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INLEIDING

De micronucleustest werd in menselijke biomonitoringstudies toegepast in perifeer bloed
lymfocyten, en in mindere mate in buccale of nasale epitheelcellen (voor review zie Kirsch
Volderset al., 1997, 2000; Surralles and Natargjan, 1997; Fenech, 1998; Fenech et al., 1999).
Deze assay wordt gebruikt om: (i) de mate aan genetisch schade tussen populaties
blootgesteld aan verschillende omgevings-, beroeps- en levensstijifactoren te vergelijken
(Fenech et al., 1999); (ii) de verschillen in radiosensitiviteit te evalueren tussen individu’s die
risico lopen op kanker, zowel als predictor van kankerrisico als voor de optimalisering van
radiotherapie (Scott et al., 1998; Bonass et al., 2003; Lee et al., 2003).

Een micronucleus (MN) kan ontstaan uit een aentrisch chromosoomfragment of geheel
chromosoom dat verloren gaan uit de metafaseplaat, daarom verschaft de MN assay een maat
voor zowel chromosoombreuken als chromosoomverlies. Een MN vereist dat er kerndeling
plaatsvindt na de inductie van schade en/of het falen van de celcyclus checkpoints. Hierom is
kennis van de delingskinetiek van het bestudeerde weefsel en het beperken van het scoren tot
cellen die een volledige kerndeling hebben ondergaan de eerste vereisten om de
geobserveerde MN frequenties correct te interpreteren. De relatieve eenvoudigheid van het
scoren van MN en de uitgebreide toepasbaarheid van de in vitro MN test in verschillende
celtypes maken het een aantrekkelijk eindpunt om cytogenetische abnormaliteiten te
evalueren. De beperkte kennis van de inductiemechanismen van MN en de afwezigheid van
adeguate methodes om gelijktijdig celproliferatie en MN inductie te bepalen hebben echter de
validatie van de ex vivo/in vitro vertraagd.

De ontwikkeling van de cytokinesis-block micronucleus (CBMN) methodologie door Fenech
en Morley (1986) door het toevoegen van de actine polymerisatie inhibitor cytochalasine-B
gedurende de in vitro mitose liet de identificatie toe van eenmaal gedeelde cellen als
binucleairen, en bleek een efficiénte aanpak om de mechanismen die leiden tot de inductie
van MN te bestuderen. Door het scoren van MN in cellen die sechts eenmaal deelden
(binucleairen) en optioneel in niet-gedeelde cellen (mononucleairen) loste de CBMN het
probleem op van de variatie in MN frequenties veroorzaakt door veranderingen in de
proportie aan cellen die deelden in cultuur te wijten aan suboptimale cultuur omstandigheden
of, in het geval van lymfocyten, aan verschillen in mitogene respons. Een MN in een
mononucleaire primaire lymfocyt wijst op dromosoomschade die in vivo aanwezig was
alvorens de start van de cultuur, en binucleairen kunnen zowel eerder bestaande MN bevatten
als MN gevormd tijdens de in vitro cultuur (Kirsch-Volders en Fenech, 2001).

In recente jaren hebben de programmas van het International Collaborative Project on
Micronucleus Frequency in Human Populations, ook gekend as het HUMN project
(http://www.humn.org) de ex vivol/in vitro cytokinesis-block micronucleustest gevalideerd
door het opstellen van scoringscriteria, intra- en interlaboratorium vergelijkingen van scoring
van dlides, definiéring van background frequenties van MN in controle populaties, en het
evalueren van de invloed van vele variabelen zoals leeftijd, gesdlacht en rookgedrag op MN
frequenties, gebruik makende van gegevens van verschillende laboratoria over het hele wereld
(Fenech et al., 1999, 2003a, 2003b; Bonass et al., 2001, 2003). De predictiviteit van de
CBMN assay voor het bepalen van kankerrisico is nog niet gekend, maar maakt deel uit van
de doelstellingen van het HUMN project en het momenteel lopend EU programma over
predictiviteit van cytogenetische biomerkers voor kanker (CancerRiskBiomarkers QLK4-CT-
2000-00628). Eerder werd a een poging gedaan om de predictiviteit van MN in mensdlijke
lymfocyten te bestuderen (Hagmar et al., 1994). De associatie tussen MN frequenties in
lymfocyten en algemeen kankerrisico was niet statistisch significant, in tegenstelling tot
chromosoomaberraties, die de eerste genotoxiciteitshiomerker was waarvoor een statistisch



significant verband werd aangetoond met het algemeen kankerrisico. Deze MN studie werd
echter uitgevoerd in een relatief kleine populatie, en op MN geanayseerd in lymfocyten
alvorens de cytokinesis-block assay beschikbaar was. Een ander huidig doel van het HUMN
project is om gegevens te verzamelen afkomstig van studies waarin de impact van genetische
polymorfismen en omgevingsfactoren zoals beroepsblootstelling aan carcinogenen en/of
voeding werden bestudeerd, zodat de impact van genetische en omgevingsfactoren op MN
frequenties zou kunnen verduidelijkt worden in een ‘pooled analysis'.

Het doel van deze studie was om een ‘pooled analysis uit te voeren om de predictiviteit te
bestuderen van genetische polymorfismen betrokken in metabolisatie (GSTM1, GSIT1,
GSTP1, EPHX1, CYP2E1) en DNA repair h(OGG1, XRCC1, XRCC3) voor de spontane
background frequenties aan MN in de algemene bevolking en voor MN in vivo geinduceerd
door beroepsblootstelling aan mutagenen, geanalyseerd met de CBMN assay. Deze data
zouden een wetenschappelijke basis moeten verschaffen voor de interpretatie van MN variatie
op individueel niveau gebaseerd op genetische informatie. Deze informatie zal ook nuttig zijn
voor donorselectie in in vitro genotoxiciteitsassays en voor een betere opvolging van
arbeiders blootgesteld aan mutagenen.

Aangezien acentrische chromosoomfragmenten resulterend uit dubbelstrengige breuken MN
kunnen vormen, kan men veronderstellen dat genetische polymorfismen betrokken in de
metabolisatie van pro-clastogenen tot actieve clastogenen en in de repair van enkelstrengige
en dubbelstrengige breuken zouden kunnen leiden tot verhoogde MN frequenties. Men
verwacht dat de MN frequenties resulterend uit chromosoomverlies beinvioed worden door
genetische polymorfismen die de reactiviteit van aneugenen controleren, bv. tubuline
inhibitoren, topoisomerases, cyclines, evenals genetische veranderingen die de activiteit van
celcyclus checkpoint genen zoals hCDC4 veranderen die, wanneer disfunctioneel, leiden tot
verhoogde MN fregquenties (Rajagopalan et al., 2004). Momentedl zijn deze polymorfismen
echter niet geidentificeerd, en zullen dus niet beschouwd worden in deze studie.

In deze studie verzamelden we gegevens van 861 individu's (655 mannen en 206 vrouwen),
afkomstig van 7 laboratoria in Europa. We analyseerden alle data via Poisson regressie op het
verband tussen genetische polymorfismen en MN frequenties bekomen met de ex vivo/in vitro
CBMN assay in menselijke lymfocyten. We toonden aan dat de polymorfismen voor
EPHX1™3, EPHX1™, GSTM1 en XRCC1** een significante invioed hebben op MN
frequenties in binucleaire lymfocyten.

MATERIAAL EN METHODES

Populaties, laboratoria en studies

Data werd verzameld uit zeven verschillende laboratoria in Europa, resultaten verschaffend
die reeds werden gepubliceerd (Godderis et al., 2004;_Ishikawa et al., 2003; Laffon et al.,
2002, 2003; Leopardi et al., 2003; Lucero et al., 2000; Pitarque et al., 2002; Teixeira et al.,
2004), ingediend (Aka et al., Mateuca et al.) of ongepubliceerd zijn (Migliore, persoonlijke
mededeling) (zie tabel 1). Deze data waren afkomstig uit studies van beroepsblootstelling of
in vitro blootstelling aan genotoxische agentia, en werden bekomen uit perifeer bloed
lymfocyten gebruik makende van de cytokinesis-block methodologie (Fenech en Morley,
1985). Informatie over individuele kenmerken (leeftijd, geslacht, rookgedrag, ziekte, ...),
blootstelling aan genotoxische agentia, het laboratoriumprotocol voor genotypering en de
micronucleustest, scoringscriteria en MN frequenties werden verzameld via een gedetailleerde



guestionnaire, aangepast van een in een eerdere HUMN studie gebruikte questionnaire
(Bonass et al., 2001). Alle individu’'s waren Caucasiérs. Een totaal van 662 individu’'s werd
gebruikt voor GSTM1 (457 mannen, 205 vrouwen), 660 voor GSTT1 (455 mannen, 205
vrouwen), 86 voor GSTP1'® (51 mannen, 35 vrouwen), 143 voor CYP2ELl Dral (123
mannen, 20 vrouwen), 173 voor EPHX1'® en EPHX1™° (138 mannen, 35 vrouwen), 262
voor XRCC13® (enkel mannen), 220 voor XRCC3?*-(enkel mannen), en 221 voor XRCC1'**,
XRCC1%-en hOGG1*® (enkel mannen)(zie tabel 2).

Sati stische methodes

The invloed van genotype, leeftijd, geslacht, blootstelling, rookgedrag en studie op MNCB
(de frequentie aan gemicronucleéerde cellen per 1000 binucleairen) werd bepaald door
Poisson regressie analyse. Om te standaardiseren voor interlaboratorium variatie werd een
‘mixed model’ gebruikt, met genotype, geslacht, blootstelling en rookgedrag als ‘fixed
factors', en studie als ‘random factor’. Zo wordt elke studie als een cluster beschouwd. Elke
analyse werd uitgevoerd op de gehele populaties, en de controle en blootgestelde populaties
afzonderlijk. Een frequency ratio (F.R.), het 95% betrouwbaarheidsinterval van de F.R. (C.R.)
en een p waarde werden bekomen. Voor categorische variabelen wijst deze F.R. op de
proportionele toename van de MN frequentie in de studiegroep, een F.R. van bv. 1.23
betekent dat er een toename van de MN frequentie met 23% was in deze individu's met de
vermelde paramater, in vergelijking met individu’'s in de referentiecategorie. Voor continue
variabelen betekent de F.R. een proportionele toename van de MN frequentie die te wijten is
aan een toename van één eenheid van de geévalueerde parameter, een F.R. van bv. 1.013 voor
leeftijd betekent dat er een 1.3% toename is van de MN frequentie per leeftijdgaar. De
statistische analyse werd uitgevoerd met R versie 1.9.0. (http://www.r-project.org/)

RESULTATEN

De resultaten van de Poisson logistische regressie analyse zijn samengevat in tabellen 3 en 4.
Voor elke groep studies met data over MN frequenties in verband met een gegeven genetisch
polymorfisme werden de significante predictieve parameters vermeld, met hun F.R., C.I. en p
waarde in de totale populaties, en de controle en blootgestelde populaties afzonderlijk. De
genotypefrequenties verschilden niet op significante wijze van deze voorspeld door de Hardy-
Weinberg formule (chi-kwadraat test).

Wat de controle populaties betreft was leeftijd een predictieve parameter in ale studies
gegroepeerd voor genetische polymorfismen van ale DNA repair genen, GSTM1, GSTT1 en
CYP2E1l. Gedacht beinvioedde MN frequenties in de GSTM1, GSIT1 en CYP2El
studiegroepen; vrouwen hadden hogere MN frequenties dan mannen. Rookgedrag
beinvioedde MN frequenties op significante wijze in de GSTM1, GSTT1 en EPHX1
studiegroepen. Rokers hadden lagere MN frequenties dan niet-rokers. In de EPHX1'*
studiegroep hadden ex-rokers hogere MN frequenties dan niet-rokers. We namen waar dat
individu's met het heterozygote Tyr/His EPHX1'"® genotype 24% hogere MN frequenties
hebben dan wild type Tyr/Tyr EPHX1*'2 individu's (F.R. = 1.240, C.|. 1.044-1.473, p = .014).
Individu's met het homozygote variant Arg/Arg EPHX1'3° genotype hebben 90% hogere MN
frequenties dan deze met het wild type His/His EPHX1**° genotype (F.R. = 1.904, C.I. 1.328-
2.730, p < .001).



In de blootgestelde populaties was leeftijd een predictieve paramater in alle studiegroepen
voor genen betrokken in metabolische activatie/desactivatie. Geslacht beinvioedde de MN
frequenties in de GSTT1, GSTP1, EPHX1 en CYP2EL studiegroepen, en weera hadden
vrouwen hogere MN frequenties dan mannen. Rookgedrag beinvioedde MN frequentiesin de
DNA repair genen, EPHX1 en CYP2E1 studiegroepen. In elk geval hadden rokers hogere MN
frequenties dan niet-rokers. Significantie van genetische polymorfismen werd gevonden in de
XRCC1*® en GSTM1 studiegroepen. Individu's met het Arg/GIn genotype voor XRCC13%®
hebben 26% hogere MN frequenties dan wild type Arg/Arg individu's (F.R. = 1.260, C.I.
1.033-1.536, p = .023), terwijl GSTM1 null individu's 9.4 % lagere MN frequenties hebben
dan wild type individu's (F.R. = 0.904, C.1. 0.852-0.960, p = .001).

Analyse van de totale populaties toonde aan dat blootstelling een predictieve parameter is
voor de inductie van MN (significant in alle studiegroepen) en dat leeftijd een belangrijke rol
speelt in de inductie van MN  (significant in alle studiegroepen behalve EPHX1 en GSTP1).
Rookgedrag beinvioedde ook MN frequenties in de GSTP1 en EPHX1 sudiegroepen. In de
GSTM1 en GSTT1 studiegroepen hadden blootgestelde rokers hogere MN frequenties dan
controle niet-rokers. In de EPHX1 studiegroepen hadden ex-rokers hogere MN frequenties
dan niet-rokers. Wat genetische polymorfismen betreft, bleken drie genotypes een risicofactor
voor hoge MN frequenties: het XRCC1**°Arg/GIn genotype, het GSTM1 null genotype en het
homozygoot variant EPHX1'° Arg/Arg genotype. XRCC13**Arg/GIn heterozygoten hadden
15.6% hogere MN frequenties dan wild type Arg/Arg individu's (F.R. = 1.156 (C.I. 1.003-
1.332), p=.045), en EPHX1'*® Arg/Arg variant homozygoten hadden 58.4% hogere MN
frequenties dan His/His wild type homozygoten (F.R. = 1.584 (C.l. 1.148-2.186), p=.005).
Individu's met het GSTM1 null genotype anderzijds, hadden 6% lagere MN frequenties dan
GSTM1 wild type individu’'s (F.R. = 0.940 (C.I. 0.898-0.984), p=.011).

DISCUSSIE

Het doel van onze pooled analysis was het bestuderen van de predictiviteit van genetische
polymorfismen in genen betrokken in DNA repair en metabolische activatie/desactivatie op
MN freguenties in menselijke perifeer bloed lymfocyten gemeten met de CBMN assay. De
verzamelde data werden gecombineerd in studiegroepen per %enetisch polymorfisme. We
toonden aan dat de polymorfismen voor EPHX1', EPHX1™, GSTM1 en XRCC1**° een
significante invioed hebben op MN frequenties in binucleaire lymfocyten.

De pooled anaysis wees erop dat blootstelling MN frequenties beinvioedde in dle
bestudeerde studiegroepen, waarbij blootgestelde individu's significant hogere MN
frequenties hadden dan controles. In de individuele studies namen de auteurs slechts in vijf
studies een significante toename (Aka et al., 2004; Godderis et al., 2004, Laffon et al., 2002;
Mateuca et al., 2004; Pitarque et al., 2002). Over het algemeen suggereert dit dat de
geselecteerde blootgestelde populaties blootgesteld werden aan relatief hoge niveaus aan
mutagenen, en de interactie van genotypes/fenotypes met blootstelling moeten daarom vanuit
dit perspectief beschouwd worden.

In controles werden MN frequenties beinvioed door genetische polymorfismen voor epoxide
hydrolase (EPXH1). EPHX1 katalyseert het toevoegen van een watermolecule aan een
epoxide, met vorming van een dihydrodiol als gevolg (Pavanello en Clonfero, 2000). Deze
reactie produceert metabolieten die minder reactief en meer wateroplosbaar zijn, en makkelijk
geconjugeerd en geéxcreteerd worden (Seidegard end Ekstrom, 1997). Alhoewel EPHX1
beschouwd wordt als een detoxifiérend enzym, kunnen de dihydrodiols afgeleid van



polyaromatische koolwaterstoffen (PAK’s) verder getransformeerd worden door specifieke
PA50 cytochromen tot nog reactievere dihydrodiol epoxides, die de meest mutagene en
carcinogene PAK’s metabolieten zijn. Een Tyr tot His polymorfisme in codon 113 van exon 3
reduceert de enzymatische activiteit van EPHX1, terwijl een Histot Arg polymorfisme in
codon 139 van exon 4 geassocieerd is met een verhoogde activiteit (Pavanello en Clonfero,
2000).

Ondanks het feit dat beide polymorfismen geassocieerd zijn met een verschillende EPHX1
activiteit, vonden we in de pooled analysis dat de aanwezigheid van ek variant allel His op
codon 113 op Arg op codon 139) geassocieerd zijn met verhoogde MN frequenties (tabel 3).
Een mogelijke verklaring voor deze tegenstrijdige resultaten ou kunnen zijn dat de controles
toch blootgesteld werden aan een waaier van promutagene stoffen in hun normale omgeving
(bv. Passieve blootstelling aan sigarettenrook, diesel uitlaatgassen) die efficiénter geactiveerd
worden in aanwezigheid van mutant EPHX1.

In blootgestelde individu's werden MN frequenties beinvioed door de GSTM1 en XRCC1
genotypes. Glutathion conjugatie is een belangrijke metabolische pathway voor een waaier
aan hydrofobische en electrofiele stoffen. Het zijn voornamelijk detoxificatie enzymes,
alhoewel metabolische activatieroutes waarin  GST-gemedieerde glutathion conjugatie
betrokken is beschreven werden voor bepaal de gechlorineerde substraten (Falck et al., 1999).
GSTM1 is geassocieerd met de detoxificatie van verschillende stoffen de bulky adducten
veroorzaken, zoals benzo[a]pyreen, styreen 7,8-oxide en styreen, maar vertoont geen hoge
affiniteit voor substraten die veroorzaakt worden door radicalen op lipiden of DNA (Salama
et al., 2001; Shield and Sanderson, 2001; Bernardini et al., 2002; Ketterer, 1998). In mensen
werden polymorfismen aangetoond en gekenmerkt in het klasse mu enzym GSTM1, het
klasse theta enzym GSTT1 en het klasse pi enzym GSTPL. Door een homozygote deletie (null
genotype), ontbreekt het GSTM1 gen in 40 a 50% van de bestudeerde populaties. De
afwezigheid van GSTM1 werd geassocieerd met een verhoogde susceptibiliteit voor
longkanker and andere kwaadaardige aandoeningen (Rebbeck, 1997). In onze pooled analysis
vonden we dat GSTM1 null individu's lagere MN waardes hadden dan GSTM1 wild type
individu's in de blootgestelde populatie (blootstellingen: styreen, organische solventen,
verkeersuitlaat, pesticiden) en de totale populatie (9.4% en 6% respectievelijk), maar niet in
de controles. Gelijkaardige resultaten werden bekomen in één van de studies gebruikt in de
pooled analysis, die MN bestudeerde in Italiaanse verkeersagenten (Leopardi et al., 2003). Zij
vonden een zwakke associatie tussen lagere MN frequenties en het GSTM1 null genotype (p =
.02). De auteurs verwezen rear een werk van Marcon et al. (2002), die een grotere efficiéntie
waarnamen in de repair van DNA schade geinduceerd door ioniserende stralen in individu's
deficiént voor GSTM1, en suggereerden dat dit te wijten was aan adaptieve repair activiteit.
Anderzijds vond een andere studie gebruikt in de pooled analysis hogere MN frequenties in
rokende GSTM1 null arbeiders blootgesteld aan solventen (Pitarque et al., 2002). Het aantal
individu's in de eerder vernoemde studie (192 totaal: 134 blootgesteld en 58 controles) is
echter groter dan in de andere (88 totaal: 52 blootgesteld en 36 controles). In een andere
studie op arbeiders blootgesteld aan pesticiden vonden Falck et al. (1999) dat hoge MN
frequenties geassocieerd waren met het GSTM1 wild type genotype. De individu's uit deze
studie waren dezelfde as deze bestudeerd in de ongepubliceerde data (Lucia Migliore,
persoonlijke mededeling) maar de studie door Falck et al. (1999) gebruikte de anti-BrdU
techniek voor het identificeren van eenmaa gedeelde cellen in plaats van de CBMN assay.
Geen andere studies waarvan resultaten in onze analyse werden gebruikt vonden een invloed
van het GSTM1 genotype op MN frequenties.

De repair van DNA schade is kritisch voor het overleven van een cel. Vele polymorfismen in
genen betrokken in DNA repair werden waargenomen in individuU's met DNA repair



gerelateerde ziektes, evenals in de algemene bevolking (de Boer, 2002). XRCCL1 speelt een
belangrijke rol in base excisie repair (BER). De XRCCL1 proteine complexeert met DNA
ligase 11 en DNA polymerase [3 om gaps te herstellen die tijdens BER gevormd werden. Shen
et al. (1998) identificeerden drie coderende polymorfismen in het XRCC1 gen, in codons 194
(Arg tot Trp), 280 (Arg tot His) en 399 (Arg tot GIn). In de pooled analysis vonden we dat
individu's met het Arg/GIn XRCC13%° hogere MN frequenties hadden dan wild type Arg/Arg
individu's, zowel in de totale as de blootgestelde populatie (blootstellingen: styreen,
ioniserende stralen, kobalt-bevattende stoffen). Een studie op arbeiders blootgesteld aan
styreen (Godderis et al., 2004) vond eveneens dat individu's met het Gin allel hogere MN
frequenties vertoonden in mononucleairen and binucleairen (Godderis et al., in revision). De
andere studies gebruikt in onze analyse detecteerden geen invlioed van het XRCC13% genotype
op MN frequenties.

Een verklaring voor de invioed van het polymorfisme in codon 399 zou zijn dat zijn locatie in
het PARP-bindend domein van het XRCC1 gen mogelijk het vermogen van de XRCC1
proteine om met PARP te binden beinvioedt. Op deze manier zou het polymorfisme de
efficiéntie van BER kunnen veranderen.

Natuurlijk zijn de specifieke genetische polymorfismen die MN frequenties zullen
beinvlioeden afhankelijk van het type blootstelling. De genotoxische effecten van stoffen die
niet geactiveerd/gedeactiveerd worden via GST-gemedieerde glutathion conjugatie zullen niet
beinvioed worden door het GSTM1 genotype. Zo ook is het onwaarschijnlijk dat MN
frequenties in individu's blootgesteld aan mutagenen die bv. preferentieel dubbelstrengige
breuken induceren beinvloed worden door het XRCC13%° genotype, aangezien de bijdrage van
XRCC1 tot de DSBR pathway waarschijnlijk klein is (Cadecott, 2003). Dus is het belangrijk
dat men bij het selecteren van genotypes as bijkomende informatie in studies van beroeps
/omgevingsblootstelling rekening houdt met de enzymatische stappen via dewelke het
mutagen wordt gemetaboliseerd, en de betrokken DNA repair pathways.

De observaties waargenomen in de blootgestelde populaties werden bevestigd in de totale
populaties, waar MN frequenties beinvioed werden door de GSTM1, XRCC1** en EPHX1%®
genotypes. GSTM1 null individu’'s vertoonden lichte verlaagde MN frequenties vergeleken
met GSTM1 wild type individu's, terwijl Arg/Arg EPHX1*° en Arg/GIn XRCC1**® individu's
hogere MN frequenties hadden dat homozygoot wild type individu's voor deze genotypes.

Over het algemeen komen onze resultaten betreffende leeftijd, geslacht en rookgedrag
overeen met wat gevonden kan worden in de literatuur. MN frequenties nemen toe met de
leeftijd, en vrouwen hebben hogere MN frequenties dan mannen (Fenech et al., 1994;
Bonass et al., 2001). Dit is gedeeltelijk te wijten aan de leeftijdsgebonden micronucleatie van
de X en Y chromosomen. Het X chromosoom in het bijzonder heeft de neiging achter the
blijven tijdens de vrouwelijke lymfocyt anafase, en wordt efficiénter gemicronuclegerd dan
autosomen (Norppa en Falck, 2003).

In de controles hadden huidige rokers lagere MN frequenties dan niet-rokers. Dit stemt
overeen met de resultaten van Bonass et al. (2003), die een kleine afhame aan MN
waarnamen in huidige rokers in vergelijking met niet-rokers in niet-blootgestelde individu's
(n=2674, F.R. = 0.92, C.I. 0.88-0.96). Terwijl zij ook een toename aan MN vonden in niet-
blootgestel de zware rokers (30 of meer sigaretten per dag), waren wij niet in staat dit aspect te
evalueren, aangezien informatie over dagelijkse sigaretconsumptie niet voor elke studie van
de pooled analysis beschikbaar was. Bonass et al. (2003) stelden voor dat de lagere MN
frequenties geobserveerd in de lichte-middelmatige rokers te wijten zou kunnen zijn aan
ofwel adaptieve respons, ofwel het differentieel overleven van beschadigde lymfocyten in
cultuur. In de blootgestelde populaties observeerden we echter dat rokers hogere MN



frequenties vertonen dan niet-rokers, wat zou kunnen betekenen dat het genotoxische effect
van roken duidelijker wordt wanneer DNA repair systemen in lymfocyten reeds onder druk
staan door beroepsblootstelling aan carcinogenen. Ook vonden we in de EPHX1
studiegroepen hogere MN frequenties in ex-rokers vergeleken met niet-rokers, wat suggereert
dat ex-rokers een zelf-propagerende chromosomale instabiliteit zouden kunnen hebben
ondergaan, of dat ze een minder optimaal dieet hebben in vergelijking met niet-rokers op
gebied van de micronutriénten die nodig zijn voor DNA metabolisatie en repair of anti-
oxidantia respons.

Als algemene conclusies kunnen we stellen dat  we herbevestigden dat MN een goede
biomerker is voor late genetische effecten in  beroepsblootstelling aan
mutagenen/carci no?enen, en dat we aantoonden dat de genetische polymorfismen in
EPHX1'3, EPHX1™°, GSTM1 en XRCC13%° duidelijke MN frequenties kunnen beinvloeden.
Deze genetische polymorfismen kunnen dus aangeraden worden as nuttige informatie voor
het begrijpen van onverwacht hoge MN frequenties op individueel niveau na blootstelling aan
mutagenen waarvan verwacht wordt dat hun effect afhankelijk zou kunnen zijn van deze
enzymes.



Tabel 1: Owerzicht van de studies gebruikt in de pooled analysis

n

Genotypes used in pooled

I nfluence of genotype on

Studied confounding factors

Author, year Exposure c E analysis MN frequencies Age Gender Smoking Alcohol Diet
- Higher MNCB/MNMC
- - hOGG1 codon 326 : 241

Akaet d.., 2004 ionising radiation 5 5 N in XRCC3" Thr/Met ) )

(submitted) (occupational) 317 %27 XRCCLcodons 14, 280,399, Higher MNMC n X
XRCC1® Arg/His

Co:167? Co:257? hOGG1 codon 326,
gjaé?njﬁ?e%d » 2004 C(()gca]cttljh:ido?a?)al WCCo  WC-Co  XRCCL codons 194, 280, 399, X X -
P 1172 267? XRCC3 codon 241
hOGGL1 codon 326, XRCC1 - Higher MQIQCB/M NMC
" styrene codons 194, 280, 399, XRCC3 in XRCC1™ GIn/ *
Godderisetd., 2004 (occupational) a4z 4z codon 241, EPHX1 codons - Higher MNMC in X X -
113, 139, CYP2EL Dral XRCC3** Met/ *
Ishikawaet a., 2003 422 / XRCC1 codon 399 No X X -
Laffonetal., 2002 ( Ociﬁi”;n a) 307 147 GSTM1, GSTT1 No X X -
) Higher MNCB in smoking

Pitarque et al., 2002 O(?C"’(‘:”dg:t?g’nﬁgs 367 527 GSTM1, GSTT1 exposed GSTM1 null X . ]

subjects
- trafficfumes 41? 100 ? Lower MNCB in GSTM1
L eopardi et al., 2003 (occupational) 177 347 GSTM1, GSTTL null subjects X X X
Lucero & d., 2000 pesticides (occupational) 50? 64? GSTM1, GSTT1 No X X X
GSTM1, GSTT1, GSTP1 . .
157 ’ ’ Higher MNCB in EPHX1
Laffonetal., 2003 152 / codon 105, EPHX1codons | v o ty donors X X -
113, 139
187 182 GSTM1, GSTT1, GSTPL
Teixeiraet a., 2004 styrene (occupational) 102 102 codon 105, EPHX1codons  No X - -
’ ’ 113, 139, CYP2E1 Dral
Migliore, persona - . 1772 177
communication pesticides (occupational) 167 167 GSTM1, GSTT1 / X - -




Tabel 2: Aantal (en percentage van het totaal) individu’s per genotype in de pooled analysis

Tot.

Tot.

Tot.

Tot.

Tot.

XRCC1
codon 194 codon 280 Codon 399
Arg/Arg Arg/Trp Trp/Trp Tot. Arg/Arg ArgHis HigHis Tot. Arg/Arg Arg/GIn  GIn/GIn Tot.
86 15 0 101 95 5 0 100 54 64 25 143
(38.9%) (6.8%) (45.7%)  (43.0%) (2.3%) (45.2%) (206%) (24.4%) (95%) (54.6%)
103 17 0 120 112 8 1 121 44 49 26 119
(46.6%)  (7.7%) (54.3%) (50.7%) (36%) (05%) (54.8%) (16.8%) (18.7%) (9.9%) (45.4%)
189 32 221 207 13 1 221 98 113 51 262
(85.5%) (14.5%) (100%) (93.7%) (59%) (05%) (100%) (37.4%) (43.1%) (19.5%) (100%)
XRCC3codon 241 hOGG1 codon 326
Thr/Thr Thr/Met Met/M et Tot. Ser /Ser Ser/Cys Cys/Cys Tot.
38(17.3%) 50 (22.7%) 12 (5.5%) 100 (45.5%) 64 (29.0%) 34 (15.4%) 2 (0.9%) 100 (45.2%)
53(24.1%)  102(46.4%) 15 (6.8%) 120 (54.5%) 70 (3L.7%) 48 (21.7%) 3 (1.4%) 121 (54.8%)
91 (41.4%) 102 (46.4%) 27 (12.3%) 220 (100%0) 134 (60.6%) 82 (37.1%) 5 (2.3%) 221 (100%)
GSTM1 GSTT1
WT null Tot. WT Null Tot.
144 (21.8%) 161 (24.3%) 305 (46.1%) 242 (36.7%) 63 (9.5%) 305 (46.2%)
164 (24.8%) 193 (29.2%) 357(53.9%) 294 (44.5%) 61 (9.2%) 355 (53.8%)
308 (46.5%) 354 (53.5%) 662 (100%) 536 (81.2%) 124 (18.8%0) 660 (100%0)
GSTP1 codon 105 CYP2EL1 Dral
llellle le/Val Val/Val Tot. D/D CID ciC Tot.
22 (25.6%) 34 (39.5%) 2 (2.3%) 58 (67.8%) 55 (38.5%) 16 (11.2%) 0 71 (49.7%)
17 (19.8%) 9 (10.5%) 2 (2.3%) 28 (32.6%) 54 (37.8%) 17 (11.9%) 1(0.7%) 72 (50.3%)
39 (45.3%) 43 (50,0%) 4 (4.7%) 86 (100%) 109 (76.29%) 33 (23.1%) 1(0.7%) 143 (100%)
EPHX1
codon 113 codon 139
Tyr/Tyr Tyr/His His/His Tot. HigHis HisArg Arg/Arg Tot.
49 (283%) 45 (26.0%) 7 (4.0%) 101 (58.4%) 63 (36.4%) 35 (20.2%) 3 (L.7%) 101 (58.4%)
44(254%)  21(12.1%) 7 (4.0%) 72 (41.6%) 53 (30.6%) 17 (9.8%) 2 (1.2%) 72 (41.6%)
93 (53.8%) 66 (38.2%) 14 (8.1%) 173(100%)  116(67.1%) 52 (30.1%) 5 (2.9%) 173 (100%)



Tabel 3: Statistisch significante predictieve parameter s geidentificeerd door de Poisson regressie analyse
van de studiegroepen voor DNA repair genen

Study Control population Exposed population Total population
rou
group parameter FR.(Cl) P parameter FR.(Cl) p  parameter FR.(Cl) p
hOGG1 i
n subjects 100 121 221
codon 326 !
1. age 1.026(1.012-1.040) <.001 1.smoking status® 1. age 1.013(1.005-1.020)  <.001
smoker 1.367(1.141-1.638) <.001
2. exposure 1.230(1.068-1.417) .004
status
XRCC1 .
codon1oa N subjects 101 120 221
1. age 1.025(1.012-1.039)  <.001 1. smoking status® 1. age 1.013(1.006-1.020)  <.001
smoker 1.334(1.116-1.596) .002
2. exposure 1.223(1.063-1.408) .004
status
XRCC1 .
n subjects 100 121 221
codon 280 d
1. age 1.025(1.012-1.039)  <.001 1. smoking status® 1. age 1.013(1.006-1.020)  <.001
smoker 1.342 (1.124-1.602) .001
2. exposure 1.230(1.068-1.417) .004
status
XRCC1 ;
n subjects 143 119 262
codon 399 d
1. age 1.028(1.018-1.037)  <.001 1. smoking status® 1. age 1.017(1.010-1.023)  <.001
smoker 1.373(1.148-1.643) <.001
2. exposure 1.250 (1.087-1.437) .002
status
2. genotype® 3. genotype®
Arg/GIn 1.260 (1.033-1.536) .023  Arg/GIn 1.156 (1.003-1.332) .045
XRCC3 .
codon241 subjects 100 120 220
1. age 1.025(1.011-1.040) <.001 1.smoking status® 1. age 1.013 (1.006-1.020) <.001
smoker 1.356 (1.121-1.639) <.001
2. exposure 1.232(1.069-1.419) .004
status

F.R.: frequency ratio, C.1.: 95% betrouwbaarheidsinterval van F.R., a: Referentie categorie: non-smokers, b:

Referentie genotype: Arg/Arg

10



Tabel 4: Satistisch significante predictieve parameter s geidentificeerd door de Poisson regressie analyse
van de studiegr oepen voor genen betrokken in metabolische activatie/desactivatie

Study
group

GSTM1

GSIT1

GSTP1
codon 105

EPHX1
codon 113

EPHX1
codon 139

CYP2E1
Dral

Control population

Exposed population

Total population

parameter F.R.(Cl) p parameter F.R.(Cl) p parameter F.R. (Cl) p
n subjects 305 357 662
1. age 1.013(1.009-1.017)  <.001 1.age 1.015(1.011-1.018)  <.001 1.age 1.014 (1.012-1.017)  <.001
2. smoking status® 2. genotype® 2. exposure-smoking interaction?
smoker 0.812 (0.900-1.050) <.001 null 0.904 (0.852-0.960) .001 exposed
1.278(1.159-1.410)  <.001
smokers
3. gender® 3. gender®
female 1.221(1.096-1.361)  <.001 female 1.357 (1.277-1.470)  <.001
4. genotype®
null 0.940 (0.898-0.984) 011
n subjects 305 355 660
1. age 1.013(1.009-1.017) <.001 1.age 1.014(1.011-1.018)  <.001 1.age 1.014(1.011-1.017)  <.001
2. smoking status® 2. gender® 2. exposure-smoking interaction®
smoker 0.816 (0.755-0.881) <.001 femae 1.499 (1.357-1.656) <.001 exposed 1.283(1.163-1.416) <.001
smokers
3. gender® 3. gender®
female 1.218 (1.094-1.357)  <.001 female 1.373(1.275-1.478)  <.001
n subjects 58 28 86
1. age 1.019 (1.002-1.036) .028 1. smoking status®
(the algorithm for this model failed to smoker 0.655(0.530-0.811)  <.001
converge) 2. gender®
female 2.427 (1.559-3.702) <.001 2.gender’
female 1.303 (1.077-1.576) .006
n subjects 101 72 173
1. smoking status® 1. age 1.016 (1.005-1.026) .004 1. exposre 1.436 (1.190-1.733) <.001
status
smoker 0758 (0.614-0.935) 010 5 smoki ng status® 2. smoking status®
2. genotype® smoker 1.395(1.071-1.815) .013 ex-smoker 1.358(1.012-1.822) .041
Tyr/His 1.240 (1.044-1.473) 014
3. gender®
female 1.812(1.325-2.479)  <.001
n subjects 101 72 173
1. smoking 1. age 1.016 (1.006-1.027) .003 1. exposure 1.397(1.158-1.685)  <.001
status?® status
ex-smoker 1.417 (1.035-1.939) .030 2. smoking status® 2. smoking status®
smoker 0.774 (0.631-0.950) .014 smoker 1.379(1.064-1.787) .015 ex-smoker 1.430(1.059-1.931) .020
2. genotype' 3. gender® 3. genotype'
Arg/Arg 1.904(1.328-2.730) <.001 femae 1.827 (1.364-2.446)  <.001 Arg/Arg 1.584 (1.148-2.186) .005
n subjects 71 72 143
1. age 1.020 (1.005-1.035) .008 1.age 1.017 (1.006-1.028) .003 1.age 1.014 (1.005-1.023) .002
2. genderb 2. smoking status® 2. exposure 1.432(1.186-1.730) <.001
status
female 1.663 (1.146-2.298) .006  smoker 1.411 (1.088-1.830) .009 b
3. gender
3. gender® female 2.015(1.540-2.636) <.001
female 1.824 (1.341-2.483) <.001

F.R.: frequency ratio, C.I.: 95% betrouwbaarheidsinterval van F.R., a: Referentie categorie:
non-smokers, b: Referentie categorie: males, c. Referentie genotype: wild type, d: Referentie
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categorie: non-smoking controls, e Referentie genotype: Tyr/Tyr, f: Referentie genotype:
HigHis
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