

C A s c o m p ar e d t o t h eir a s s o ci ati o n  wit h tr a n sl o c ati o n t( 1 1, 1 4).  W e di s c u s s t h e f u n cti o n al c o n s e q u e n c e s of t h e

C C N D 1 g e n e i n i nt er pl a y  wit h  D N A d a m a g e r e s p o n s e a n d  D N A r e p air d uri n g  m ali g n a nt tr a n sf or m ati o n.

O ur r e vi e w s u m m ari z e s e xi sti n g e vi d e n c e t h at g e n e v ari ati o n s i n r el e v a nt c ell ul ar p at h w a y s  m o d ul at e t h e

fr e q u e n c y of  C A s, pr e d o mi n a ntl y i n a c o m pl e x i nt er a cti o n.  M or e f u n cti o n al / m e c h a ni sti c st u di e s el u ci d ati n g

t h e s e o b s er v ati o n s ar e r e q uir e d. S e v er al q u e sti o n s e m er g e, s u c h a s t h e r ol e of  C A s i n  m ali g n a n ci e s  wit h r e s p e ct

t o a p arti c ul ar p h e n ot y p e a n d h et er o g e n eit y, t h e f or m ati o n of  C A s d uri n g t h e pr o c e s s of  m ali g n a nt tr a n sf or-

m ati o n, a n d t h e f or m ati o n of  C A s i n i n di vi d u al t y p e s of l y m p h o c yt e s i n r el ati o n t o t h e i m m u n e r e s p o n s e.

1. I nt r o d u cti o n

H u m a n c a n c er s ar e oft e n a s s o ci at e d  wit h c hr o m o s o m al i n st a bilit y,

i n cl u di n g b ot h n u m eri c al a n d str u ct ur al c hr o m o s o m al a b err ati o n s

( C A s) [ 1 – 3 ] ; t h e s e ar e al s o c o n si d er e d c a u s ati v e e v e nt s i n  m ali g n a nt

t r a n sf or m ati o n [ 4 ] .  N u m eri c al c hr o m o s o m e v ari a n c e r ef er s t o a  m ul-

ti pl e of h a pl oi d s et s or a n y n o n- e u pl oi d d e vi ati o n i n c hr o m o s o m e

n u m b er.  N u m eri c al a b err ati o n s ar e oft e n i n c o m p ati bl e  wit h c ell vi a bi-

lit y.  O n t h e c o ntr ar y, str u ct ur al  C A s ar e c o m m o nl y pr e s e nt e d i n vi a bl e

h u m a n c ell s. Str u ct ur al  C A s  m a y b e a s e c o n d ar y c o n s e q u e n c e of

m ali g n a nt tr a n sf or m ati o n or  m a y dir e ctl y tri g g er c a n c er o n s et, a s i n

c a s e of c hr o ni c  m y el oi d l e u k a e mi a.

Str u ct ur al  C A s  m a y b e s p e ci fi c, s u c h a s tr a n sl o c ati o n s a n d i n v er-

si o n s, or n o n s p e ci fi c, s u c h a s c hr o m ati d br e a k s, fr a g m e nt e d or  mi s si n g

p art s of c hr o m o s o m e s, a n d f u si o n r e s ulti n g i n di c e ntri c a n d ri n g c h r o-

m o s o m e s [ 5 ] .  T h e f or m er ar e oft e n r e c urr e nt a n d t h e y ar e a n al y s e d b y

m ol e c ul ar c yt o g e n eti c  m et h o d s ( s e q u e n ci n g, fl u or e s c e nt i n sit u h y-

bri di z ati o n).  T h e l at er ar e s c or e d b y cl a s si c al c yt o g e n eti c t e c h ni q u e s,

a bl e t o r e c o g ni s e c hr o m o s o m e t y p e a b err ati o n s ( C S A s) a n d c hr o m ati d

t y p e a b err ati o n s ( C T A s) a c c or di n g t o  m or p h ol o gi c al c h a n g e s [ 6 ] .

htt p s: / / d oi. or g / 1 0. 1 0 1 6 /j. mr g e nt o x. 2 0 1 8. 0 5. 0 1 4

R e c ei v e d 2 2 J a n u ar y 2 0 1 8;  R e c ei v e d i n r e vi s e d f or m 2 4  A pril 2 0 1 8;  A c c e pt e d 1 0  M a y 2 0 1 8

⁎ C orr e s p o n di n g a ut h or.

E- m ail a d dr ess: p v o di c k a @ bi o m e d. c a s. c z ( P.  V o di c k a).

M ut at R e s G e n T o x E n 8 3 6 ( 2 0 1 8) 1 3 – 2 1

A v ail a bl e o nli n e 1 9 M a y 2 0 1 8

1 3 8 3- 5 7 1 8 / © 2 0 1 8 El s e vi er B. V. All ri g ht s r e s er v e d.
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I n t h e pr e s e nt r e vi e w,  w e fi r st di s c u s s t h e p ot e nti al  m e c h a ni s m s

b e hi n d t h e f or m ati o n of str u ct ur al  C A s a n d t h eir r el ati o n t o c a n c er.

L at er o n t h e b a si s of a v ail a bl e st u di e s,  w e d e s cri b e h o w i n h erit e d v ar-

i ati o n s i n g e n e s r el e v a nt t o i m p ort a nt c ell ul ar p at h w a y s ( s u c h a s t h o s e

e n c o di n g x e n o bi oti c- m et a b oli si n g e n z y m e s,  D N A r e p air, t h e t u m o ur

s u p pr e s s or  T P 5 3, s pi n dl e a s s e m bl y c h e c k p oi nt a n d c y cli n  D 1)  m o dif y

t h e fr e q u e n c y a n d t y p e s of  C A s i n h u m a n s.  G e n eti c v ari ati o n i n r el e v a nt

g e n e s h a s b e e n s h o w n t o  m o d ul at e i nt er-i n di vi d u al v ari a bilit y i n t h eir

ulti m at e f u n cti o n s.  M or e o v er, t h e k n o wl e d g e of t h e f ull e ff e ct s of g e n-

e – g e n e i nt er a cti o n s o n c hr o m o s o m al a b err ati o n s r e m ai n s s c ar c e.

1. 1. F or m ati o n of str u ct ur al  C A a n d its r el ati o n t o c a n c er ris k

U nr e p air e d or i n s u ffi ci e ntl y r e p air e d  D N A d o u bl e- str a n d br e a k s

( D S B s) a s  w ell a s t el o m er a s e d y sf u n cti o n ar e s u b st a nti al pl a y er s i n t h e

f or m ati o n of str u ct ur al  C A s.  M or p h ol o gi c all y di sti n ct t y p e s of  C S A s a n d

C T A s e m er g e d e p e n di n g o n c ell c y cl e st a g e a n d t h e t y p e of  D N A d a-

m a g e:  w h er e a s  C S A s ari s e d uri n g  G 0 or  G 1 p h a s e o n a b a si s of  D S B s

i n d u c e d b y g e n ot o xi c d a m a g e,  C T A s ar e f or m e d d u e t o i n s uffi ci e ntl y

r e p air e d  D S B s d uri n g l at e S or  G 2 p h a s e of t h e c ell c y cl e [ 5, 7, 8 ] .  T a k e n

t o g et h er i n b ot h  m e c h a ni s m s of  C A f or m ati o n, t h e r e p air of  D N A d a-

m a g e pl a y s a criti c al r ol e [ 7 ] , a n d, a s  w a s r e c e ntl y p o st ul at e d, t el o m er e

s h ort e ni n g al s o a ct s a s a n i m p ort a nt c o ntri b ut or t o  C A f or m ati o n

(Fi g. 1 ).  T el o m er e s ar e n u cl e o pr ot ei n str u ct ur e s c o m p o s e d of  T T A G G G

t a n d e m r e p e at s t h at c a p e n d s of e u k ar y oti c c hr o m o s o m e s.  T h e t el o m er e

c o m pl e x r e g ul at e s a “ c ell ul ar  mit oti c cl o c k ” a n d pr ot e ct s c hr o m o s o m e s

a g ai n st e x o n u cl e ol yti c d e gr a d ati o n,  D N A d a m a g e a n d c hr o m o s o m al

i n st a bilit y [ 9 – 1 1 ] .  T h er e i s gr o wi n g e vi d e n c e of s h ort er t el o m er e s b ei n g

a s s o ci at e d  wit h t h e i n cr e a s e d fr e q u e n c y of  C A s i n p eri p h er al bl o o d

l y m p h o c yt e s ( P B L s), i n p arti c ul ar  wit h  C S A s [ 1 2, 1 3 ] .  T el o m er e s h ort-

e ni n g, l o n g h y p ot h e si z e d a s b ei n g a s s o ci at e d  wit h c a n c er d e v el o p m e nt

[ 1 4, 1 5 ] , i n d u c e s g e n o mi c a n d c hr o m o s o m al i n st a bilit y [ 1 6, 1 7 ] .  T el o-

m er e b e c o m e s s h ort er at e a c h r o u n d of r e pli c ati o n, a n d criti c all y

s h ort e n e d t el o m er e s  m a y b e p o orl y e n d- c a p p e d a n d r e c o g ni z e d a s  D S B

b y r e p air  m a c hi n er y [ 1 8 ] .  T h e s e pr o c e s s e s  m a y u n d erli e e n d-t o- e n d

c hr o m o s o m e f u si o n s, t h e i niti ati o n of br e a k a g e-f u si o n- br e a k a g e c y cl e s,

a n d t h e d e v el o p m e nt of n u m eri c al a n d str u ct ur al  C A s [ 1 9 – 2 2 ] .  O n t h e

ot h er h a n d, t h e r e a cti v ati o n of t el o m er a s e st a bili z e s t el o m er e s a n d

i m m ort ali z e s pr e m ali g n a nt c ell s, t h u s e n a bli n g c a n c er pr o gr e s si o n

[ 2 3, 2 4 ] . I n t hi s c o nt e xt, o ur r e c e nt r e p ort s u g g e st e d t h at alt er e d  D S B

r e p air,  m e a s ur e d b y s e n siti vit y t o w ar d s  m ut a g e n bl e o m y ci n i n P B L s,

o c c ur s p arti c ul arl y i n c ol or e ct al c ar ci n o g e n e si s. Irr e s p e cti v e of c a n c er

t y p e t el o m er e s h ort e ni n g i s a s s o ci at e d  wit h a d e cr e a s e d c a p a cit y t o

r e p air  D S B [ 2 5 ] .

M a n y h u m a n c a n c er s a n d n e o pl a sti c c ell s e x hi bit c hr o m o s o m al

a b n or m aliti e s [ 4 ] . I n t h eir r e vi e w fr o m 2 0 0 7,  Mit el m a n et al. s u m-

m ari z e d t h e r ol e of tr a n sl o c ati o n s a n d r el at e d f u si o n g e n e s i n t h e i n-

iti ati o n of c a n c er.  T h eir c at al o g u e i n cl u d e d 3 5 8 g e n e f u si o n s, of  w hi c h

i n v ol v e d 3 3 7 diff er e nt g e n e s.  W hil e g e n e f u si o n s (i. e., t h e j u xt a p o si-

ti o ni n g of t w o g e n e s l e a di n g t o t h e tr a n sl ati o n of a d er e g ul at e d a n d / or

c hi m eri c pr ot ei n)  w er e i niti all y i d e nti fi e d; a n d t h eir cli ni c al v al u e  w a s

r e c o g ni z e d i n  m ali g n a nt h a e m at ol o gi c al di s or d er s, t h e y h a v e b e c o m e

i n cr e a si n gl y i m p ort a nt al s o i n s oli d t u m or s [ 2 6 ] .  Mit el m a n et al. p r e-

di ct e d i n 2 0 0 7 t h at f u si o n g e n e s a c c o u nt f or 2 0 % of h u m a n c a n c e r

m or bi dit y. I n a  m or e r e c e nt r e vi e w fr o m y e ar 2 0 1 5, t h e y r e p ort e d o n a

h u g e i n cr e a s e i n i d e nti fi e d f u si o n g e n e s, a m o u nti n g t o 9 0 0 0 d u ri n g t h e

c o v er e d 3 y e ar s [ 2 7 ] .  C urr e ntl y t h e n u m b er c o m pri s e s 1 1, 1 2 4 i d e nti fi e d

f u si o n g e n e s ( Mit el m a n d at a b a s e of c hr o m o s o m al a b err ati o n s a n d g e n e

f u si o n s i n c a n c er; htt p s: / / c g a p. n ci. ni h. g o v / c hr o m o s o m e s / Mit el m a n ).

T h e e vi d e n c e li n ki n g n o n s p e ci fi c  C A s  wit h c a n c er i s n ot a s o v e r-

w h el mi n g a s it i s f or s p e ci fi c, r e c urr e nt  C A s.  H o w e v er, a n i n cr e a s e i n

t h e fr e q u e n c y of  C A s h a s b e e n f o u n d i n i n ci d e nt c a n c er p ati e nt s t h u s

cl o s el y li n ki n g  C A s  wit h c a n c er d e v el o p m e nt [ 2 8, 2 9 ] . S o m e of t h e  C A s

o b s er v e d ar e al s o g e n er at e d d uri n g c a n c er d e v el o p m e nt, n e v e rt h el e s s

C A fr e q u e n c y i n P B L s i s c o n si d er e d t o b e a n e arl y  m ar k e r of c a n c e r

s u s c e pti bilit y, b a s e d o n t h e h y p ot h e si s t h at g e n eti c d a m a g e i n P B L s

r e fl e ct s si mil ar d a m a g e i n ot h er b o d y c ell s u n d er g oi n g c ar ci n o g e n e si s

[ 3 0 ] .

1. 2.  G e n eti c pr e dis p ositi o n t o  C As

T h er e ar e o nl y li mit e d r e p ort s e x pl ori n g t h e i n h erit e d g e n eti c b a si s

of a c q uir e d str u ct ur al  C A s.  T o a c hi e v e t hi s g o al a g e n o m e- wi d e a s s o-

ci ati o n st u d y ( G W A S)  m a y s u b st a nti all y c o ntri b ut e  wit h a n ai m t o

fi n di n g n o v el g e n eti c v ari a nt s a s s o ci at e d  wit h  C A s, a n d p ot e nti all y  wit h

c a n c er ri s k, t o el u ci d at e t h e p o s si bl e f u n cti o n al e ff e ct s of t h e s e v ari a nt s

b y i n sili c o pr e di cti o n s.

H o w e v er, t hr o u g h a  C z e c h- Sl o v a k- G er m a n c oll a b or ati o n,  w e r e-

c e ntl y p u bli s h e d a s eri e s of st u di e s r el at e d t o  D N A r e p air [ 4 7 ] ,  m et a-

b oli s m [ 3 8 ] a n d  mit oti c c h e c k p oi nt [ 7 2 ] ( o v er vi e w e d s e p a r at el y).  W e

c o m p ar e d g e n ot y p e fr e q u e n ci e s b et w e e n h e alt h y v ol u nt e er s  w h o s e

t ot al  C A fr e q u e n c y  w a s  > 2 % a n d t h o s e  wit h l o w er fr e q u e n c y of  C A s;

f or  C S A s a n d  C T A s t h e t hr e s h ol d  w a s 1 %.  T h e n u m b er s of v ol u nt e e r s

g e n ot y p e d r a n g e d fr o m 2 8 2 t o 2 2 0 0 d e p e n di n g o n t h e S N P a n d  D N A

a v ail a bilit y ( T a bl e 2 ).  All S N P s  w er e i n di vi d u all y g e n ot y p e d a n d  m ul-

ti v ari a bl e l o gi sti c r e gr e s si o n a n al y s e s a dj u st e d f or a g e, s e x, o c c u p a-

ti o n al e x p o s ur e a n d s m o ki n g; c o n d u ct e d f or t ot al  C A s,  C T A s, a n d  C S A s.

S N P s  w er e c o n si d er e d i n di vi d u all y, a n d i n all p o s si bl e p air wi s e c o m-

bi n ati o n s  wit hi n t h e t hr e e s et s of g e n e s.  T h o s e st u di e s ar e r e vi e w e d

b el o w, b ut t h e y a p p e ar t o s h ar e s o m e o v er all f e at ur e s: i n di vi d u al S N P s

h a d  w e a k a s s o ci ati o n s, b ut g e n e – g e n e i nt er a cti o n s  w er e c o m m o n a n d

oft e n i n v ol v e d p art n er s fr o m di ff er e nt p at h w a y s.

Fi g.  1. Si n gl e- str a n d e d  D N A d a m a g e ( a c o n s e q u e n c e of o xi d ati v e

D N A d a m a g e i n t hi s p arti c ul ar c a s e) if u nr e p air e d gi v e s ri s e t o

D S B s a n d  C T A s ( a s a s s a y e d f or b y c h e mil u mi n e s c e nt  m e a s ur e m e nt

of γ - H 2 A X p h o s p h or yl ati o n). S h ort e n e d t el o m er e s  m a y b e p o orl y

e n d- c a p p e d a n d r e c o g ni z e d a s  D S B b y r e p air  m a c hi n er y, r e s ulti n g

i n t h e d e v el o p m e nt of n u m eri c al a n d str u ct ur al  C A s.
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T a bl e  2

P ol y m or p hi s m s i n r el e v a nt g e n e s of i m p ort a nt c ell ul ar p at h w a y s ( e n c o di n g x e n o bi oti c- m et a b oli si n g e n z y m e s,  D N A r e p air, t h e t u m o ur s u p pr e s s or  T P 5 3, s pi n dl e

a s s e m bl y c h e c k p oi nt, a n d c y cli n  D 1) e v al u at e d i n t hi s st u d y.  T h e t a bl e a d diti o n all y r ef er s t o t h e i n sili c o pr e di ct e d f u n cti o n al c o n s e q u e n c e of p ol y m or p hi s m s.

G e n e s S N P I D  A mi n o  A ci d

s u b stit uti o n

All el e s ( m aj or /

mi n or)

N C BI  C hr o m o s o m e L o c ati o n F u n cti o n * S u bj e ct s  wit h

C A s

B E R

X R C C 1 r s 1 7 9 9 7 8 2  Ar g 1 9 4 Tr p C  >  T T  >  C 1 9 q 1 3. 2  mi s s e n s e d el et eri o u s 6 3 9

X R C C 1 r s 2 5 4 8 9  Ar g 2 8 0 Hi s G  >  A G  >  A 1 9 q 1 3. 2  mi s s e n s e p o s si bl y d el et eri o u s 3 5 5

X R C C 1 r s 2 5 4 8 7  Ar g 3 9 9 Gl n G  >  A A  >  G 1 9 q 1 3. 2  mi s s e n s e b e ni g n 1 7 6 0

O G G 1 r s 1 0 5 2 1 3 3 S er 3 2 6 C y s C  >  G A  >  G 3 p 2 6. 2  mi s s e n s e d el et eri o u s 1 7 6 6

A P E X 1 ( A P E 1 ) r s 1 1 3 0 4 0 9  A s p 1 4 8 Gl u T  >  G T  >  G / A 1 4 q 1 1. 2  mi s s e n s e a m bi g u o u s 1 2 9 9

N E R

X P A r s 1 8 0 0 9 7 5 G  >  A 9 q 2 2. 3 5 ′U T R 1 4 4 3

X P D r s 1 3 1 8 1 L y s 7 5 1 Gl n G  >  A C  >  A 1 9 q 1 3. 3  mi s s e n s e d el et eri o u s 1 7 7 7

X P G r s 1 7 6 5 5  A s p 1 1 0 4 Hi s  C  >  G C  >  G 1 3 q 3 3  mi s s e n s e d el et eri o u s 1 7 5 6

X P C r s 2 2 2 8 0 0 1 L y s 9 3 9 Gl n A  >  C C  >  A 3 p 2 5  mi s s e n s e b e ni g n 1 7 7 2

D S B

X R C C 2 r s 3 2 1 8 5 3 6  Ar g 1 8 8 Hi s G  >  A G  >  A 7 q 3 6. 1  mi s s e n s e b e ni g n 8 1 3

X R C C 3 r s 8 6 1 5 3 9  T hr 2 4 1 M et C  >  T C  >  T 1 4 q 3 2. 3  mi s s e n s e d el et eri o u s 1 7 1 5

N B N ( N B S 1 ) r s 1 8 0 5 7 9 4  Gl u 1 8 5 Gl n C  >  G C  >  G 8 q 2 1  mi s s e n s e b e ni g n 9 6 6

R A D 5 4 L r s 1 0 4 8 7 7 1  Al a 7 3 0 Al a C  >  T C  >  T / A 1 p 3 2 s y n o n y m o u s s pli ci n g r e g ul ati o n 2 8 2

D D R

T P 5 3 r s 1 0 4 2 5 2 2  Ar g 7 2 Pr o G  >  C C  >  G 1 7 p 1 3. 1  mi s s e n s e d el et eri o u s 5 9 3

C C N D 1 r s 9 3 4 4 Pr o 2 4 1 Pr o G  >  A G  >  A 1 1 q 1 3. 3 s y n o n y m o u s s pli ci n g r e g ul ati o n 7 3 0

X M E

C Y P 1 B 1 / 4 3 2 r s 1 0 5 6 8 3 6 L e u 4 3 2 V al C  >  G 2 p 2 2. 2  mi s s e n s e dr u g r e s p o n s e 5 4 9

C Y P 1 B 1 / 4 5 3 r s 1 8 0 0 4 4 0  A s n 4 5 3 S er A  >  G 2 p 2 2. 2  mi s s e n s e b e ni g n /li k el y b e ni g n 5 5 0

E P H X 1 r s 1 0 5 1 7 4 0  T yr 1 1 3 Hi s T  >  C 1 q 4 2. 1 2  mi s s e n s e dr u g-r e s p o n s e 1 1 2 0

E P H X 1 r s 2 2 3 4 9 2 2  Hi s 1 3 9 Ar g A  >  G 1 q 4 2. 1 2  mi s s e n s e dr u g-r e s p o n s e 1 1 2 0

N Q O 1 r s 1 8 0 0 5 6 6 Pr o 1 8 7 S er C  >  T 1 6 q 2 2. 1  mi s s e n s e p at h o g e ni c 1 0 1 8

G S T P 1 r s 1 6 9 5 Il e 1 0 5 V al A  >  G 1 1 q 1 3. 2  mi s s e n s e dr u g-r e s p o n s e 1 4 9 3

G S T M 1 all el e d el eti o n 1 p 1 3. 3 d el et eri o u s 1 4 9 9

G S T T 1 all el e d el eti o n 2 2 q 1 1. 2 3 d el et eri o u s 1 4 8 9

S A C

B U B 1 B r s 1 8 0 1 3 7 6  Gl n 3 4 9 Ar g A  >  G 1 5 q 1 5. 1  mi s s e n s e b e ni g n 3 3 0

B U B 3 r s 3 8 0 8 9 6 0 G  >  T 1 0 q 2 6. 1 3 pr o m ot er r e gi o n u p str e a m v ari a nt 2 K B 3 3 0

M A D 2 L 1 r s 9 0 3 1 4 7 A  >  C 4 q 2 7 pr o m ot er r e gi o n u p str e a m v ari a nt 2 K B 3 3 0

C E N P F r s 4 3 8 0 3 4  Ar g 2 9 4 3 Gl y  G  >  A 1 q 4 1  mi s s e n s e  mi s s e n s e 6 1 8

E S P L 1 r s 6 5 8 0 9 4 1 C  >  T 1 2 q 1 3. 1 3 pr o m ot er r e gi o n i ntr o n v ari a nt, u p str e a m v ari a nt 2 K B 6 5 6

N E K 2 r s 7 0 1 9 2 8 T  >  A 1 q 3 2. 3 pr o m ot er r e gi o n i ntr o n v ari a nt, u p str e a m v ari a nt 2 K B 6 6 3

P T T G 1 r s 1 8 6 2 3 9 2 T  >  A 5 q 3 3. 3 pr o m ot er r e gi o n u p str e a m v ari a nt 2 K B 7 2 9

Z WI L C H r s 3 0 8 7 6 6 0 A  >  G 1 5 q 2 2. 3 1 5 ′U T R n c tr a n s cri pt v ari a nt, u p str e a m v ari a nt

2 K B, utr v ari a nt 5 pri m e

6 7 4

Z WI N T r s 2 2 4 1 6 6 6  Ar g 1 8 7 Gl y G  >  A 1 0 q 2 1. 1  mi s s e n s e i ntr o n v ari a nt,  mi s s e n s e, n c tr a n s cri pt

v ari a nt

6 6 2

* SI F T, P ol y P h e n- 2- al g orit h m s; S N P si n gl e n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m;  B E R b a s e e x ci si o n r e p air p at h w a y;  N E R n u cl e oti d e e x ci si o n r e p air p at h w a y;  D S B d o u bl e- str a n d

br e a k r e p air p at h w a y;  D D R  D N A d a m a g e r e s p o n s e p at h w a y; S A C s pi n dl e a s s e m bl y c h e c k p oi nt g e n e s  X M E x e n o bi oti c- m et a b oli si n g e n z y m e s; P ol y m or p hi s m s  w er e

st u di e d o n s u bj e ct s  wit h  C A s; t h eir n u m b er s ar e s h o w n i n t h e ri g ht c ol u m n.

T a bl e  1

B a c k gr o u n d v ari a bl e s of a g e, s m o ki n g st at u s, a n d o c c u p ati o n al e x p o s ur e ( [ 3 4, 4 5, 7 0 ] ) pl u s p ol y m or p hi s m r s 1 0 4 2 5 2 2: G 4 C ( E x 4 1 1 1 9  G 4 C,  Ar g 7 2 Pr o) i n g e n e T P 5 3 i n

r el ati o n t o c hr o m o s o m al d a m a g e.

V ari a bl e P er s o n s  C At ot C S A C T A

9 5 % 9 5 % 9 5 %

O d d s  C o n fi d e n c e O d d s  C o n fi d e n c e O d d s  C o n fi d e n c e

r ati o i nt er v al P- v al u e r ati o i nt er v al P- v al u e r ati o i nt er v al P- v al u e

C At ot ( c a s e s / c o ntr ol) 9 5 1 / 1 2 4 5

C T A ( c a s e s / c o ntr ol) 1 0 4 2 / 1 1 5 4

C S A ( c a s e s / c o ntr ol) 9 8 3 / 1 2 1 3

A g e ( mi n,  m a x,  m e a n) 1 8, 8 8, 4 3 1. 0 6 a 1. 0 0 – 1. 1 3 0. 0 7 1. 0 7 1. 0 0 – 1. 1 3 0. 0 4 0. 9 5 0. 9 0 – 1. 0 1 0. 1 1

O c c u p ati o n al e n vir o n m e nt ( e x p o s e d / u n e x p o s e d) 1 2 0 7 / 9 8 9 2. 3 6 1. 9 7 – 2. 8 3  < 0. 0 1 1. 7 3 1. 4 5 – 2. 0 6  < 0. 0 1 1. 6 4 1. 3 8 – 1. 9 6  < 0. 0 1

S e x ( M / F) 1 1 7 1 / 1 0 2 5 1. 0 3 0. 8 6 – 1. 2 3 0. 7 7 1. 0 5 0. 8 8 – 1. 2 6 0. 5 9 0. 8 3 0. 6 9 – 0. 9 9 0. 0 4

S m o k er ( S / N S) 6 1 4 / 1 5 5 7 1. 1 9 0. 9 7 – 1. 4 5 0. 0 9 0. 9 5 0. 7 8 – 1. 1 6 0. 6 3 1. 1 3 0. 9 3 – 1. 3 8 0. 2 3

A r g 7 2 Ar g b 2 7 8 – –  –  – –  –  – –  –

Ar g 7 2 Pr o 2 6 9 0. 9 1 0. 6 4 – 1. 2 9 0. 6 0 1. 1 4 0. 8 1 – 1. 6 2 0. 4 5 1. 1 1 0. 7 9 – 1. 5 8 0. 5 2

P r o 7 2 Pr o 4 6 1. 0 3 0. 5 4 – 1. 9 6 0. 9 3 0. 8 2 0. 9 2 – 1. 6 0 0. 5 5 1. 4 2 0. 7 6 – 2. 6 6 0. 2 7

A r g 7 2 Ar g v s.  Ar g 7 2 Pr o  + Pr o 7 2 Pr o – 0. 9 3 0. 6 6 – 1. 3 0 0. 6 6 1. 0 3 0. 7 3 – 1. 4 4 0. 8 8 1. 1 6 0. 8 4 – 1. 6 1 0. 3 7

a O R s f o r a g e  w er e c al c ul at e d f or 1 0 y e ar a g e di ff er e n c e.
b r s 1 0 4 2 5 2 2: G 4 C ( E x 4 1 1 1 9  G 4 C,  Ar g 7 2 Pr o).
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1. 3.  C As a n d v ari a nts i n g e n es e n c o di n g x e n o bi oti c- m et a b olisi n g e n z y m es

( X M Es )

O nl y a li mit e d n u m b er of r e p ort s h a v e a n al y s e d e ff e ct s of g e n eti c

p r e di s p o siti o n s o n i nt er-i n di vi d u al v ari a bilit y i n  D N A a n d c hr o m o s o m al

d a m a g e [ 3 1 – 3 5 ] . I n a r e c e nt st u d y,  w e t e st e d t h e a s s o ci ati o n s of v ar-

i a nt s i n g e n e s e n c o di n g  X M E s  wit h  C A s a m o n g t h e s a m e c o h ort of v o-

l u nt e er s d e s cri b e d a b o v e [ 3 6 ] .  W e s el e ct e d 5 g e n e s f or a n al y si s: c yt o-

c hr o m e P 4 5 0 1 B 1 ( C Y P 1 B 1 , 2 s e p ar at e p ol y m or p hi s m s), e p o xi d e

h y dr ol as e 1 ( E P H X 1 ),  N A D ( P ) H: q ui n o n e o xi d or e d u ct as e 1 ( N Q O 1 ), e a c h

c o di n g f or p h a s e 1 e n z y m e s, a n d gl ut at hi o n e S-tr a nsf er as e P 1 ( G S T P 1 ),

gl ut at hi o n e S-tr a nsf er as es  M 1 ( G S T M 1 ), a n d  T 1 ( G S T T 1 ). All t h e 7

p ol y m or p hi s m s t e st e d i n o ur st u d y h a v e pr e vi o u sl y b e e n s h o w n t o b e

f u n cti o n all y r el e v a nt [ 3 2 – 3 4, 4 8 ] .  C yt o c hr o m e s P 4 5 0 ar e t h e  m o st i m-

p ort a nt e n z y m e s i n v ol v e d i n t h e p h a s e I bi otr a n sf or m ati o n of v ari o u s

c o m p o u n d s.  T h e y c at al y s e a n u m b er of r e a cti o n s  m o dif yi n g di et ar y,

s m o ki n g, a n d e n vir o n m e nt- d eri v e d pr e- c ar ci n o g e n s, a n d p arti ci p at e i n

t h e  m et a b oli s m of e n d o g e n o u s c o m p o u n d s i n cl u di n g h or m o n e s a n d bil e

a ci d s.  C Y P 1 B 1 i s i n v ol v e d i n a cti v ati n g p ol y c y cli c ar o m ati c h y dr o-

c ar b o n s ( P A H s) or h et er o c y cli c a mi n e s t o r e a cti v e  m et a b olit e s t h at

c a u s e  D N A d a m a g e [ 3 7 ] . E p o xi d e h y dr ol a s e ( E P H X 1) c o n v ert s r e a cti v e

i nt er m e di at e s ( e p o xi d e s) t o l e s s r e a cti v e, e x cr et a bl e di ol s.  N A D( P)

H: q ui n o n e o xi d or e d u ct a s e ( N Q O 1) i s a t w o- el e ctr o n r e d u ct a s e i n v ol v e d

i n t h e bi otr a n sf or m ati o n of q ui n o n e s [ 3 9 ] .  Gl ut at hi o n e S-tr a n sf er a s e s

( G S T),  G S T M 1,  G S T P 1, a n d  G S T T 1, b el o n g t o t h e  m o st fr e q u e ntl y st u-

di e d  X M E s i n  m ol e c ul ar e pi d e mi ol o g y st u di e s, pl a yi n g a pr ot e cti v e r ol e

a g ai n st el e ctr o p hili c c h e mi c al s.  H o w e v er, t h eir o ut c o m e s i n r el ati o n t o

C A s ar e oft e n c o ntr o v er si al:  w hil e  M u s a k et al. o b s er v e d si g ni fi c a nt

a s s o ci ati o n of  C A fr e q u e n c y  wit h G S T T 1- n ull g e n ot y p e, p arti c ul arl y i n

s m o ki n g tir e pl a nt  w or k er s [ 3 3 ] ,  R o s si et al. di d n ot r e c or d s u c h a n

a s s o ci ati o n [ 3 5 ] . I n o ur a n al y si s,  w e di d n ot o b s er v e a n y  m o d ul ati n g

e ff e ct of  G S T p ol y m or p hi s m s o n  C A fr e q u e n c y, a s a s s a y e d o n 4 8 8

h e alt h y i n di vi d u al s [ 4 0 ] .  O ur st u d y d e s cri bi n g t h e a s s o ci ati o n s b et w e e n

f u n cti o n al p ol y m or p hi s m s i n 6 g e n e s e n c o di n g  X M E a n d  C A s r e v e al e d

t h at o nl y E P H X 1 w a s i n di vi d u all y a s s o ci at e d  wit h t ot al  C A s: hi g h a c-

ti vit y g e n ot y p e s d e cr e a s e d  C A fr e q u e n c y [ 3 3 ] .  T e nt ati v e a s s o ci ati o n of

C A s  wit h E P H X 1 p ol y m or p hi s m s h a s b e e n s h o w n b y u s e arli er

[ 3 3, 3 7, 3 8 ] .  W e al s o t e st e d p air wi s e i nt er a cti o n s b et w e e n all 7 v ari a nt s.

A t ot al of 1 2 n o mi n all y si g ni fi c a nt i nt er a cti o n s  w er e o b s er v e d, 6 of

t h e m at P  < 0. 0 1 [ 3 6 ] . I n  m o st of t h e i nt er a cti o n s, a G S T v ari a nt  w a s

o n e p art n er of t h e p air ( Fi g. 2 ).  T h e d at a pr o vi d e d e vi d e n c e t h at v ar-

i a nt s i n g e n e s c o di n g f or  m et a b oli c e n z y m e s ( w hi c h i n di vi d u all y h a v e

s m all e ff e ct s) i nt er a ct a n d ar e a s s o ci at e d  wit h  C A fr e q u e n ci e s i n P B L s of

h e alt h y v ol u nt e er s.

1. 4.  C As a n d v ari a nts i n  D N A r e p air

Si n c e h u m a n  D N A i s c o n st a ntl y e x p o s e d t o p h y si c al ( ultr a vi ol et,

i o ni zi n g r a di ati o n) a n d c h e mi c al (r e a cti v e o x y g e n s p e ci e s, al k yl ati n g,

a n d ar al k yl ati n g) d a m a gi n g a g e nt s, t h e ari si n g d a m a g e ( p a rti c ul a rl y

D S B s)  m a y b e criti c al f or e st a bli s hi n g p er si st e nt c hr o m o s o m al alt e r a-

ti o n s.  C A s i n P B L s r efl e ct t h er ef or e i nt er-i n di vi d u al s e n siti vit y t o  m a n y

g e n ot o xi c s u b st a n c e s a n d s er v e a s bi o m ar k er s of a n e arl y e ff e ct of

g e n ot o xi c c ar ci n o g e n s a n d c ar ci n o g e ni c ri s k [ 2 9, 4 1 – 4 5 ] . Effi ci e nt  D N A

r e p air  m a c hi n er y, c o m pri si n g s e v er al di sti n ct p at h w a y s, e ff e cti v el y

m ai nt ai n s g e n o mi c i nt e grit y.  Alt er ati o n s i n t h e  D N A r e p air i n cr e a s e t h e

v ul n er a bilit y of t h e c ell s, r e s ulti n g i n a n a c c u m ul ati o n of  m ut ati o n s i n

t h e g e n o m e, a n d  m a y ulti m at el y l e a d t o t u m ori g e n e si s [ 4 6 ] .

I n di vi d u al  D N A r e p air c a p a cit y i n r e s p o n s e t o  D N A d a m a g e, eff e c-

ti v el y pr e v e nti n g a n a c c u m ul ati o n of  C A s, i s oft e n  m o d ul at e d b y t h e

g e n e v ari a nt s i n di ff er e nt  D N A r e p air p at h w a y s [ 4 7 ] . I n d e e d,  w e

d o c u m e nt e d a c orr el ati o n b et w e e n g e n e v ari a nt s i n v ol v e d i n b a s e e x-

ci si o n r e p air ( B E R) a n d t h e c orr e s p o n di n g  B E R r e p air c a p a cit y a d e c a d e

a g o [ 4 8 ] .  H o w e v er, si n gl e- n u cl e oti d e p ol y m or p hi s m s ( S N P s) i n n o n-

c o di n g r e gi o n s a n d e v e n c h a n g e s i n  w o b bl e b a s e s t h at d o n ot a ff e ct

a mi n o a ci d s e q u e n c e,  m a y b e i m p ort a nt a s  w ell [ 4 9 ] .

T h e  D N A r e p air g e n e s t h at  w e st u di e d e n c o d e pr ot ei n s i n v ol v e d i n

B E R (r e pr e s e nt e d b y X R C C 1, h O G G 1 a n d  A P E 1 ),  N E R (X P A , X P C , X P D

a n d X P G ) a n d i n d o u bl e- str a n d br e a k r e p air  D S B ( X R C C 2 , X R C C 3 , N B S 1

a n d R A D 5 4 L ) [ 4 7 ] . E x ci si o n r e p air ( b ot h  B E R a n d  N E R) r e pr e s e nt s a

cr u ci al  m e c h a ni s m f or a c ell s t o pr e s er v e g e n o mi c i nt e grit y, si n c e  D S B s

or p er m a n e nt  m ut ati o n s c a n ari s e a s a c o n s e q u e n c e of u nr e p ai r e d o r

err o n e o u sl y r e p air e d si n gl e- str a n d e d d a m a g e.  B E R r e m o v e s s m all  m o-

l e c ul ar l e si o n s a n d o xi d ati v e  D N A d a m a g e, i n  w hi c h  X R C C 1 p r ot ei n a ct s

a s a c o or di n at or of si n gl e- str a n d br e a k r e p air pr ot ei n s, h O G G 1 i s a

gl y c o s yl a s e r e m o vi n g o xi d ati v e  D N A a d d u ct s, a n d  A P E 1 a ct s a s e n-

d o n u cl e a s e t o w ar d si n gl e- str a n d br e a k s.  N E R i s a  m e c h a ni s m u s e d b y

m a m m al s f or t h e eli mi n ati o n of b ul k y  D N A l e si o n s. It s i m p ort a n c e i s

w ell d o c u m e nt e d o n x er o d er m a pi g m e nt o s u m or  C o c k a y n e s y n dr o m e

di s or d er s [ 5 0 ] , a s s o ci at e d  wit h e xtr e m e  U V li g ht s e n siti vit y a n d e n-

or m o u s s ki n c a n c er ri s k [ 5 1 ] .  X P C ( x er o d er m a pi g m e nt o s u m c o m-

pl e m e nt ati o n gr o u p  C) pr ot ei n p arti ci p at e s i n t h e r e c o g niti o n of l e si o n s

d uri n g gl o b al g e n o mi c- N E R [ 5 2 ] – X P C e n a bl e s t h e r e cr uit m e nt of t w o

h eli c a s e s – w hil e  X P B a n d  X P D i niti at e t h e o p e ni n g of t h e  D N A a r o u n d

t h e l e si o n [ 5 3, 5 4 ] .  X P A a n d  X P G pr ot ei n s s u b s e q u e ntl y f or m a st a bl e

o p e n str u ct ur e a n d r e cr uit m e nt of E R C C 1- X P F b y  X P A i niti at e s t h e d u al

i n ci si o n of t h e  D N A 5′ a n d 3 ′ t o t h e l e si o n b y E R C C 1- X P F a n d  X P G,

r e s p e cti v el y [ 5 5, 5 6 ] .  T h e r e pli c ati o n  m a c hi n er y s u b s e q u e ntl y fi ll s t h e

g a p a n d s e al s t h e ni c k.

Fi g.  2. I nfl u e n c e of  m et a b oli c g e n e p ol y m or p hi s m s o n  C A s i n h e alt h y v ol u nt e er s [ 3 6 ] .  T h e c ol o ur c o d e i n di c at e s t ot al  C A ( d ar k bl u e),  C S A ( bl u e),  C T A (li g ht bl u e),

a n d  C S A  &  C T A ( bl u e gr a di e nt).  T h e arr o w s i n di c at e si g ni fi c a nt g e n e – g e n e i nt er a cti o n s.
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D S B r e p air i s a cr u ci al  m e c h a ni s m f or a c ell t o d e al  wit h t h e  m o st

s eri o u s  D N A d a m a g e. Si n c e  D S B s h a v e t h e p ot e nti al t o arr e st c ell c y cl e

o r e v e n kill t h e c ell, t h e y h a v e t o b e e ffi ci e ntl y r e p air e d t o a v oi d s u c h

e v e nt s.  Di ff er e nt  D N A r e p air  m e c h a ni s m s  w or k i n di ff er e nt st a g e s of t h e

c ell c y cl e, n a m el y h o m ol o g o u s r e c o m bi n ati o n ( H R), n o n- h o m ol o g o u s-

e n d j oi ni n g ( N H E J), a n d hi g hl y i n a c c ur at e  mi cr o h o m ol o g y- m e di at e d

e n d j oi ni n g ( M M E J).  W h e n  D S B o c c ur s, a pl et h or a of  D N A r e p air pr o-

t ei n s c o o p er at e  wit h e a c h ot h er t o pr e s er v e g e n o m e i nt e grit y a n d

f u n cti o n alit y.  N B S 1 i s o n e of t h e fi r st pr ot ei n s t o a c c u m ul at e at  D S B

sit e s. It cr e at e s a c o m pl e x  wit h  M R E 1 1 a n d  R A D 5 0 pr ot ei n s,  w hi c h

r e c o g ni z e s t h e  D N A d a m a g e sit e a n d pr o m ot e s r e s e cti o n of it s br o k e n

e n d s [ 5 7 ] . I nt er e sti n gl y,  N B S 1 i s c o m m o nl y o v er e x pr e s s e d i n diff er e nt

t y p e s of c a n c er, pr o b a bl y d u e t o it s p arti ci p ati o n i n i n a c c ur at e  M M E J

p at h w a y [ 5 8, 5 9 ] .  Ot h er k e y pr ot ei n s s u c h a s  X R C C 2 a n d  X R C C 3 (t h e  X-

r a y r e p air c o m pl e m e nti n g d ef e cti v e r e p air i n  C hi n e s e h a m st er c ell 2

a n d 3, r e s p e cti v el y) pl a y a n irr e pl a c e a bl e r ol e d uri n g  H R  w h e n a n

u n d a m a g e d si st er c hr o m ati d i s i n v a d e d b y si n gl e- str a n d e d o v er h a n g s of

t h e d a m a g e d str a n d t o pr o m ot e br e a k r e p air.  X R C C 2 a n d  X R C C 3

( R A D 5 1 B,  R A D 5 1 C a n d  R A D 5 1 D) ar e p ar al o g u e s of  R A D 5 1 r e-

c o m bi n a s e.  X R C C 2 a n d  X R C C 3 cr e at e c o m pl e x e s  wit h ot h er  R A D 5 1

p ar al o g u e s,  w hi c h i n t ur n f a cilit at e r e cr uit m e nt a n d st a bili s ati o n of

R A D 5 1 at  D S B sit e s [ 6 0, 6 1 ] .  T h e  w h ol e  R A D 5 1- m e di at e d str a n d i n v a-

si o n i s c o or di n at e d b y  R A D 5 4 L pr ot ei n,  w hi c h tr a n sl o c at e s al o n g  D S B

sit e s a n d h a s di v er s e f u n cti o n s d uri n g  H R, e. g. r e m o d elli n g of c hr o-

m ati n str u ct ur e,  R a d 5 1 fi l a m e nt a s s e m bl y, a n d  D-l o o p di s s ol uti o n

[ 6 2, 6 3 ] .

B y a n al y si n g S N P s i n di vi d u all y,  w e o b s er v e d si g ni fi c a ntl y l o w er

C T A fr e q u e n ci e s i n a s s o ci ati o n  wit h t h e  X P D L y s 7 5 1 Gl n h o m o z y g o u s

v ari a nt g e n ot y p e ( O R 0. 6 4, P  = 0. 0 0 4).  T hi s a s s o ci ati o n r e pli c at e d  wit h

a si mil ar si g ni fi c a n c e l e v el i n a s e p ar at e h e alt h y p o p ul ati o n e arli er

[ 2 9 ] .  A n a s s o ci ati o n of t h e h et er o z y g o u s v ari a nt g e n ot y p e i n R A D 5 4 L

wit h i n cr e a s e d  C S A fr e q u e n c y ( O R 1. 9 6, P  = 0. 0 3)  w a s al s o f o u n d.  B y

a d dr e s si n g g e n e – g e n e i nt er a cti o n s,  w e di s c o v er e d 1 4 i nt er a cti o n s

m o d ul ati n g  C A fr e q u e n ci e s, 9  m o d ul ati n g  C T A a n d 1 2  m o d ul ati n g  C S A

f r e q u e n ci e s  wit h n o mi n al si g nifi c a n c e.  T h e i nt er a cti o n s  wit h str o n g

st ati sti c al s u p p ort ar e hi g hli g ht e d i n Fi g. 3 . F or t ot al  C A s, hi g hl y si g-

ni fi c a nt g e n e – g e n e i nt er a cti o n s  w er e o b s er v e d  m ai nl y f or g e n e s p arti-

ci p ati n g i n  B E R ( A P E 1, h O G G 1,  X R C C 1 ),  N E R (X P C,  X P D, X P G ), a n d  D S B

r e p air ( N B S 1,  X R C C 2,  X R C C 3 ). I n g e n er al, g e n e– g e n e i nt er a cti o n s al-

w a y s i n cl u d e d p air s fr o m t w o di ff er e nt p at h w a y s.  Alt h o u g h i n di vi d u al

v ari a nt s i n g e n e s e n c o di n g  D N A r e p air pr ot ei n s  m o d ul at e d  C A s o nl y

m o d e stl y, s e v er al g e n e – g e n e i nt er a cti o n s  w er e a s s o ci at e d  wit h  C A

fr e q u e n ci e s s u g g e sti n g t h at a c c u m ul ati o n of  C A s r e q uir e s c o m pl e x i n-

t er pl a y b et w e e n diff er e nt  D N A r e p air p at h w a y s.

1. 5.  C As a n d v ari ati o n i n  T P 5 3 g e n e ( D N A d a m a g e r es p o ns e p at h w a y )

T h e t u m o ur s u p pr e s s or  T P 5 3 ( MI M # 1 9 1 1 7 0), l o c at e d o n c hr o m o-

s o m e 1 7 p 1 3. 1, i s k n o w n a s ‘t h e g u ar di a n of t h e g e n o m e’ or ‘t h e c ell ul ar

g at e k e e p er of gr o wt h a n d di vi si o n ’ o wi n g t o it s di v er s e f u n cti o n s.  T h e

pr ot ei n p 5 3, a 3 9 3 a mi n o a ci d l o n g p h o s p h o pr ot ei n, a ct s a s a k e y

r e g ul at or of c ell ul ar gr o wt h c o ntr ol a n d pl a y s a c e ntr al r ol e i n t h e i n-

d u cti o n of g e n e s t h at ar e i m p ort a nt i n c ell c y cl e arr e st a n d a p o pt o si s

f oll o wi n g  D N A d a m a g e.  C ell c y cl e arr e st pr o vi d e s a ti m e  wi n d o w f or

t h e c ell t o r e p air g e n o mi c d a m a g e b ef or e e nt eri n g t h e criti c al st a g e s of

D N A s y nt h e si s a n d  mit o si s ( pr e vi o u sl y r e vi e w e d [ 6 4 ] ).  T h e  m o st f r e-

q u e ntl y i n v e sti g at e d T P 5 3 p ol y m or p hi s m i s r s 1 0 4 2 5 2 2, a  G t o  C

tr a n s v er si o n i n c o d o n 7 2 of e x o n 4,  w hi c h r e s ult s i n a n a mi n o a ci di c

c h a n g e fr o m ar gi ni n e t o pr oli n e ( T P 5 3 Ar g 7 2 Pr o).  T hi s r s 1 0 4 2 5 2 2

p ol y m or p hi s m i s l o c at e d i n a pr oli n e-ri c h r e gi o n of t h e p r ot ei n  wit h

i m p ort a n c e f or t h e gr o wt h s u p pr e s si o n a n d a p o pt oti c f u n cti o n s.

R s 1 0 4 2 5 2 2 r e s ult s i n a str u ct ur al c h a n g e i n t h e pr ot ei n, gi vi n g ri s e t o

v ari a nt s of di sti n ct el e ctr o p h or eti c  m o bilit y; a n d t h e t w o i s of o r m s of

p 5 3 d u e t o p ol y m or p hi s m at c o d o n 7 2 di ff er i n bi o c h e mi c al a n d bi o-

l o gi c al pr o p erti e s.  A p p ar e ntl y, t h e T P 5 3 Ar g 7 2 f or m i n d u c e s a p o pt o si s

m or e e ffi ci e ntl y t h a n t h e Pr o 7 2 f or m.  T h e  Ar g 7 2 v ari a nt,  w h e n i n cis -

f or m  wit h c ert ai n t u m o ur- d eri v e d  m ut ati o n s,  mi g ht e n h a n c e t u m o u r

s u p pr e s si v e f u n cti o n o wi n g t o i n cr e a s e d a bilit y t o a cti v at e p 5 3 [ 6 4, 6 5 ] .

H o w e v er,  w e di d n ot o b s er v e a n y a s s o ci ati o n b et w e e n eit h er c hr o m o-

s o m al d a m a g e a n d r s 1 0 4 2 5 2 2 T P 5 3 Ar g 7 2 Pr o ( T a bl e s 1 a n d 2 ) i n 5 9 3

h e alt h y i n di vi d u al s.  R s 1 0 4 2 5 2 2 di d n ot  m o d ul at e t h e fr e q u e n ci e s of

C A s,  C T A s, or  C S A s, i n all i n st a n c e s t h e d o mi n a nt  m o d el of i n h erit a n c e

w a s t e st e d.

1. 6.  C As a n d v ari ati o n i n t h e  m aj or  mit oti c c h e c k p oi nt g e n es

T h e fi d elit y of c hr o m o s o m e s e gr e g ati o n d uri n g  mit o si s i s e n s ur e d b y

t h e s pi n dl e a s s e m bl y c h e c k p oi nt ( S A C). I n c a s e of u n att a c h e d ki n e-

t o c h or e s t o  mi cr ot u b ul e s, t h e i n hi biti o n of a n a p h a s e pr o m oti n g c o m-

pl e x ( A P C or c y cl o s o m e) t o g et h er  wit h it s a d a pt or bi n di n g p a rt n e r

C d c 2 0 pr e v e nt s a n o c c urr e n c e of a n e u pl oi d y.  T h e  mit oti c c h e c k p oi nt

c o m pl e x, c o m p o s e d of  M a d 2,  B u b 1,  B u b 3,  N E K 2, Z WI L C H a n d Z WI N T

pr ot ei n s [ 6 6, 6 7 ] , i s g e n er at e d a s a r e s ult of S A C a cti v ati o n.  M a d 2 f o r m s

a c o m pl e x  wit h t h e  C d c 2 0 pr ot ei n a n d t h er ef or e e n a bl e s bi n di n g of

Fi g.  3. I nfl u e n c e of  D N A r e p air g e n e p ol y m or p hi s m s o n  C A s i n h e alt h y v ol u nt e er s [ 4 7 ] .  T h e c ol o ur c o d e i n di c at e s t ot al  C A ( d ar k bl u e),  C S A ( bl u e),  C T A (li g ht bl u e),

a n d  C S A  &  C T A ( bl u e gr a di e nt).  T h e arr o w s i n di c at e si g ni fi c a nt g e n e – g e n e i nt er a cti o n s.

P.  V o di c k a et al. M ut at R es G e n T o x E n 8 3 6 ( 2 0 1 8 ) 1 3 – 2 1

1 7



B u b 1 a n d  B u b 3 t o  C d c 2 0 [ 6 8 ] .  T h e h u m a n c h e c k p oi nt ki n a s e  B u b 1, a n d

it s a d a pt or pr ot ei n  B u b 3 p h o s p h or yl at e a n d s u b s e q u e ntl y i n hi bit t h e

A P C / C d c 2 0 c o m pl e x d uri n g S A C si g n alli n g c a s c a d e [ 6 7, 6 9 ] .  W h e n all

c hr o m o s o m e s ar e pr o p erl y att a c h e d i n t h e  mit oti c s pi n dl e,  M A D 2 i s

r el e a s e d fr o m t h e  mit oti c c h e c k p oi nt c o m pl e x, r e s ulti n g i n t h e a cti v a-

ti o n of  A P C / C- C D C 2 0,  w hi c h i n t ur n t ar g et s P T T G 1 ( s e c uri n) f or d e-

g r a d ati o n. E S P L 1 ( s e p ar a s e) g et s a cti v at e d a n d c a n cl e a v e t h e c o h e si n

c o m pl e x e s t h at k e e p t h e si st er c hr o m ati d s t o g et h er [ 7 0 ] .  A b err a nt e x-

p r e s si o n of g e n e s i n v ol v e d i n t h e  mit oti c c h e c k p oi nt c o m pl e x ( N E K 2) i s

r el at e d t o c ar ci n o g e n e si s of v ari o u s t u m or s [ 7 1 ] .

I n o ur st u d y,  w e f o c u s e d o n g e n e s c o n stit uti n g t h e  mit oti c c h e c k-

p oi nt  m a c hi n er y i n vi e w of it s r ol e i n  m ai nt ai ni n g c hr o m o s o m al i n-

t e grit y  wit h p o s si bl e li n k s t o  C A s [ 7 2 ] .  W e s el e ct e d 9 v ari a nt s i n  m ai n

c h e c k p oi nt g e n e s ( B U B 1 B,  B U B 3,  M A D 2 L 1,  C E N P F, E S P L 1 /s e p ar as e,

N E K 2, P T T G 1 /s e c uri n, Z WI L C H a n d Z WI N T ) f or a g e n ot y pi n g st u d y i n

t h e a b o v e c o h ort of h e alt h y i n di vi d u al s.  T h e s el e ct e d v ari a nt s eit h er

c a u s e d a p ot e nti all y d el et eri o u s a mi n o a ci d c h a n g e or  w er e l o c at e d at

t h e c or e r e g ul at or y r e gi o n s of t h e g e n e s (T a bl e 2 ).  G e n eti c v ari ati o n i n

i n di vi d u al g e n e s e x hi bit e d a  mi n or i m p ort a n c e,  wit h o nl y a f e w n o m-

i n all y si g nifi c a nt a s s o ci ati o n s. S u c h d at a ar e c o n si st e nt  wit h t h e hi g h

c o n s er v ati o n a n d s el e cti o n pr e s s ur e of t h e c h e c k p oi nt s y st e m.  H o w e v er,

m a n y g e n e p air s  w er e si g ni fi c a ntl y a s s o ci at e d  wit h  C A s a n d t w o p air s –

P T T G 1- Z WI L C H a n d P T T G 1- Z WI N T – w er e a s s o ci at e d  wit h all t y p e s of

C A s .  M A D 2 L 1 a n d P T T G 1 w er e t h e  m o st c o m m o n p art n er s i n a n y of t h e

t w o- w a y i nt er a cti o n s (Fi g. 4 ).  T h e s e r e s ult s s u g g e st t h at i nt er a cti o n s at

t h e c o h e si n l e v el (P T T G 1 ) a n d ki n et o c h or e f u n cti o n ( Z WI N T, Z WI L C H

a n d M A D 2 L 1 ) c o ntri b ut e t o t h e fr e q u e n c y of  C A s.  T h e d at a i m pl y t h at

g e n e v ari a nt s at di ff er e nt c h e c k p oi nt f u n cti o n s a p p e ar t o b e r e q uir e d f or

t h e f or m ati o n of  C A.

1. 7.  C y cli n  D 1 a n d  C As

R a n d o m  C A s  m a y o c c ur i n n or m al c ell s, b ut t h e y ar e a c h ar a ct eri sti c

fi n di n g i n a d v a n c e d  m ali g n a n ci e s.  T h e y  m a y b e t u m o ur- s p e ci fi c a n d

c o ntri b ut e dir e ctl y t o  m ali g n a nt tr a n sf or m ati o n t hr o u g h a r e arr a n g e-

m e nt of s p e ci fi c u n d erl yi n g g e n e s [ 4 ] .  M a n y t y p e s of s p e cifi c r e c urr e nt

C A s, i n cl u di n g d el eti o n s, a m pli fi c ati o n s, a n d tr a n sl o c ati o n s h a v e b e e n

d e s cri b e d f or a l ar g e n u m b er of h a e m at ol o gi c al  m ali g n a n ci e s, i n cl u di n g

l y m p h oi d a n d  m y el oi d l e u k a e mi a s,  m ulti pl e  m y el o m a, a n d  m ali g n a nt

l y m p h o m a s.  T h e  m aj orit y of h a e m at ol o gi c al n e o pl a s m s ar e c a u s e d b y

cl o n al e x p a n si o n of a si n gl e c ell t h at h a s a c q uir e d a s o m ati c  m ut ati o n i n

o n e all el e of a pr ot o- o n c o g e n e.  T hi s  m ut at e d g e n e sti m ul at e s i n-

a p pr o pri at e c ell ul ar pr olif er ati o n, l e a di n g t o t h e d e v el o p m e nt of c a n c er.

A n ot h er  m e c h a ni s m of i n a p pr o pri at e sti m ul ati o n of c ell ul ar pr olif er a-

ti o n i s t h e  mi s pl a c e m e nt of a pr ot o- o n c o g e n e t hr o u g h  C A u n d er a str o n g

pr o m ot er, a n d  w hi c h  m a y l e a d t o t h e u n c o ntr oll e d e x pr e s si o n of t hi s

g e n e [ 7 3 ] .  A n e x a m pl e i s tr a n sl o c ati o n b et w e e n c hr o m o s o m e s 1 1 a n d

1 4, a b br e vi at e d t( 1 1; 1 4). I n t( 1 1; 1 4) t h e c y cli n  D 1 ( C C N D 1 ) g e n e fr o m

c hr o m o s o m e 1 1 i s j u xt a p o s e d n e xt t o t h e pr o m ot er of t h e h e a v y c h ai n

i m m u n o gl o b uli n (I g H) g e n e, dri vi n g o v er e x pr e s si o n of c y cli n  D 1 a n d

sti m ul ati n g c ell di vi si o n. It i s f o u n d i n s e v er al h a e m at ol o gi c al  m ali g-

n a n ci e s, i n cl u di n g m a ntl e c ell l y m p h o m a s i n  w hi c h e v er y p ati e nt h a s

t hi s tr a n sl o c ati o n. It i s t h e  m o st c o m m o n tr a n sl o c ati o n i n  m ulti pl e

m y el o m a, f o u n d i n 1 5 % of all p ati e nt s [ 7 4 ] .

O ur st u d y o n tr a n sl o c ati o n s i n  m y el o m a p ati e nt s f or t h e fi r st ti m e

d e s cri b e d a g er mli n e g e n eti c b a si s of a tr a n sl o c ati o n i n h u m a n s: t h e t

( 1 1; 1 4)  w a s r e g ul at e d b y a s pli c e sit e p ol y m or p hi s m r s 9 3 4 4 ( a r c hi v e

d b S N P I D r s 6 0 3 9 6 5) i n c y cli n  D 1 [ 7 4 ] .  T h e o d d s r ati o ( O R) b et w e e n t h e

ri s k all el e  G a n d t h e ot h er all el e  A  w a s a b o ut 2. 0.  T h e c. 8 7 0 G all el e

cr e at e s a n o pti m al s pli c e d o n or sit e at t h e i ntr o n 4 / e x o n 5 b o u n d a r y,

r e s ulti n g i n t h e c y cli n  D 1 a tr a n s cri pt ( Fi g. 5 ).  B y c o ntr a st c. 8 7 0 A hi n-

d er s s pli ci n g, all o wi n g f or r e a d-t hr o u g h i nt o i ntr o n 4 a n d t h e pr o d u c-

ti o n of t h e v ari a nt c y cli n  D 1 b tr a n s cri pt.  Alt h o u g h c. 8 7 0 A i s p r e-

f er e nti all y a s s o ci at e d  wit h  D 1 b pr o d u cti o n, t h e  A all el e i s n ot f ull y

p e n etr a nt [ 7 5, 7 6 ] .  C y cli n  D 1 b h a s l o st it s c a p a cit y t o a s s o ci at e  wit h

C D K 4 a n d it d o e s n ot e n h a n c e p h o s p h or yl ati o n of  R b p r ot ei n [ 7 7 ] .

W hil e c y cli n  D 1 b i s a p ot e nt o n c o g e n e o p er ati n g t hr o u g h a b err a nt ki-

n a s e a cti vit y, c y cli n  D 1 a r e cr uit s  R A D 5 1 t o l o c al c hr o m ati n i n r e s p o n s e

t o  D N A d a m a g e [ 7 8 ] . I n o ur st u d y,  w e s h o w e d t h at t h e l e v el s of  D 1 a

a n d  D 1 b tr a n s cri pt s c orr el at e d  wit h t h e  G G,  G A, a n d  A A g e n ot y p e s i n

C D 1 3 8- s el e ct e d pl a s m a c ell [ 7 4 ] .  D 1 a / D 1 b tr a n s cri pt r ati o s h a v e b e e n

s h o w n t o s hift i n s o m e c a n c er s, s u g g e sti n g t h at di ff er e nti al alt er n ati v e

s pli ci n g c a n i n fl u e n c e t u m o uri g e n e si s. It i s i ntri g ui n g t h at t h e  G all el e

e n c o di n g t h e f ull l e n gt h  D 1 a  w o ul d b e a s s o ci at e d  wit h  m y el o m a, b e-

c a u s e it h a s a l o w tr a n sf or mi n g c a p a cit y c o m p ar e d t o  D 1 b [ 7 9 ] .  A s t h e

G all el e i s t h e ri s k f a ct or f or t( 1 1; 1 4) i n  m y el o m a, t h e  D 1 a p r ot ei n  m a y

pr o m ot e t h e tr a n sl o c ati o n,  w hi c h i n t ur n  w o ul d dri v e c y cli n  D 1 e x-

pr e s si o n b y t h e I g H pr o m ot er at t h e tr a n sl o c ati o n l o c u s.  D 1 a  m a y al s o

Fi g.  4. I nfl u e n c e of  mit oti c c h e c k p oi nt g e n e p ol y m or p hi s m s o n  C A s i n h e alt h y v ol u nt e er s [ 7 2 ] .  T h e c ol o ur c o d e i n di c at e s t ot al  C A ( d ar k bl u e),  C S A ( bl u e),  C T A (li g ht

bl u e), a n d  C S A  &  C T A ( bl u e gr a di e nt).  T h e arr o w s i n di c at e si g ni fi c a nt g e n e – g e n e i nt er a cti o n s.
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a ct t hr o u g h s e p ar at e p at h w a y s, pr o m oti n g c hr o m o s o m al a b err ati o n s

b e c a u s e it i s a s s o ci at e d  wit h d o u bl e- str a n d br e a k r e p air c o m pl e x e s of

R A D 5 1,  B R C A 1 a n d  B R C A 2 [ 7 8 ] .

I n  m y el o m a t h e i m m u n o gl o b uli n g e n e tr a n sl o c ati o n s ar e g e n er at e d

b y a b n or m al cl a s s s wit c h r e c o m bi n ati o n e v e nt s o c c urri n g d uri n g t h e

g er mi n al c e ntr e st a g e of  B c ell d e v el o p m e nt. S u c h a b n or m al e v e nt s ar e

u s u all y pr e s e nt i n all cl o n al  m y el o m a c ell s, a n d ar e al s o d et e ct a bl e i n

m o n o cl o n al g a m m o p at h y of u n k n o w n si g ni fi c a n c e ( M G U S), a pr e-

m ali g n a nt pr e c ur s or of  m y el o m a, a n d  A L a m yl oi d o si s [ 8 0, 8 1 ] .  N or m al

cl a s s s wit c h r e c o m bi n ati o n i n v ol v e s a r e c o g niti o n st e p a n d d o u bl e

str a n d  D N A cl e a v a g e st e p s, dri v e n b y a cti v ati o n i n d u c e d d e a mi n a s e.

T h e s e str a n d br e a k s ar e t h e n r e p air e d u si n g tr a n sl o c ati o n pr o n e p at h-

w a y s n ot i n v ol vi n g cl a s si c al n o n- h o m ol o g o u s e n d j oi ni n g ( N H E J) t h at

c a n r e s ult i n t h e f or m ati o n of r e ci pr o c al tr a n sl o c ati o n t o ot h er str a n d

b r e a k s l o c at e d el s e w h er e i n t h e g e n o m e [ 1 8 ] . C C N D 1 p ol y m or p hi s m i s

al s o a s s o ci at e d  wit h t( 1 1; 1 4) i n  M G U S a n d  A L a m yl oi d o si s, t h e  G all el e

b ei n g t h e ri s k all el e a s i n  m y el o m a [ 7 4, 8 2, 8 3 ] .  W e al s o t e st e d g e n eti c

a s s o ci ati o n s  wit h  m y el o m a tr a n sl o c ati o n s ot h er t h a n t( 1 1; 1 4), b ut n o

p o siti v e r e s ult s  w er e f o u n d.  T hi s s u g g e st s t h at t h e i m p a ct of t h e g e n o-

t y p e o n t( 1 1; 1 4) i s n ot e ntir el y t hr o u g h t h e f a cilit ati o n of err or s i n cl a s s

s wit c h r e c o m bi n ati o n, n or c a n it b e e x pl ai n e d t hr o u g h err or s i n a

g e n er al  D N A r e p air  m e c h a ni s m s.

A s t( 1 1; 1 4) i s f o u n d i n all  m a ntl e c ell l y m p h o m a s,  w e al s o t e st e d

t h e s e c ell s f or t h e  C C N D 1 p ol y m or p hi s m, a n d f o u n d n o eff e ct [ 7 4 ] .

H o w e v er, i n  m a ntl e c ell l y m p h o m a s t h e tr a n sl o c ati o n i s  m e di at e d vi a

a b n or m al  V D J r e c o m bi n ati o n at t h e I g H l o c u s.  T h e br e a k p oi nt s i n

m a ntl e c ell l y m p h o m a s ar e cl u st er e d,  w h er e a s t h e br e a k p oi nt s i n t

( 1 1; 1 4)  M M ar e h et er o g e n e o u s s p a n ni n g s e v er al h u n dr e d k b i n t h e 5 ′

r e gi o n of C C N D 1 [ 8 4 ] .  T h e a b s e n c e of a n a s s o ci ati o n i s c o n si st e nt  wit h

a di ff er e nt eti ol o gi c al b a si s f or t( 1 1; 1 4)  m y el o m a a n d  m a ntl e c ell

l y m p h o m a [ 1 8, 8 5 ] .

W e al s o t e st e d t h e p o s si bl e i m p a ct of t h e C C N D 1 g e n ot y p e o n n o n-

s p e ci fi c  C A s i n a l ar g e c o h ort of p er s o n s f or  w h o m  C A s  w er e  m e a s ur e d

[ 8 6 ] .  T h e r e s ult s f or t ot al  C A s s h o w e d a si g nifi c a nt a s s o ci ati o n  wit h t h e

A A g e n ot y p e ( O R 1. 8 5).  T h e  O R  w a s al m o st a s hi g h a s it  w a s f or t

( 1 1; 1 4) i n  m y el o m a, b ut t o o ur s ur pri s e it  w a s t o t h e o p p o sit e dir e cti o n.

A  w a s t h e ri s k all el e f or n o n- s p e ci fi c  C A s,  w hil e  G  w a s t h e ri s k all el e f or

t r a n sl o c ati o n.  H o w c a n t h e s e r e s ult s b e e x pl ai n e d t hr o u g h k n o w n

bi ol o g y of t h e s pli c e sit e v ari a nt s ?  W e c a n s p e c ul at e t h at t h er e ar e t w o

k e y  m e c h a ni s m s.  O n e i s t h at all el e  G, e n c o di n g c y cli n  D 1 a i s of or m,  m a y

f a cilit at e tr a n sl o c ati o n t hr o u g h it s  D N A d a m a g e r e s p o n s e f u n cti o n s.  T h e

ot h er i s t h at s p e ci fi cit y f or t( 1 1; 1 4), r at h er t h a n ot h er tr a n sl o c ati o n s,

m a y d e p e n d o n t h e j u xt a p o s e d C C N D 1 g e n e  w hil e i n ot h er  m y el o m a

t r a n sl o c ati o n s ot h er pr ot o- o n c o g e n e s ar e j u xt a p o s e d at t hi s l o c u s.  T h e

t r a n sf or mi n g p ot e nti al of i s of or m  D 1 b  m a y c a u s e  C A s i n d or m a nt

l y m p h o c yt e s.

T o pr o v e t h e a b o v e a s s u m pti o n  w e t e st e d t h e a s s o ci ati o n of  C A s,

C T A s, a n d  C S A s  wit h C C N D 1 c. G 8 7 0 A p ol y m or p hi s m i n a n i n d e p e n d e nt

gr o u p of 2 5 5 s p or a di c c a n c er p ati e nt s ( m ai nl y br e a st a n d c ol or e ct al)

a n d c o ntr ol s.  M o d er at el y i n cr e a s e d fr e q u e n ci e s of c hr o m o s o m al d a-

m a g e s e e m e d t o b e a s s o ci at e d  wit h c. 8 7 0 A all el e ( O R 1. 9 6 9 5 %  CI

0. 9 4 – 4. 0 6, P  = 0. 0 7 3 f or  C A s;  O R 1. 6 2 9 5 % CI 0. 9 0 – 2. 9 4, P  = 0. 2 3 1 f or

C T A s; a n d  O R 1. 5 8 9 5 %  CI 0. 7 7 – 3. 2 1 f or  C S A s, P  = 0. 2 1 0, r e s p e c-

ti v el y).  Alt h o u g h t h e d at a s h o w e d t h e s a m e t e n d e n c y a s d e s c ri b e d

a b o v e, t h e  m o d ul ati n g e ff e ct  w a s n ot st ati sti c all y si g ni fi c a nt  m ai nl y d u e

t o a l o w n u m b er of o b s er v ati o n s.

2.  C o n cl u si o n s

C ell ul ar  D N A i s c o nti n u all y att a c k e d b y n u m er o u s el e ctr o p hili c

c o m p o u n d s, g e n er at e d or d et o xi fi e d vi a  X M E s.  T h er e i s a m pl e e vi d e n c e

t h at  D N A r e p air p at h w a y s ar e cr u ci al  m e c h a ni s m s f or pr e s er vi n g of t h e

g e n o mi c a n d c hr o m o s o m al i nt e grit y.  O n e s o ur c e of v ari a bilit y i n t h e

f u n cti o n of  X M E a n d / or  D N A r e p air i s d u e t o g e n e v ari a nt s  m o d ul ati n g

a cti viti e s of t h e p arti c ul ar pr ot ei n s.  O ur r e vi e w pr o vi d e s e vi d e n c e t h at

v ari a nt s i n t h e a b o v e g e n e s  m a y  m o d ul at e t h e fr e q u e n c y of  C A s.

H o w e v er, e v e n i n t h e c o n diti o n s of a n o pti m al  D N A r e p air  m e c h a ni s m,

C A  m a y ari s e i n a c ell a s a c o n s e q u e n c e of t h e i m pr o p er  mit oti c di vi-

si o n.  V ari a nt s i n  m aj or  mit oti c c h e c k p oi nt g e n e s, T P 5 3 a n d c y cli n  D 1

r e pr e s e nti n g t h e  D N A d a m a g e r e s p o n s e p at h w a y,  m a y al s o c o ntri b ut e

t o t h e fr e q u e n c y of  C A s i n P B L s.  O ur r e s ult s s h o w t h at v ari a nt s i n g e n e s

e n c o di n g  X M E s a n d  D N A r e p air pr ot ei n s a s  w ell a s g e n e s e n c o di n g k e y

mit oti c c h e c k p oi nt pr ot ei n s i n di vi d u all y e x ert e d s m all e ff e ct s,  w hil e i n

i nt er a cti o n s  wit h e a c h ot h er t h e y  w er e a s s o ci at e d  wit h  C A f r e q u e n ci e s

i n P B L s of h e alt h y v ol u nt e er s.  O b vi o u sl y, t h e a c c u m ul ati o n of  C A s r e-

q uir e s a c o m pl e x i nt er pl a y b et w e e n g e n e s i n v ol v e d i n t h e  m ai nt e n a n c e

of g e n o mi c i nt e grit y.  H o w e v er,  m or e f u n cti o n al / m e c h a ni sti c st u di e s

s u p p orti n g t h e s e o b s er v ati o n s ar e r e q uir e d.

B y a s s a yi n g f or t h e li n k s b et w e e n g e n e v ari a nt s i n t h e  D N A d a m a g e

r e s p o n s e p at h w a y a n d  C A s i n P B L s,  w e di d n ot fi n d a n y a s s o ci ati o n  wit h

t h e c o m m o n f u n cti o n al T P 5 3 Ar g 7 2 Pr o p ol y m or p hi s m.  T h e s e d at a r e-

q uir e r at h er c a uti o u s i nt er pr et ati o n, si n c e ot h er T P 5 3 p ol y m or p hi s m s

a n d h a pl ot y p e s  w er e n ot i n v e sti g at e d.  O p p o sit e a s s o ci ati o n s  w er e o b-

t ai n e d r e g ar di n g t h e  m o d ul ati n g eff e ct of C C N D 1 s pli c e sit e p ol y-

m or p hi s m r s 9 3 4 4  G 8 7 0 A o n  C A s i n h e alt h y i n di vi d u al s a n d c a n c er

p ati e nt s c o m p ar e d t o it s a s s o ci ati o n  wit h t( 1 1, 1 4) tr a n sl o c ati o n.

F urt h er st u d y ai m e d at t h e di s cl o s ur e of t h e f u n cti o n al c o n s e q u e n c e s of

t h e C C N D 1 g e n e a n d it s v ari a nt s i n i nt er pl a y  wit h t h e  D N A d a m a g e

r e s p o n s e p at h w a y a n d  D N A r e p air o n c hr o m o s o m al i n st a bilit y d uri n g

m ali g n a nt tr a n sf or m ati o n i s  w arr a nt e d.

A n i n cr e a s e d fr e q u e n c y of  C A s h a s al s o b e e n a s s o ci at e d  wit h a d e-

cr e a s e d r el ati v e t el o m er e l e n gt h i n h e alt h y s u bj e ct s.  N ot a bl y, t hi s

Fi g.  5. C y cli n  D 1 p arti ci p ati o n i n  D S B r e p air b y bi n di n g t o  R A D 5 1 ( a  m ai n r e c o m bi n a s e i n v ol v e d i n  H R).  T h e i n d u cti o n of t h e  D N A d a m a g e r e s p o n s e i s  m e di at e d b y

c y cli n  D 1 a, a s s o ci at e d  wit h p ol y m or p hi s m r s 9 3 4 4 i n C C N D 1 ( c. 8 7 0 G all el e),  w h er e a s c y cli n  D 1 b ( c. 8 7 0 A) l a c k s t hi s a cti vit y.
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i nt er e sti n g a s s o ci ati o n  w a s n ot o b s er v e d i n p ati e nt s  wit h i n ci d e nt br e a st

a n d c ol or e ct al c a n c er s.  T h e  m e c h a ni s m s u n d erl yi n g  C A f or m ati o n i n

a s s o ci ati o n  wit h t el o m er e l e n gt h i n v ari o u s p at h ol o gi e s d e s er v e s f urt h er

att e nti o n.

I n t h e c o nt e xt of t h e eti ol o gi c al r ol e of s u b o pti m al  D N A pr o c e s s e s i n

c ar ci n o g e n e si s,  w e r e c e ntl y s u g g e st e d t h at alt er e d  D S B r e p air  m e a s ur e d

b y a s e n siti vit y t o w ar d s  m ut a g e n i n P B L o c c ur s p arti c ul arl y i n c ol or-

e ct al t u m o ur s. Irr e s p e cti v e of c a n c er t y p e, t el o m er e s h ort e ni n g i s a s-

s o ci at e d  wit h a d e cr e a s e d c a p a cit y t o r e p air  D S B.  T h er e ar e s e v er al

e m er gi n g q u e sti o n s, s u c h a s t h e r ol e of  C A s i n  m ali g n a n ci e s  wit h r e-

s p e ct t o a p arti c ul ar p h e n ot y p e a n d h et er o g e n eit y, a n d t h e f or m ati o n of

C A s d uri n g t h e pr o c e s s of  m ali g n a nt tr a n sf or m ati o n.  A d dr e s si n g t h e

a b o v e p oi nt s i s u n c o n diti o n all y r e q uir e d pri or t o a n y tr a n sl ati o n s i nt o

t h e di s e a s e pr e v e nti o n.

A c k n o wl e d g e m e nt

S u p p ort fr o m gr a nt s  N o. 1 5- 1 4 7 8 9 S ( C z e c h S ci e n c e F o u n d ati o n,

C z e c h  R e p u bli c), 1 5- 2 7 5 8 0 A ( Mi ni str y of  H e alt h,  C z e c h  R e p u bli c), a n d

g r a nt  Bi o m e di c al  C e nt er  M arti n, Sl o v a ki a, I T M S 2 6 2 2 0 2 2 0 1 8 7 ( E U

C o m mi s si o n) ar e a c k n o wl e d g e d.  T h e st u d y  w a s al s o p arti all y s u p p ort e d

b y t h e pr oj e ct s  R e s e ar c h pr o gr a m of  C h arl e s  U ni v er sit y P R O G R E S  Q 2 8

( O n c ol o g y) a n d “ C e ntr u m of cli ni c al a n d e x p eri m e nt al li v er s ur g er y ” ,

U N C E / M E D / 0 0 6, a n d b y t h e  N ati o n al S u st ai n a bilit y Pr o gr a m I ( N P U I)

N r. L O 1 5 0 3 pr o vi d e d b y t h e  Mi ni str y of E d u c ati o n  Y o ut h a n d S p ort s,

C z e c h  R e p u bli c.
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