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Predictive Factors for Quality of Life among Children with Cancer in Thailand
by Busakorn Punthmatharith, Pissamai Wattanasit, Utaiwan Buddharat

Faculty of Nursing, Prince of Songkla University

Abstract The aim of this descriptive study was to identify predictive factors for quality of life (QoL)
among children with cancer, as perceived by the children and their caregivers. Purposive sampling
was used to select caregivers and school-aged children and adolescents with cancer who met the
inclusion criteria; i.e., undergoing chemotherapy at least once at the pediatric outpatient depart-
ments and pediatric wards of eight hospitals in four regions of Thailand. The sample size of each
group was 603. Data were collected from the children and their caregivers using five sets of self-
completed questionnaires: 1) Demographic and Influencing Factors, 2) Children's Self-care
Behaviors, 3) Caregivers' Caring Behaviors, 4) Perception of Quality of Life among Cancer
Children, and 5) Caregivers' Perceptions of Quality of Life of Children with Cancer. The
questionnaires were tested for content validity; for the reliability of questionnaires numbered
2-5, yielded Cronbach's alpha coefficients of 0.87, 0.85, 0.93, and 0.90, respectively. The predictive
factors were analyzed using simultaneous multiple regression analysis. The results showed
that the overall levels of perceived QoL for both children and caregivers in the four regions and
in each region were high, except for the children and caregivers in the Northeast, who perceived
them to be at a moderate level. Southern children and caregivers perceived QoL at the highest
level, while the Northeast was lowest. Approximately 17.5% of variance in QoL perceived by the
children could be explained by children's self-care behaviors, children's duration of illness, and
adequacy of caregiver income (P<0.001). About 17.6% of the variance in QoL perceived by
caregivers could be explained by caregivers' caring behaviors, family relationship, adequacy of
caregiver income, and duration of children's illness (P<0.001). Thus, to provide effective nursing
care to enhance the QoL of children with cancer, nurses should carefully consider and guide
children and their caregivers to improve and strengthen modifiable predictive factors, such as
caring behaviors and family relationship. (Thai Cancer J 2014;34:3-17)

Keywords: cancer children, caregivers, predictive factors, quality of life
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��)

��� )���(,%!�5�/F��+ (7 
��) ,%!��� +��
�??��

(4 
��) %��/�!�$��'��� �����!�(� �1� 5 �� ��' ���

1 �"1���' 
���
�( �� �����'�����'���
��� ���

 ���"	#)��  + ;3�  5  �"1���'  
���
�( �� �����'�����'���


��� ���(��"	#)�� 
���
�("	#��� �����'���* "��%'

(	���*0��1��!,  �%�'��  ���Q-���,�%�%�!,  

* ,�1%!���,'')�';�(*���1��!,  ����$0 �

+���!,  )��)��%'�!,  �#$)��0����
�+$ 
 

�!��'
���������	
�� 23#��"1���' (5-1)/3 = 1.3330

&���!��'
���!,  ���  3 �!��' ��� �#$ �� �%��

,%!)�� �"1���' 1.00-2.33, 2.34-3.67 ,%! 3.68-5.00

��(%$��'

����#��(��"	#*��* ���
�+��"���0(� &���1� ���

��
+)�'�
�(�����(� ���0�������"�����
�L�+$ 
 

3 "1�  ,%!�1� ���0��
�(�"	#��
������#��(����'

�����
�����,%!�����,%����"	#(	���)('����%����%3�

0����0(�� ��'�%1�(��
��1��+$ 
  20 ��� &���1�

)�(��!)�"G�_��% �̀�
����� '��
��,'')�';�(���"	#

2-5 �"1���' 0.87, 0.85, 0.93 ,%! 0.90 ��(%$��'
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����!���'�%5�)��-

(0�
�"��%��)�
%� ��� "�- "	#  (� 604.2/699

��!,�"�5�)��- (0�
�"��%��)�
%� ��� "�-

SUB.EC 49/400-006 �%1�(������'�% ������'�%

0��*0?1 "	# )
 0033.103/���5/ ��!,�"�5�)��-

������'�%��(�G�'�	 (0�
�"��%��(0��% �%
"	#

2549/153 �%
"	#�������/�0�) ID 04-49-35�

������'�%+�O�%����- "	#  +O.��. 4875/2549

��!,�"�5�)��- (0�
�"��%����	��*0(1 "	#  5G

0515(05)/2766 ������'�%��	�������!�� �����!0- "	#

�� 0027.102/36923 ������'�%��"G�� ��� ��/���%�

�%
"	# 131/52 ,%!(0�
�"��%��
� ,�1  %$��'"	#

4.1.05: 04/2549 �%
"	# HE 490353 ,%!&����'� �?��

*0����'
��(�%+������$ 
����������'�%"��� 8 ,01�

����1
� ��
�+��&���G�'��
��;���!)��-���
�+�� �	�,+����

���'
��(�%,�1�%1�(��
��1�� ���(	)�"G��
���1
(0���

;� ��
+�����
�+��&�� ;���%1�(��
��1���H��)G���

�
���1
(���
�+��+!&(1)1��%*�4�1�������/����'�%"	#

+!&����'+��������'�% �(�#��%1�(��
��1��&���2� *'

�� ��(�
���1
(���
�+�� ����1
� ��
�+��+3�"$������'


��(�%,%! $�) �
��(�%* ����
(

�������������������

�(�#��������
�+��&���1� �����+����+��

��!���(���+���G��(���
�+��* ( �/�-,%!&����'

� �?��*0����'
��(�%+������$ 
����������'�%,%�


���
�+��+���'�(,%!z{�������'�
'�
(
��(�%,�1����1
�

 ��
�+��23#���� ���'�%
����	�)�
�������'�%����

* ������'�% 8 ,01� +$ 
  2-3 � �1� 1 ,01� +�� �� 

����1
� ��
�+���$� � ������'
��(�%������, ! $� ���

'��
��;���!)��- 
�� �� 
�����"$
�+�� ,%!���

��"��/-)�"G�_,�1�%1�(��
��1�� *0��%1�(��
��1��&���2� 

*'�� ��(���'
��(�% ,%!,+�,'')�';�(*0��%1�(

��
��1��"	#(	���)('�����("	#�$0 � ��','')�';�(

��
�� ���0���)�(��/�-* '�����"	#�������*0�

)�(��/�-

����	�����5�����������6 	�	

���
�+��
�����!0-
��(�%)1
 '���%,%!�E++��"	#

��	#�

�����
�);���'�����,%!
�����!0-0��E++��

"$ ���������	
�������
��������(!������(�����'���


�������
�����,%!�����,%������
�);���
�����!0-���

;�;���0�,''����(��  ,%!�$0 ��!��'�
�((	

 ��)$��?"	# 0.05 �1� "$���
�����!0-0��E++��"$ ��

��(�����'���
�������
����� ���
�+��&��"�)�'
����%�

�'������ 
�����*��);��� regression �'
1�&(1(	
����%�

�'������ *�"	#
���1����*��);��� 	� &(1(	��
,���� �1�*�

"	#(	�
�()�(�� G-)�����  0.6530 (r = - 0.15 ;3� 0.27)

���
� (	��
,����  1 �1� "	#(	�
�()�(�� G-)�����  0.65

��� ����
��������'���53�/�
������ (r = 0.91) �(�#�"$

���
�����!0-������ 2 ��
,�� 	�"	%!��
,���'
1�&��

�%&(1�1����  ��� �� ���
�+��+3���+����������53�/�


��������� �0%����
,��"	#���
1�+!(	�%�1�������

�	
��������	�� 10 ��
,�� ����I�����(�����,%� ���

�
�(��	����
�����&�� �!�!�
%�����+�'��
�

���53�/�
�������,% )�(�� G���* ���'���
 ���	�
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��5
������ ����
������ ����
�������,% ,%!+$ 
 

'��� )1
 ���0��E++��"$ ����(�����'���
�������,%����

�'
1�&(1(	
����%��'������ *�"	#
���1����*��);��� 	�

&(1(	��
,���� �1�*�"	#(	�
�()�(�� G-)�����  0.6530 (r =

- 0.16 ;3� 0.25) ��� �� ��
,��"	#���
1�+!(	�%�1�

�������	
������(	 11 ��
,�� ��� �I�����(�����,%����

�
�(��	����
�����&�� )�(�� G���* ���'���


���53�/�
�������,% �!�!�
%�����+�'��
� ��5
��

���� ��5
�������,% ����
������ ����
�������,%

+$ 
 '��� ,%!���	�

�0��� 7���
�%1�(��
��1��"	#��� �����
��������(!����+��

"��� 4 ��(���� &��,�1 ���*�� ����%�� ����	)� ,%!

����0 �� (	+$ 
 "���)��  603 ��� �'
1� ��� ��5���

����%! 57.4 (	�����!0
1�� 6-18 �9 (median = 11.0 �9)

+'���53�/���� ��!;(53�/�����%! 65.4  �';��5�) �

��"G����%! 90.2 ����%	�����*�%��������,%!�����,%����

*�%�����(�#��������#(�+�'��
���� (��������%! 66.5 ,%!

69.0 ��(%$��' ��� '���� "	# 1 ,%! 2 *�%���	���� 

��� ����%! 37.5 ,%! 32.8 &(1���(	)(����* ���'���


�+�'��
���
����(!��������%! 87.4 ��'���
1�(	)�(�� G���

* ���'���
�	����%! 97.8 ���"	#������'�%1 ��'�	# ���

����%! 54.1 ��'���
1�(	)�(�� G����� �	��'���#� ,%!/

0������* �����	� ����%! 99.2 ����
���� &���	��'���#� 

,%!/0����������%! 97.0 &����'���
� �+C��
1���� (!����

�(���%���
�
����%! 57.0 �!�!�
%�"	#��
���
����(!����

����,�1 6 
� ;3� 9 �9 8 ����  (median = 1.2 �9) ,%!(	

���+1���1����/����'�%���*��'���"������%! 79.8

)$0��'�%1�(��
��1��"	#��� �����,%������
����(!����+��

"���0(� �'
1���� (��������%! 74.1 '�������%! 13.6

,%!����%	���������%! 12.3 (	�����!0
1�� 17-77 �9 (median

= 38.0 �9) +'���53�/���� ��!;(53�/�����%! 54.0

��� ��50?������%! 83.9  �';��5�) ���"G����%!

90.5 ,�1��� ����%! 85.2 (	���&�����'���
�C%	#�

�1����� �#$�
1� 5,000 '�" ����%! 43.6 (	���&��

&(1��	������'���+1��* ,�1%!���� ����%! 61.0

"$�� * '�� � �������%! 55.1 (	���	���/�����(

����%! 28.3 (	+$ 
 '��� 2 � ����%! 52.7 ��'���
1�

'����+�'��
��� ,���� �%��;3��� ,��(������%!

34.5 ,%! 31.0 ��(%$��' )1
 (����'���
1�(	

)�(�� G���* ���'���
�	����%! 94.4 ���"	#)(����

* ���'���
(	�
%�����������(0 ���� "��
� ������ 

����%! 66.2

�������	
��
�������
��������(!������(

�����'���
�������
�����,%!�����,%��������
("��� 4

��(���� �'
1���1�* �!��')�� (mean ±  SD = 3.72 ±  0.41

,%! 3.69 ±  0.40 ��(%$��') ,%!�(�#�,��* ,�1%!

��(�����'
1�(	�������	
������
(��1�* �!��')��

(mean ±  SD = 3.72 ±  0.40 ;3� 3.86 ±  0.37 ,%!

3.69 ±  0.33 ;3� 3.79 ±  0.37 ��(%$��') ���
� 

����	)� 23#�(	�������	
����1�* �!��'�� �%��

(mean ±  SD = 3.55 ±  0.43 ,%! 3.55 ±  0.41

��(%$��') ���"��������
�����,%!�����,%����+�����*��

(	�����'���
1��������	
��
�������
��������(!��������
(

)��)��* 
�!"	#�����
�����,%!�����,%����+������	)� 

(	�����'���
1��������	
��
�������
��������(!��������
(

�#$)�� (�����"	# 1)



1111111111��������	
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�
��������������������� ���!"	�� ��#$�� ����� ��	
��

���
�� ������

�������� 1 �1��C%	#� )1
 �'	#���' (���F�  ,%!�!��'�������	
��
�������
��������(!������(�����'���
��

�����
�����,%!�����,%���� ���+$, ���(����
( 4 ��(����,%!,�1%!��(����

             ��� 4 ������	 ��	
��

                  n = 603             n=160

M(SD)    �
���  M(SD)    �
���  M(SD)    �
���     M(SD)    �
���        M(SD)    �
���

�����
����� 3.72(0.41) )�� 3.86(0.37) )�� 3.72(0.40) )�� 3.55(0.43) �� �%�� 3.75(0.38) )��

�����,%���� 3.69(0.40) )�� 3.79(0.37) )�� 3.71(0.42) )�� 3.55(0.41) �� �%�� 3.69(0.33) )��

M = mean, SD = standard deviation

   �����

��������

	����������

��	����

n=166

��	�����

n=158
��	���!�

n=116

�%���53�/��E++��"$ ���������	
��
��

�����
��������(!������(�����'���
�������
����� �'
1�(	

6 ��
,��"	#(	�
�()�(�� G-"��'
�* �!��'�#$ (r =

0.09-0.32)30 ��'�������	
��
�������
��������(!����

��1��(	 ��)$��?"��);��� ��� �I�����(�����,%� ���

(r = 0.32, P<0.001) �
�(��	����
�����&�� (r = 0.20,

P<0.001) �!�!�
%�����+�'��
� (r = 0.19, P<0.001)

���53�/�
�������,% (r = 0.17, P<0.001) )�(�� G���

* ���'���
 (r = 0.09, P<0.05) ,%!���	� (r = 0.09,

P<0.05) ,%!�(�#�
�����!0-;�;���0�,''����(�� 

(N = 580) �'
1� (	��
,����	�� 3 ��
 &��,�1 �I�����(

�����,%� ��� �!�!�
%�����+�'��
� ,%!�
�(

��	����
�����&�� )�(��;�1
(�� "$ ��������

�	
��
��������
�&������%! 17.5 (F = 13.25, df = 10,

569, P<0.001) ,%!(	�1�)�(��!)�"G�_�
�(;�;��

(���F�  (beta) �"1���' 0.32, 0.19 ,%! 0.14 (t =

8.20, 4.79, 3.43; P<0.001, <0.001,<0.01) ��(%$��'

(�����"	# 2) ���)(����
�(;�;��* ���"$ ��

�������	
��
�������
��������(!���� ����������	
��


�������
��������(!������(�����'���
�������
����� =

2.70 + 0.32 (�I�����(�����,%� ���) + 0.19 (�!�!

�
%�����+�'��
�) + 0.14 (�
�(��	����
�����&��)

�������� 2 �
�()�(�� G-,%!�E++��"$ ���������	
��
�������
��������(!������(�����'���
�������
�����

���*�� simultaneous multiple regression (N = 580)

       ���"#� r Beta t        P

1. �I�����(�����,%� ��� 0.32 0.32 8.20 0.000

2. �!�!�
%�����+�'��
� 0.19 0.19 4.79 0.000

3. �
�(��	����
�����&��  0.20 0.14 3.43 0.001

R2  = 0.189, Adjusted R2  = 0.175, F (df; P) =  13.25 (10, 569; 0.000)

Beta = standardized coefficients
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�%���53�/��E++��"$ ���������	
��
�������
�����

���(!������(�����'���
�������,%���� �'
1�(	 5 ��
,��

"	#(	�
�()�(�� G-"��'
�* �!��'�#$��'�������	
��
��

�����
��������(!������(�����'���
�������,%������1��(	

 ��)$��?"��);��� ��� �I�����(�����,%���� (r = 0.30,

P<0.001) �
�(��	����
�����&�� (r = 0.23, P<0.001)

)�(�� G���* ���'���
 (r = 0.22, P<0.001)

���53�/�
�������,%���� (r = 0.19, P<0.001) ,%!

�!�!�
%�����+�'��
� (r = 0.16, P<0.001) ,%!�(�#�


�����!0-;�;���0����,''����(��  (N = 579)

�'
1�(	��
,����	�� 4 ��
 &��,�1 �I�����(�����,%����

)�(�� G���* ���'���
 �!�!�
%�����+�'��
� ,%!

�
�(��	����
�����&�� )�(��;�1
(�� "$ ��

�������	
��
�������
��������(!����&������%! 17.6

(F = 12.23, df = 11, 567, P<0.001) ,%!(	�1�

)�(��!)�"G�_�
�(;�;��(���F�  (beta) �"1���'

0.26, 0.16, 0.15 ,%! 0.15 (t = 6.52, 3.95, 3.84, 3.79;

P<0.001) ��(%$��' (�����"	# 3) ���)(����
�(

;�;��* ���"$ ���������	
��
�������
��������(!����

����������	
��
�������
��������(!������(�����'���


�������,%���� = 2.62 + 0.26 (�I�����(�����,%����)

+ 0.16 ()�(�� G���* ���'���
) + 0.15 (�!�!�
%�

����+�'��
�) + 0.15 (�
�(��	����
�����&��)

�����! �
�������	
��
�������
��������(!������(

�����'���
�������
�����,%!�����,%��������
( 4

��(���� �'
1�(	�
�()���%����� �����1�* �!��')��

)1
 �������	
��
�������
��������(!������(�����'���


�������
�����,%!�����,%����* ,�1%!��(�����'
1�(	

�������	
������
(��1�* �!��')����1 ��  23#�

)���%�����'�� 
�+��"	#�1� (�9 ���
� ����	)� 23#�

(	�������	
����1�* �!��'�� �%��"��� 2 �%1�( ���

�������	
������
(
�������
��������(!������(�����'���


�������
�����,%!�����,%����* ���*��)��)�� * 
�!"	#

�������	
������
(
�������
��������(!������(�����'���


�������
�����,%!�����,%����* ����	)� �#$)�� "��� 	�

��+� �#��+��,�1%!��(����(	�
�(,���1���� * ���#��

�������� 3 �
�()�(�� G-,%!�E++��"$ ���������	
��
�������
��������(!������(�����'���
�������,%����

���*�� simultaneous multiple regression (N = 579)

       ���"#� r Beta t        P

1. �I�����(�����,%���� 0.30 0.26 6.52 0.000

2. )�(�� G���* ���'���
 0.22 0.16 3.95 0.000

3. �!�!�
%�����+�'��
�  0.16 0.15 3.84 0.000

4. �
�(��	����
�����&�� 0.23 0.15 3.79 0.000

R2  = 0.192, Adjusted R2  = 0.176, F (df; p) =  12.23 (11, 567; 0.000)

Beta = standardized coefficients
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�(���#� 
�L G��( ����H�'��������,%�(�#��+�'��
�

,%!�5�/F��+ +3���+(	�%�1������'����������	
��"	#

,���1���� &��31 )$0��'�E++��"	#)�(��;"$ ��������

�	
��
�������
��������(!������(�����'���
��"��� 2 �%1�(

�'
1� (	��	��'���E++��"	#)�(��;�1
(�� "$ ��

�������	
��&��,%!��1�* �!��'�#$��	������%! 17.5-

17.6 ,)��
1����(	�E++����# 4"	#��+(	��"G��%�1�������

�	
��
�������
��������(!����23#�&(1&��"$���53�/�* ����� 	�

��1  �
�(���	��3 �
�(�1� %��32 �
�(���18,33 ���!
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 �)
% (polymorphism) ���%���	
������� P21 codon
31 0)� P53 codon 72 ���(
����"���4 �#�(
�����%��$� 
�� 6�!���������)
%8�6�  
�+& 9
��*��(��:�������4
�"���+& 9
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����"���4���($
� P21 codon 31 0)� P53 codon 72 gene polymorphisms  �#�(
�����%��$� 
�� 6�
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���(��
 P21 codon 31 0)� P53 codon 72 gene polymorphisms '� )$��
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"#($
 P21 codon 31 0)� P53 codon 72 gene polymorphisms ���(
����"���4 �#�(
�����%��$�
 
�� 6���������	
�� !�%"#($
;	<����� P21 Arg/Arg 0)� P53 Pro/Pro genotype ���(
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Association between P21 and P53 Gene Polymorphisms and Breast-Cancer Risk
by Danai Tiwawech1,  Arkom Chaiwerawattana2, Wanchalerm Nunvititpong2, Yaninee

Jarratwisarutporn3, Takafumi Ishida4

1Divisions of Research, 2Surgery, and 3Pathology, National Cancer Institute, Department of Medical

Services, Ministry of Public Health, Bangkok 10400, Thailand. 4Unit of Human Biology and

Genetics, Department of Biological Sciences, Graduate School of Science, University of Tokyo,

Tokyo, Japan

Abstract Breast cancer is an extremely important public-health problem, since it is the most prevalent
female cancer worldwide, including Thailand. Recently, P21 codon 31 and P53 codon 72 gene
polymorphisms have been reportedly associated with several cancers. The aim of this study was
to investigate the association between P21 codon 31 and P53 codon 72 gene polymorphisms and
breast-cancer risk among Thai women. DNA was extracted from the peripheral leukocytes of
breast-cancer patients and the control group (200 subjects per sample group), and determined for
P21 codon 31 and P53 codon 72 gene polymorphisms by real-time polymerase chain reaction (RT-
PCR). The results showed that P21 codon 31 and P53 codon 72 gene polymorphisms were associated
with increased risk of breast cancer. It was found that those with P21 Arg/Arg and P53 Pro/Pro
genotypes had a higher risk of breast cancer, with crude odds ratio (OR) = 1.96 (95% CI = 1.06-3.62)
and 1.91 (95% CI = 1.03-3.53). When analyzed with variables comprising age, smoking, alcohol
consumption, and family history of cancer, the higher adjusted OR was 2.11 (95% CI = 1.10-4.03)
and 2.05 (95% CI = 1.07-3.94), compared with those with P21 Ser/Ser and P53 Arg/Arg genotypes,
respectively. The patients with the P21 Arg/Arg and P53 Pro/Pro genotypes had a significantly
higher risk of breast cancer, with an adjusted OR = 2.53 (95% CI = 1.33-4.80). Our findings
suggest that P21 codon 31 and P53 codon 72 gene polymorphisms are associated with breast-
cancer risk and the combination of these two genetic polymorphisms increase the risk of breast
cancer. (Thai Cancer J 2014;34:18-25)

Keywords: P21 gene, P53 gene, polymorphism, breast cancer
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���?���������	
����

9%)&��(�	��?��)
���	
(�(��*8��"���"�&)�	����$�
�

��?�!�� ��8��%2�
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�C**E (cell cycle) �"��"�)
�������%��
����?���?$!�

,*��
���*"�&�,�*��2��%
�����C**E !�& cyclin-

dependent kinase �
�
�G��(�	��?�!��������,*�

��%��
����?���?$!����������8�	 �"�
�6'�A
#$)%


P21 (Waf-1) ��
�&"�&�$&�@��
����
���� cyclin kinase13

,*��
��#?���'@���� P21 �"�)
����#���E��$&"� P53

(��
��&��)����
�,$%���)����C**E(�	�&%2�"���&� G1/S

!�&���)8� P53 ��
�&"��	
�������C'������	
�"��)$���

�)
�����*L
&(��C**E!�&0%
��
� P21 �"���(�	

�C**E�&��,$%���)�&%2�"���&� G1 ����0%
��
� Bax �"�

��(�	�C**E�"�
���*
&��)���14 �
��#?���'@���� P21

,*� P53 �*���
��
�8�	��$�
��%��������
�
�G��(�	

�
����?���?$!�����C**E������9	
*������&���&%2�"�
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&�
�)%
&"��"�

�)$���)����
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�#��������

����*%��&"��	
�����������*%
)8�	,�% P53 codon 72

polymorphism C'����	
�!���"��%
�����"��" arginine

(CGC; Arg) ���� proline (CCC; Pro) ,*� P21 codon

31 polymorphism C'����	
�!���"��%
�����"��" serine

(AGC; Ser) ���� arginine (AGA; Arg)16,17 �
�0*

�
�6'�A
�
���$
�)?�&
#$)%
 P21 codon 31

polymorphism �"�)
����#���E��$�)
���"�&��%��
�

��?�!�������������� �
���*2� ����#
��
�
�

,*���	
��18-22 ,�	)%
���"�
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����)��
��"�8�%#$

�)
����#���E���)%
� P21 codon 31 polymorphism

��$�)
���"�&��%��
���?�!������������*%
)23-26

����
��"@&��#$)%
0	2�"��" Pro/Pro genotype ��� P53

codon 72 polymorphism �"�)
���"�&��%��
���?�

��������	
���
��)%
0	2�"��" Arg/Arg genotype27-29

�&%
�8����
�&���"�
�)?��&����D30-33 �"�#$)%
 P53

codon 72 polymorphism 8�%�"�)
����#���E��$�)
�

��"�&��%��
���?���������	
��

�
��
&�
�*%
������ Souto-García A

,*����34 #$)%
0	29
&9
)�����"��2$$���"�,*��" P21

Arg/Arg ,*� P53 Pro/Pro genotype �"�)
���"�&�

�%��
���?�����������#?���'@� 1.75 ��%
 (OR = 1.75;

95% CI = 1.21-2.54) ,*� 1.43 ��%
 (OR = 1.43, 95%

CI = 1.09-1.86) ��������"&$��"&$��$0	2�"��" P21 Ser/Ser

,*� P53 Arg/Arg genotype �
�*���$ ����
��"@

&��#$)%
�������0*��� P21 ,*� P53 polymorphisms

�
�)����#$�)
���"�&��%��
���?�����������#?���'@�

��
� 3.61 ��%
 (OR = 3.61, 95% CI = 1.80-7.22)
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&"��	
������� P21 ,*� P53 (P21 codon 31 ,*�

P53 codon 72 gene polymorphism) ��$�)
���"�&�

�%��
���?���������	
��(����"8�&

����	
���
�����
���	���������
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���0	2)?��&8�	����)�&%
��*��� (EDTA blood

3 ml) �
��*%��0	2�5)&��������	
��,*��*%�������?8�
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�" ,*�,&���
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(buffy coat) ����
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��������� P21 codon 31 
�� P53 codon

72 polymorphism �����
�� RT-PCR
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�6'�A
�"@�
���)�)?���
��E�	)&)?�"

RT-PCR (9	����?� TaqMan Probe ,*� specific

primers (primers ���&"� P21 codon 31 (9	 rs

1801270 �%)� primers ���&"� P53 codon 72 (9	

forward primer: 5'-ATGAAGCTCCCAGAATGC-3'

,*� reverse primer: 5'-GCGGGTGTAGGAGCT-3')

!�&�� PCR tube �"��" PCR reaction mixture 20 μl

(double distilled water 7.5 μl + assay mix reagent

10 μl + 40x ��� TaqMan Probe ,*� specific primers

0.5 μl + DNA template 2 μl) (�%(�������� StepOne

Plus (Applied Biosystems, USA) �#��� incubate �"�

95�C �
� 10 �
�" �%���
��� PCR �
���@����
�

�#?�����)� DNA !�&�
��� RT-PCR �
�!��,���

����%�8��"@ 95�C �
� 15 )?�
�" ,*� 60�C 60 )?�
�"

��
����)� 40 ��$ ,*	)�
��	)& 60�C �
� 30 )?�
�"

PCR products ��� P21 ,*� P53 gene �"�8�	�" 3

genotypes ��� wild type, variant type ,*� heterozy-

gous type (P21 Ser/Ser, P21 Arg/Arg ,*� P21 Ser/

Arg; P53 Arg/Arg, P53 Pro/Pro ,*� P53 Arg/Pro)

(��
��� RT-PCR ������@�(9	�@��"�0%
��
��*���������@�

(double distilled water) ��
� negative control
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 crude ,*� adjusted odds ratios (OR)

�)���@��%
 95% confidence interval (CI) ,*��%
 P

C'��(��
��
�%
 adjusted OR �"�
����$��),���"������

��� �
&� �
��2$$���"� �
�$�?!L������������,�*����*E

,*����)��?���$���)��
�����������*%����)�&%
�

,*�������%
 P �"� 0.05 ��
��%
��&������
��G?�?

/����� 0�6�
�
�6'�A
�"@#$�)
����#���E���)%
� P21

codon 31 ,*� P53 codon 72 gene polymorphisms

��$�)
���"�&��%��
���?���������	
�� !�&#$)%
0	2�"��"

P21 Arg/Arg ,*� P53 Pro/Pro genotype �"

�)
���"�&��%��
���?���������	
�� �"�%
 crude OR =

1.96 (95% CI = 1.06-3.62) ,*� 1.91 (95% CI =

1.03-3.53) ,*������)?���
��E�	)&�
����$��),�� �
&�

�
��2$$���"� �
�$�?!L������������,�*����*E ,*�

���)��?���$���)��
�������#$)%
8�	�%
 adjusted OR

�2��'@���
� 2.11 (95% CI = 1.10-4.03) ,*� 2.05 (95%

CI = 1.07-3.94) ��������"&$��"&$��$0	2�"��" P21 Ser/Ser

,*� P53 Arg/Arg genotypes �
�*���$ (�
�
��"� 1)

�����6'�A
0*�"���?��
� P21 codon 31 ,*� P53

codon 72 gene polymorphisms �%)����#$)%
0	2�"��"

P21 Arg/Arg ,*� P53 Pro/Pro genotype �%)����

�"�)
���"�&��%��
���?���������	
���#?���'@� !�&�"�%


adjusted OR = 2.53 (95% CI = 1.33-4.80)

��������"&$��"&$��$0	2�"��" P21 Ser/Ser ,*� P53 Arg/

Arg genotype (�
�
��"� 2)

�������� 1 �)
����#���E���)%
� P21 codon 31 ,*� P53 codon 72 gene polymorphisms ��$�)
���"�&�
�%��
���?���������	
��

Genotype �������	
��
������	 ������ Crude OR P Adjusted ORa P

 ����� (�����
)  ����� (�����
)  (95% CI)    (95% CI)

P21 codon 31

Ser/Ser   36 (18.0)   48 (24.0) 1.00 1.00

Ser/Arg 114 (57.0) 118 (59.0)    1.29 (0.78-2.13)     0.323    1.33 (0.78-2.24)       0.290

Arg/Arg   50 (25.0)   34 (17.0)    1.96 (1.06-3.62)     0.030    2.11 (1.10-4.03)       0.030

P53 codon 72

Arg/Arg   41 (20.5)   46 (23.0) 1.00 1.00

Arg/Pro 108 (54.0) 124 (62.0)    0.98 (0.60-1.60)   0.927      0.98 (0.59-1.64)       0.950

Pro/Pro   51 (25.5)   30 (15.0)    1.91 (1.03-3.53)   0.039      2.05 (1.07-3.94)       0.029

OR, odds ratio; CI, confidence interval, a  �"�
����$��),���
&� �
��2$$���"� �
�$�?!L������������

,�*����*E ,*����)��?���$���)��
�������
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�������� 2 P21 codon 31 �%)���$ P53 codon 72 gene polymorphisms ��$�)
���"�&��%��
���?�������
��	
��

Genotypes �������	
��
������	 ������ Adjusted OR P

 P21 codon 31  P53 codon 72 ����� (�����
)   ����� (�����
)   (95% CI)a

Ser/Ser   Arg/Arg            31 (15.5)              47 (23.5)   1.00

Arg/Arg+Ser/Arg   Arg/Arg+Arg/Pro           63 (31.5)              59 (29.5)        1.62 (0.91-2.88)      0.100

Arg/Arg  Pro/Pro+Arg/Pro            56 (28.0)              64 (32.0)        1.33 (0.74-2.37)      0.338

Arg/Arg  Pro/Pro            50 (25.0)              30 (15.0)        2.53 (1.33-4.80)      0.004

OR, odds ratio; CI, confidence interval, a  �"�
����$��),���
&� �
��2$$���"� �
�$�?!L������������

,�*����*E ,*����)��?���$���)��
�������

�
���� ������ �8
�
�6'�A
���@��"@,���(�	����)%
�)
�G"�(�

�
���)�#$ genotypes 9�?��%
�D��� P21 codon

31 ,*� P53 codon 72 gene polymorphism (��*%��

0	2�5)&��������	
�� �"�)
�,���%
��
��*%�������?

�&%
��"��&������
��G?�? !�&#$)%
�)
�G"���� P21

Arg/Arg ,*� P53 Pro/Pro genotype (��*%��0	2�5)&

��������	
���2��)%
�*%�������? ,*�#$)%
0	2�"��" P21

Arg/Arg ,*� P53 Pro/Pro genotype ����*%
)�"

�)
���"�&��%��
���?���������	
���#?���'@� 2.11 ,*�

2.05 ��%
 ��������"&$��"&$��$0	2�"��" P21 Ser/Ser ,*�

P53 Arg/Arg genotype (OR = 2.11, 95%CI = 1.10-

4.03 ,*� OR = 2.05, 95% CI = 1.07-3.94) �
�*���$

����
��"@&��,���(�	����)%
0*����
��" P21 codon

31 ,*� P53 codon 72 gene polymorphism �%)����

�"�)
����#���E��$�)
���"�&��%��
���?���������	
��

�
��'@��"��	)& C'��0*�"�8�	�"@����*	����$�
�6'�A
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�"@ �
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�6'�A
�	)&)?�" meta-analysis

#$)%
(�9
)�����9"&��"��" P21 Arg/Arg �"�)
���"�&�

�%��
���?���������	
���2��)%
0	2�"��" P21 Ser/Ser21,22

����
��"@&���"�
&�
�#$)%
(����"9
)������"&

�"��5�� ,*��)"��� �"��" P53 Pro/Pro genotype

�"�)
���"�&��%��
���?���������	
���2��)%
0	2�"��" P53

Arg/Arg genotype27-29 �&%
�8����
�&���"�
&�
�

�
�)?��&�"����)��
��"�8�%#$�)
����#���E���)%
�

P21 codon 31 ,*� P53 codon 72 gene polymor-

phisms ��$�)
���"�&��%��
���?���������	
��23-26,30-33

�����$�*8�,*���@�����%
�D(��
��"� P21

Arg/Arg ,*� P53 Pro/Pro genotype C'����
� SNP

(single nucleotide polymorphism) �"���?��
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�
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 P21 Arg/Arg ,*� P53 Pro/Pro genotype
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�$��#1

%�&'���# (��)*+�1

")�"#�$,,� ��������1

�"�,!�
 �.���
2

Glutathione S-transferase (GSTs) ���������	
��
��������
���������������� ���	�����!����������"�������
#���$��%�
���&�����'	$*����+�,
.���/�0����0�	+��1.%���20�.3 ���	�#4�	�*���*��5�.�����
#4&#'	�������.�����	

�����������
5�.�����	
��*�
���� Glutathione S-transferase �*0'	 pi (GSTP1) ��������*0'	��,
.5�. GSTs
�,
.���������
��0$&��#��	��	#0$��
 11 �&40�	�#4�	�*���*��5�.�����
 codon 105 (Ile105Val) &� exon 5 /*+ codon
114 (Ala114Val) &� exon 6 ��������
�.20����������#	+��1.�*��%��� �4	��;.	+��1.�2���	 ���<,�����;�,.	�
4�2='��+�.#
��>
���#4�	��	����
�+�40�.?*5�.#4�	�*���*��5�.��� GSTP1 ��&?*��.�����#*����5�.?�$�@4�
������2�4���#4�	�*���*��5�.��� GSTP1 ��?�$�@4�	+��1.�2���	���4� 30 ��� ��4�4��� polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) ?*���<,����	0�&#4�	��	����

�+�40�.#4�	�*���*�� 5�.�����.�*0�4��
2�/��0. codon 105 &� exon 5 /*+ codon 114 &� exon 6
/20�&40�#4�	�*���*��5�.��� GSTP1 Ile105Val 	�#4�	��	����
��&�+��&#4�	�'�/�.5�.��# (P = 0.04)
��������;����<,�����;�	0�&#4�	��	����
�+�40�.#4�	�*���*��5�.��� GSTP1 Ala114Val ��&?*��.
�����4����#*������?�$�@4�	+��1.�2���	 (����������	
��� 2557;34:26-33)

#���#�H: GSTP1 �������
-���
��J/�*�� #4�	�*���*����.����'���	5�.��� 	+��1.�2���	

1����������	�
���
���
���	� ������	�
���
� ������	���	
����� �������� 12000
2��������
���
� ������������	 �!�"����#
$��������� �
��#��%
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Glutathione-S-transferase P1 Gene Polymorphism at Ile105Val and Ala114Val in Patients
with Breast Cancer
by Tanett Pongteerat1, Panuka ritto1, Pimkanya Morgong1, Pensri Saelee 2

1Department of Medical Sciences, Faculty of Science, Rangsit University, Pathumthani. 2Research

Division, National Cancer Institute, Bangkok, Thailand

Abstract Glutathione S-transferase (GSTs) enzymes play an important role in detoxification by
conjugating with antioxidant substances, including carcinogens. The novel glutathione S-trans-
ferase class pi 1 (GSTP1) is a subclass of glutathione S-transferase (GSTs), a gene located on
chromosome 11, where polymorphisms were found on codon 105 (Ile105Val) of exon 5, and codon
114 (Ala114Val) of exon 6, that may indicate heightened risk of cancer, including breast cancer.
This study aimed to investigate the association of GSTP1 genetic polymorphisms with the
clinicopathological characteristics of breast cancer. The GSTP1 polymorphisms were detected
in 30 patients with breast cancer using polymerase chain reaction - restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP). The findings demonstrated no relationship between GSTP1 gene
polymorphisms on codon 105 and codon 114. However, we found a significant association between
GSTP1 Ile105Val polymorphism and aggressive histologic-disease type (P = 0.04). No relation-
ship between GSTP1 Ala114Val gene polymorphism and the clinicopathological features of the
patients was found. (Thai Cancer J 2014;34:26-33)

Keywords: GSTP1, PCR-RFLP, gene polymorphism, breast cancer
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��!��$����������3
� Ala ��
� Val ���!�*��
��B�
�

)�� GSTP1 �B��	�
���*��F�����$
)�����#<�(!�!�4

�B��	��� 
��-��$����
���������������
�)�"���6���3
�

�
�)��-
���;!�!�

3
��
�:��;
����*
��
�� *
� 
��!
��!
$

)��$�� GSTP1 ��� codon ��� 105 ��� 
�-�����8(

���� 
��-��$��*��
�������������	
��5,6 ,!�������

�*��!����
�7 ,!�� 
��!
��!
$��� codon ���

114 ��� 
�-�����8(���� 
��-��$��*��
�����������
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���8 ,�*$��#�*���
$�
�����$ ���� 
��-��$��*��
�

������������	
�� �$*
�#����
�$��#�*���
�:��;
� 
�

�!
��!
$)��$�� GSTP1 ����B,��*� Ile105Val ,!�

Ala114Val ���	��H $��������	
��������#�$ �����"�

�
� �3�$��"3���*&�:��;
� 
�-�����8()��� 
��!
��!
$

)��$�� GSTP1 ����B,��*� Ile105Val ,!� Ala114Val

���	��H $��������	
��,!��
� 
�-�����8()��� 
�

�!
��!
$)��$����"�-���B,��*�����!�
��$
8��!����

)���	��H $��6����
�)	���!+* $�$
��'(������	��H $

��������	
������
��

��36��	
���
���
��������6
������

�� �$*
���������)���	��H $��������	
��#�	

3
�����$
�
!������&F��!	
3B� � 30 �
$ ��	����"�

)	���!�
��$
8��!����)���	��H $#�	,�* �
$& )�
�

)���	�������� �
�,��*���3
$)���<!!(������-*��*��

�"B��!6�� �!�
�3&!�$
8� ��$
 ,!��!�� 3 ER ,!�

HER-2 �	 $ �8� Immunohistochemistry

������7�������	���	������
� GSTP1

�6����
 PCR-RFLP

� 
��!
��!
$)��$����"������� ' codon

��� 105 �� exon 5 ����3
��
���!��$�,�!�)����- A

#���
� G ,!� codon ��� 114 �� exon 6 3
���- C

#���
� T -
�
�M�� 3�
#�	��$�
��B PCR-RFLP

�6��
��+	������ PCR ���
����������
')��$��,!�

����!��5�'Q()�� PCR �	 $���#<�(���3B��
���6����

�
���!��$�,�!�)���� �!���#��( -B�����
��B PCR

)��$�� GSTP1 exon 5 �+	��������#������( �6� forward

primer: 5'-ACCCCAGGGCTCTATGGGAA-3' ,!�

reverse primer: 5'-TGAGGGCACAAG AAGCCCCT-

3'6 -* � GSTP1 exon 6 �6� forward primer:

5'GCAGAGGAGAATCTGGGACTCT3' ,!� reverse

primer: 5'GGCTCACACCTGTGTC CATCTG3'9

����
��-&��	
$)���F�����$
�6� 50 μl

������#��	 $ 20 pmol )��,�*!�#������(, 10x

buffer 5 μl, 1.25 mM dNTPs 8 μl, 1.5 mM MgCl
2
, 2 U

of Taq DNA polymerase (Invitrogen) ,!� ��������

100 ng �B����&'�5&�����
����������
'$��-B����

GSTP1 exon 5 ��$ initial denaturation 94o< 5 �
��,

�
��	 $)�"�����*
�^��,�*!�����������	 $

denaturation 94o< 30  ��
�� annealing ��� 60o<

30  ��
�� ,!� extension 72o< 30  ��
�� 3B� �

��"���� 30 ����
��	 $ final elongation step 72o<

5 �
�� ,!� GSTP1 exon 6 denaturation 94o< 30

 ��
�� annealing ��� 62o< 30  ��
�� ,!� extension

72o< 30  ��
�� 3B� ���"���� 30 ����
��	 $ final

elongation step 72o< 5 �
�� ��6��#�	 PCR product

,!	 �B#��� 3-���	 $�
� run �� 2% agarose gel

,!	 $	���	 $ ethidium bromide ��6���� PCR product

)�� GSTP1 exon 5 )�
� 176 bp ,!� GSTP1 exon

6 )�
� 280 bp 5
$��	,-� UV

�!��3
���"��B PCR product )�� GSTP1

exon 5 #�����	 $����#<�( BsmA1 ,!� PCR product

)�� GSTP1 exon 6 ����	 $����#<�( AciI ,!	 �B#�

run �� 2% agarose gel $	�� gel �	 $ ethidium

bromide ��6����,M���������)�
��*
�^5
$��	,-� UV
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���
��������� Glutathione-S-transferase P1 ���	
���
����� ���� �������	��� ������

��$ GSTP1 exon 5 3���,M��������� 3 ,���6�M	
��
�

wild-type homozygote 3���,M����$ )�
� 176 bp

mutant homozygote 3�����-��,M�)�
� 91 ,!�

85 bp -* � mutant heterozygote ��-
�,M�)�
�

176, 91 ,!� 85 bp -B���� GSTP1 exon 6

�����,���������� 3 ,���6� wild-type homozygote <���

PCR product 3�M������	 $����#<�(#�	3�����

-��,M�)�
� 170 ,!� 110 bp )'���� mutant

homozygote 3���,M����$  )�
� 280 bp ,!�

mutant heterozygote ��-
�,M�)�
� 280, 170 ,!�

110 bp

���������	
��
��������8 ���

�
��
� 
�-�����8(�
�-M������ *
�� 
�

�!
��!
$)��,�*!�3���#��k)��$������!�
�

�$
8��!����)���	��H $��������	
��#�	,�* �
$& )�
�

)���	�������� �
�,��*���3
$)���<!!(������-*�

�*���"B��!6�� �!�
�3&!�$
8� ��$
 ,!��!�� 3 ER

PR ,!� HER-2 �	 $ �8� immunohistochemistry

��$�+	-M��� chi-square test ���
� ����
��()	���!,!�

�B����*
 P ��� 0.05 ��
��*
��$-B����
�-M���

������ 9�:�
�!3
��
�:��;
� 
��!
��!
$)��$��

GSTP1 Ile105Val �� exon 5 ,!� Ala114Val ��

exon 6 ��$ �8� PCR-RFLP �� *
��"�-���B,��*���

� 
�M��)��� 
��!
��!
$)��$����!	���$�����6�

GSTP1 I le105Val ��!��;'���
� wild-type

(Ile105Ile) �	�$!� 81 ,!� mutant-type (Ile105Val

+ Val105Val) �	�$!� 19 )'���� GSTP1 Ala114Val

��!��;'���
� wild-type (Ala114Ala) �	�$!� 83 ,!�

mutant-type (Ala114Val) �	�$!� 17 ��6�� ����
��(�


� 
�-�����8(��� *
�� 
��!
��!
$)��$�� GSTP1

�� exon 5 ,!� exon 6 #�*��� 
�-�����8(����!*
 

���,-�����
�
���� 1 (P = 0.14) ,�*�
�:��;
��"�� *


� 
��!
��!
$)��$�� GSTP1 Ile105Val (exon 5)

+��� wild-type ��� 
�-�����8(��������� 
��&�,��

)����� (P = 0.04) ��)'����#�*��� 
�-�����8(��� *
�

� 
��!
��!
$)��$�� GSTP1 Ala114Val (exon 6)

����!�
��$
8��!����)���	��H $��������	
�� (�
�
���� 3)

�������� 1 �!�
� ����
��(� 
��!
��!
$)��$�� GSTP1 exon 5 ,!� exon 6

GSTP1 exon 5

   Ile105Ile Ile105Val + Val105Val          P

                                             ����� (���	
�)    ����� (���	
�)

 GSTP1 exon 6

  Ala114Ala 20 (87) 3 (13) 0.14

  Ala114Val 2 (50) 2 (50)
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�������� 2 �!�
� ����
��(� 
��!
��!
$)��$�� GSTP1 exon 5 ����$
8��!����)���	��H $��������	
��

Ile105Ile  Ile105Val + Val105Val

����� (���	
�)             ����� (���	
�)        P

��	
 (��)

<45 11(41) 1(4) 0.61

≥45 12(44) 3(11)

���������
����������

�������

+ 12(44) 2(8) 0.64

- 10(37) 3(11)

ER

+   7(26) 1(4) 1.00

- 15(56) 4(15)

PR

+   6(23) 3(12) 0.10

- 16(62) 1(3)

HER-2

+ 16(60) 2(8) 0.29

-   6(22) 3(11)

����!��������� (��.)

<3   7(30) 3(13) 0.61

≥3 12(52) 1(4)

"
����

#	�$%&
%�%! (grade)

I + II   7(28) 5(20) 0.04

III 10(40) 0(0)

ER = Estrogen receptor, PR = Progesterone receptor, HER = human epidermal growth factor receptor


'!*,����#	�$%&
%�%!



3131313131����
���
��������� Glutathione-S-transferase P1 ���	
���
����� ���� �������	��� ������

�������� 3 �!�
� ����
��(� 
��!
��!
$)��$�� GSTP1 exon 6 ����$
8��!����)���	��H $��������	
��

Ala114Ala        Ala114Val

����� (���	
�)           ����� (���	
�)        P

��	
 (��)

<45 11(38) 1(3) 0.47

≥45 14(48) 3(10)

���������
����������

�������

+ 12(44) 3(11) 0.62

- 11(41) 1(4)

ER

+   9(31) 2(7) 0.62

- 15(52) 3(10)

PR

+   9(31) 3(10) 0.33

- 15(52) 2(7)

HER-2

+ 16(55) 3(10) 0.34

-   8(28) 2(7)

����!��������� (��.)

<3 11(52) 2(10) 0.24

≥3   8(38) 0(0)

"
����

#	�$%&
%�%! (grade)

I + II   9(41) 2(9) 1.00

III   9(41) 2(9)

ER = Estrogen receptor, PR = Progesterone receptor, HER = human epidermal growth factor receptor


'!*,����#	�$%&
%�%!

��7��� ��	
3� ��
���#<�( glutathione S-transferase (GSTs)

��
����#<�(��� ����$ )	��������
��!�<���
��	
�

biotransformation10 <�����
����� ��
��
�������

-�����+� �����3���!��$�,�!�����-�	
�,!��&'-������
�

!�!
$)��-
������
�-
���;��6�-
�����*
��
$#�*

�	���
���	�!
$��
�-
��������;�	�$!�,!���� 
�

-
�
�M���
�!�!
$#�	��)�"� GSTs ����&;$(,�*���
�
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�!
$�!*&�,!�������
�:��;
����
����-&�#�	,�* �!*&�

GST M1, P1 ,!� T1 <������
�:��;
���"���"#�	:��;


� 
��!
��!
$)��$�� GSTP1 ��� exon 5 ,!� exon 6

3
�)	���!�
$�
� �3�$�*����	
��"����$ ���$�� GSTP1

�� *
� 
��!
��!
$)��$����"����B,��*� exon 5

(Ile105Val) ��� 
�-�����8(���� 
��-��$��*��
�����

��������	
��11 ,!�����������6������!
$+���12,13

-* �� 
��!
��!
$)�� GSTP1 ��� exon 6 (Ala114

Val) �� *
����$ )	������
��������������14  ,�*#�*�� *


��� 
�-�����8(����
�������������	
��

3
��!�
�:��;
��" #�*��� 
�-�����8(

��� *
�� 
��!
��!
$)��$�� GSTP1 ����B,��*�

Ile105Val ��� Ala114Val ���	��H $��������	
��)��

����#�$ ,�*��6���
� 
�-�����8(��� *
�� 
�

�!
��!
$)��$������$
8�-5
�)���	��H $������

��	
��#�	,�* �
$& )�
�)���	�������� �
�,��*���3
$

)���<!!(������-*��*���"B��!6�� ER PR HER-2 ,!�

�!�
�3&!�$
8� ��$
 �� *
 GSTP1 +��� wild-type

(Ile105Ile) -�����8(��������� 
��&�,��)�����

<���-���!	������!�
�:��;
�*����	
��"���	��H $������

!B�-	,!����������#)*15,16 <����
$�
� *
�	��H $����� GSTP1

+��� wild-type (Ile105Ile) ��� 
�-�����8(��������

� 
��&�,��)�����,!�����
�
��$*����)���	��H $

!�!� ��"���"�
3��6���3
����#<�( GSTP1 ����	
������
�

�B3��-
���;,!�-���,�!��!����� �)	
-*��*
��
$

-*��!��	�	��H $�6"��*�$
�����B�������+	���;


��$-�&��!�
�:��;
�� *
� 
��!
��!
$

)��$�� GSTP1 �� exon 5 +��� wild-type (Ile105Ile)

��� 
�-�����8(��������� 
��&�,��)����������	
��

�$*
�#����
��
$�
���"��
����$��
�:��;
��6"���	���*
��"�

3B��
��	�����
������3B� ��� �$*
��	��H $�
�)�"�

�!��3��	������
��
����+��)���	��H $��6����	#�	

)	���!���3���
�����$+�(�
�)�"����
�+* $�$
��'(���

�	��H $��������	
���*�#�

���������	�
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'���( ������1

���*����&" ��
��	�+�2

�%*����
" �����
���(�
2


��
�!� ,+-�	������"3

���
���
" .��*��%��(�
4*

�������� (Azadirachta indica A. Juss) �	
��
������������������������	��������!"�#�����$%�����&�'*�����
%�������
����+*�	,�#�
����+%�-
�/�#������!���� ����"�0���
�#�����1
%$&	���#�2��������3�%�13����*/�#
�����
�����������1�������* (MENF) %4�����
��
�#���+�4#%
1+*��4#��������%��+���������!�����!**2
����5#��64�#	�� (HSC-4 cell) �!**2����5#�%���� (MCF-7 cell) +*��!**2����5#*:����-;4 (SW-480 cell)
���%�13����*����
��
�#/�# MENF ��641#�1���/��/�� 0 - 1000 �������
�%4���**�*�%� %4�����3��;�%���%/�#
�!**2����5#��1�1�?� MTT +*�������*/�# MENF %4����%��/�#�!**21������-2��1��*��#3&*�����2+���6�+�# +*�
real time-PCR �*����"�0���14��!**2����5# HSC-4, MCF-7 +*� SW-480 ������3��;�%���%*�*#�	
�*:�
�
����������*���#�	
��1*� 24 6
�1��#�41��
� MENF ������1���/��/�������/"����4�#���
��:�
; ������4��1���/��/��/�#
MENF ��������$�
��
�#����3��;�%���%/�#�!**2*#��"�#-�"�#-����4� IC

50
 ��4��
� 220, 500 +*� 250 �������
�%4�

��**�*�%� %��*:�
� +*������%�13�������%��*��#3&*�����2��14��!**2����5#�&�6�����*
�0G��'	�4�#�*����/"��+*�
�';�����1�������$������"�������������1��6�������*���#������	����������
��*4&��1��&� +*�����"�0�����6�������
�����1/��#�
��������!�� ���+�4 +���	� 3 +���	� 7 +���	� 8 +*� +���	� 9 �����%�13����1�������$/�#�����
�
MENF ������-����1�:���%��+���������!��/�#�!**2����5# ��14������
� MENF ���%�&����%��+���������!��
�����	����G���+��#���/�#���+���	������/"�����!**2����5#���������
�#���6��� 3���*�����*�#�
#�*4�1+��#�-�
�-5�14������
�3���������� MENF ���
����������	,�#�
�����5# ���3�-�&�����3��;�%���%+*��-����1�:�-�
�!**2����5#/�#��&0�2%��+���������!�� �
#�
���*��������O�?�Q/�#�����
� MENF 3"#�	
����#����4����3�����
�"�0�%4����������
��
����������	,�#�
��������5#/�#�����
�3���������� (����������	
��� 2557;34:34-41)

�:�:�
;: �������� ���+�4#%
1 ���%��+���������!�� �!**2����5# ����!�2+���	�

1�������	

��
�������������� ���
��
���
����� ������ 2���
������
��
����!�"�������
	�	
#��!�$%���� �������	 3��$��%��
�&�
 �������"��'%!�$%����
4#��
����	

��
��$(%��� �)"����!��
������ ���
��
���
����� ���%���*

*Corresponding author
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Methanolic Neem (Azadirachta indica A. Juss) Flower Extract Inhibits Cell Proliferation and
Induces Apoptosis in Selected Human Cancer Cell Lines
by Pirut Tong-ngam1,  Sittiruk Roytrakul2,  Suthathip Kittisenachai2,  Piengchai

Kupradinun3,  Hathaitip Sritanaudomchai4

1Institute of Molecular Biosciences, Mahidol University, Nakhon Pathom, 2National Center for

Genetic Engineering and Biotechnology, Pathumthani, 3Research Division, National Cancer

Institute,  4Department of Oral Biology, Faculty of Dentistry, Mahidol University, Bangkok

Abstract Neem flowers (Azadirachta indica A. Juss) are a common vegetable consumed in Thailand
with antioxidant, anti-inflammatory, and anticlastogenic properties. This study was designed to
investigate the effects of methanolic extract of neem flowers (MENF) on anti-proliferation and
pro-apoptosis in oral cancer cell (HSC-4), breast cancer cells (MCF-7), and colon cancer cells
(SW-480). The MTT assay was used to determine the inhibitory effects of a range of MENF
concentrations (0 - 1000 μμμμμg/ml) on cancer-cell growth. In addition, the effect of MENF on cell
death was analyzed by light microscopy and real time-PCR. MENF treatment of HSC-4, MCF-7,
and SW-480 cancer cells, resulted in a significantly dose-dependent growth inhibition, with
medium cytotoxic concentration (IC50) after 24-hour treatment of about 215, 500, and 250 μμμμμg/ml,
respectively. Under a microscope, all cancer cell lines had more rounded morphologies and lost
their ability to adhere to surfaces compared with the untreated control groups. Furthermore, the
apoptosis-associated genes caspase-3, caspase-7, caspase-8, and caspase-9, were used as markers
to examine the apoptosis-inducing capacity of MENF. We found MENF induced apoptosis, evidenced
by increased caspase expression in selected cancer cells. Together, these results indicate that the
chemopreventive effects of MENF may be mediated by growth suppression and induce apoptotic
cell death among human cancer cells. Further investigations of the mechanism of action of
MENF are warranted in evaluating the potential usefulness of this herbal as a chemopreventive
agent. (Thai Cancer J 2014;34:34-41)

Keywords: neem flower, proliferation, apoptosis, cancer cell, caspase
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��������������������	

�������� ���!�"���������#�$%"����$��&��'%���()���

���	��'�*&+
,$������	���$���
-�� 13.7 �&���� ���

����#�$%"
-�� 7.6 �&���� !	�/���!���������������/

$0�2�
- '.4. 2573 9���*&+����#�$%"9�������)���$���:(	


����� 17 �&���� ��	��)����
;!	��������%����

�����	9(	�
���%�	�<���!�0�	�%�	 �����4(�=�$%9��'�$0�


������&!��� 40 �!	��������	��)	����#@�!$0������:


;!	���A�&1 �����	�
����0�������������$�&!	�������9�%��!	

�B��/���*%�
�"%����������0	"�$����9�%�!�0�	�$����

A�0A�& ��@�!�0�	���A�&������'%=��@!����0!�����	9��0	*�

2�&��A�����$�������"���!	�B��/���!�'!'��B%�

���	��@!����A
�
������"��!	�����%���������	2

!�'!'��B%��
������$����"���!	�B��/���:+��
�����

A$&B(�	�����$�&!	���#���!	
C%�%�%����	#�$���� �!�AB�/���

�<���2���A����"���!	�B��/���!�'!'��B%�

�@!�!�AB�/����
� (caspase) ������	!!��!	���

����
�����'%���()�9��0	*�2�&�B��/�����
�0!��
�"��

�'@�!A
���"&������$����!�'!'��B%� (pro-apoptosis)

�<2�&�B��/"������()�3 9��*����4(�=����*0����

'�$0���������4���G�'2����
;!	�����@!"&�������%�
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��������	 (chemopreventive agents) ����#�%�

�����:������$�<2�&��%�����$����"���!	�B��/

���!�'!'��B%�4



99����
����4A��A�&�����4(�=�!�0�	

�$&�	�$�	:(	4���G�'�!	����������9��*�����*�A�&

'@)��&��2����
;!	��������%���������	 ������
��'@#

����A'� ��#@�!��	$%���4��"�/$0� !�B��%���"� !%��%��

(Azadirachta indica A. Juss) B(�	9��!�0+2�$	4/������B�!�)

(Meliaceae) '�2��:��!�B������!I�%�� �������

�������"%�
����2#&
����#�/A�&��)	�!� 2� *� �&��

��	 ��0� ��� ����
�@!���� ����K'���!������B(�	

�
������%����%�G�2�
����4A�������"&��!���+�!%���

"&�����!�������������)	G�$����/��%��$���������

�!	������B�5,6 �!�9����)'�$0��������9���!�

����������:�����)	�����%������	�"&���2���+��$

�'4�������A�&�������0!�����	 DMBA (9,10-dimethylbenz

(a) anthracene) ��������)	�����%������	"��2���+��$

�'4*&+���A�&������'%= aflatoxin B17 �<�������4(�=�

���)	��)��$�":�
���	�/�'@�!���!�*��!	�������9��

�!�������&$�"�$�<����������!� (MENF) "0!

����9�%��"%��"�!	�B��/�����	2�#0!	
�� (HSC-4

cell) �B��/�����	�"&��� (MCF-7 cell) ����B��/�����	

�<A�&2��0 (SW480 cell) �!	���=�/ "�!�9�4(�=�:(	

�+
������������$�<���"���!	�B��/�����	���


����%�*�������	!!��!	�������
� (caspase)

B(�	2�&�!�AB�/�<�����������$�&!	�������$����"��

���!�'!'��B%�

���	
��
�������
������
�������������
����	���������	

MENF

����'�����)�	�B��/�����	2�#0!	
�� (HSC-4)

�B��/�����	�"&��� (MCF-7) ����B��/�����	�<A�&2��0

(SW480) �!	���=�/2#&!�������
���!��&$� high

glucose Dulbecco's Modified Eagle's Medium

(DMEM; GIBCO) *����� 10% fetal bovine serum

(FBS; Sigma) ��� 100 U/ml penicillin/streptomy-

cin (Gibco) ��&$�<A
�'��G��2"&"&+�0��#@)!���!���G+�%

37 jB ������/�!�A�!!�AB�/ 5%

����������9���!�������&$������!�

(MENF) 2#&$%������$������4(�=��0!���&���)�!	�+


���%����/������8 �����*	�!	������� MENF

�&$� dimethylsulfoxide (DMSO; Sigma) ������$��

��&��&�����&��2�������!���0���� 0.1% DMSO

��@�!�B��/�9�%��"%��"�"������B��/9�����9��G�#��

�'�����)�	���2#&�!�AB�/ trypsin-EDTA (Gibco)

����<���'�����)�	2�9���'�����)�	���� 96 well

plate (Nunc), 6 well plate (Nunc) ��� flask (Nunc)

���� 75 ml �'@�!���!������#�$%"�!��!	�B��/

����
������
�	�+
�0�	�!	�B��/2#&��&!	9�����4�/���

2#&��	#�%���$���� (Nikon) ���������	!!��!	���

��������$�&!	�������$����!�'!'��B%� ���4(�=���)

��0	�B��/�����	��)	���#�%�!!��
�� 3 ��0�� �@! ��0�����

1 �'�����)�	2�!�������)�	�B��/!�0�	����$ (��0��

�$����) ��0����� 2 ���)�	2�!�������)�	�B��/���*�����

0.1% DMSO (��0���$����"�$�<�����) �����0�����

3 �'�����)�	2�!�������)�	�B��/���*�������� MENF
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 ������

����$����&��&� 0 - 1000 A��������"0!�%��%�%"� (��0��

���!�) ����'�����)�	2#&�$����� 24 #��$��	

���	9����)�*&+$%9���<�B��/A
4(�=��������"%"0�	{"0!A


���� 0��������	�
���
��
��������
�
���

MTT assay

$%�������%���&$��<�B��/�����	����'�����)�	�� 96

well plate ���&�	�&$� phosphate-buffered saline

(PBS) ���	9����)��"%� 100 A�����%"��!	��������

MTT(3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5- diphenylte-

trazolium  bromide; Sigma) ������$����&��&���0����

0.5 �%��%����"0!�%��%�%"� �0���� 37 jB �
���$�� 2 #��$��	

�<"��!����0$	�����%��()���������&$� 100 A�����%"�

�!	 DMSO ���!���G+�%�&!	�
���$�� 30 ����

9����)��<���������������%��()�A
$���0�����+���@���	

����$����$��@�� 570 ������"� �<�0��+���@���	���

A�&���<�$��
��!�"���0$������#�$%"�!��!	�B��/�����	

���� 0��������������������� 5����
����
�

����������  !	��"�	���#$
��$ 

���4(�=��<�������'�����)�	�B��/�����	

�� 6 well plate 2�!�����'�����)�	�B��/ (DMEM

*����� 10% FBS ��� 100 U/ml penicillin/strepto-

mycin) ���2�!�����'�����)�	�B��/*������������

MENF G��2"&"&+�0��#@)!���!���G+�% 37 jB ������/�!�-

A�!!�AB�/ 5% �
���$�� 24 #��$��	 ���	9����)�"%�"��

���"�$9�!�����
������
�	�+
�0�	�!	�B��/�&$�

��&!	9�����4�/���2#&��	#�%���$�������:0������(�

G�'����A$&

���� 0����������  
%&
&'���"��
�


����6����������'� 5&
����
��"�  �����(���

(real time-PCR)

*&+$%9���<�B��/����'�����)�	2� 75 cm2 flask

������!��/�!���!�&$� Trizol reagent (Invitrogen)

�<!��/�!���!�������A�&����&�	������!���!�0+�� (cDNA)

�&$�#�� Superscript III first-strand synthesis system

for RT-PCR (Invitrogen) ���	9����)��<
~%�%�%���+��B0

'!�%��!������2#&A'���!�/ (primer) ���9<�'��"0!���

����
� 3 ����
� 7 ����
� 8 ��� ����
� 9

�&$����@�!	 LightCycler® ��&$
���$�*��&!�+����A�&

����
����������������$���� (glyceraldehyde 3-

phosphate dehydrogenase: GAPDH) �&$��
�����

�!�'%$�"!�/�!	���@�!	 iCycler detection system

(Bio-Rad)

:����� 0���
�B��/�����	2�#0!	
�� HSC-4 �B��/�����	

�"&��� MCF-7 ����B��/�����	�<A�&2��0 SW-480

��@�!�'�����)�	2�!�������)�	�B��/!�0�	����$��@!2�

!�������)�	�B��/*����� 0.1% DMSO A�0�0	*�

�����2�{"0!����9�%��"%��"�!	�B��/�����	��)	���#�%�

�"0�B��/�����	��)	���#�%���@�!�'�����)�	�0$�����������

MENF ����$����&��&� 0 - 1000 A��������"0!�%��%�%"�

�
���$�� 24 #��$��	 '�$0��B��/�����	2�#0!	
�� HSC-4

��!�"������!�#�$%"�!	�B��/���	!�0�	"0!��@�!	!�0�	

������<�����@�!�'�����)�	2� MENF ������$����&��&�

�+	�()� ���A�0'������#�$%"�!��!	�B��/ HSC-4

2�!�����'�����)�	������$����&��&��!	 MENF "�)	�"0



3838383838 ����������	
��� ����� 34 ��	���� 1 
��
�
-
��
�
 2557

������ 1 �������	
����
��
���������	
���
��������
����������	������
�
��
������������	�����
�
����������� ��!���� (MENF) #����������$	
#����	%�� HSC-4 ���������$	������ MCF-7
������������$	�&'��#�*� SW-480 +� ��
�� IC

50

�!���
� 220, 500 ��� 250 '�+
���
�������������
����&�
�

������ 2 ���	�
�./�!�	�� 1����	���������$	#�
���	%�� (HSC-4 cell) ���������$	������ (MCF-
7 cell) ������������$	�&'��#�*� (SW-480 cell)
��
	�������3 	#������ �%6����� 24 �
9�+�	
���:�
��
:��%6����������$	!�9�������3 	#������
���3 	������ ��	��� � ��;�#���������3 	�����!�9
<���
� 0.1% DMSO ���:�!�����%6����:�!�9
�������3 	#���������3 	�����!�9<���
���� MENF
(�&�
	� �  X10)

���������	
��
�����
������������������

������������������ MENF �������������!��
��
�

���������"������#$$%����&�'����(�()�#
�

�
�����"���������'����������������������
��

��
'�* '���+� 3 '���+� 7 '���+� 8 '$�'���+� 9

�
��+,
�
�
��$��)#*(�$
������'������$���%)���-
���

elongation factor 1 alpha (housekeeping gene)

�+0�"������2�+�
��4��
��"
�������%����������*������

�2��$*2������$�� �����-��
"����#$$%����&���-*��+��

HSC-4 ����(���$�����*����� MENF $�$�����$
�����

���'�������������:��������'���+� 3 '���+� 7

500 - 1000 ��)������"*��
$$
$
"� (��+��� 1) �!����

�#$$%����&��"
��� MCF-7 '$��#$$%����&�$!��
��=*

SW-480 ��
	$�-*����������#$$%����&���-*��+�� �>�

�������������'�*�"������#$$% )�����!����#$$%����&�

$�$�"*���>����+0�+?
@��	�	�����������
��
����

������� MENF ����(
������:�� (��+��� 1) ��������$��

����$*����
�*��������������+�
��4 MENF ���

�������������
=�"
�)"����#$$%����&�$���:����:�� ��>�

�*� IC
50

 ����#$$% HSC-4 �#$$% MCF-7 '$��#$$%  SW-

������ 3 �������	%����/������	�����	 ��!�9
���9 ����	�
������������ ��������+!���
(�
��%� 3 �
��%� 7 �
��%� 8 ����
��%� 9)
���
�������� ����%B����� ��G�+���������������
��� �'!�� 1� ��
	�������3 	���������$	#����	%��
HSC-4 �����
���������3 	������ ��	��� �
(DMEM) ��;�#���������3 	�����!�9<���
�
�
�!&����  0.1% DMSO (DMSO) ��;�#�
��������3 	�����!�9<���
������
���������
��� ��!����(MENF) �%6����� 24 �
9�+�	

480 ��*���� 220, 500 '$� 250 ��)������"*� �
$$
$
"�

"��$!��� (��+��� 1)

	$���D:�G�$��G4���+�*��������@�(

�#$$%����&��������-�
�@���"
�$
���2$���D�% ��>��

�+�������������$*2�����2� (��*��#$$%����&����

�(���$�����*������������ MENF ���������
��
� IC
50

����#$$%����&�'"*$�-�
� �������"�� $��G4���+�*��

������@�(�$�����:��'$��������=��������������

������:�������(>��	
�@�-���(���$�����(
���:������
��

���'�������+��� 2
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 ������

������ 4 �������	%����/������	�����	 ���
��%� 3
�
��%� 7 �
��%� 8 ����
��%� 9 1� ��
	
�������3 	���������$	������ MCF-7 �����
������
���3 	������ ��	��� � (DMEM) ��;�#���������3 	
�����!�9<���
��
�!&����  0.1% DMSO (DMSO)
��;�#���������3 	�����!�9<���
������
����
�������� ��!���� (MENF) �%6����� 24 �
9�+�	

'$�'���+� 9 ���4�������'������������'���+� 8

$�$���>���+�������������#$$%���$*2�����2�'$���

�$*2�����2�"���!$�$�� DMSO )�����$*2��#$$%

HSC-4 ����(���$������"���!$�$�� 0.1% DMSO

��*(����'������������'���+� 7 '$�'���+� 9

���'�������+��� 3 �#$$%����&��"
��� MCF-7 ����(���$����

�*����� MENF �����'��������� �(
���:��������

'���+� 3 '���+� 8 '$�'���+� 9 ��>���+���������

����$*2�����2� '"*��*(�+�
��4���%��������'���+� 7

���$*2������ ���'�������+��� 4 �!�������'������

������'���+����#$$%����&�$!��
��=* SW480

(��*��$*2�����������'����������(
���:��������

'���+� 3 '���+� 7 '$�'���+� 8 ��*�������>��

�+�������������#$$%���$*2�����2� ���'�������+��� 5

���	$���D:�G��������'�����
��&��*�����������

���������
��"���!$�$��������$�������������

������
=�"
�)"����#$$%����&��������-�
� '$������

��������!���"���
����������(�()�#
� �������

���������:��+0�����*����������������!���-
�+0�

��2��(������D���@�(�����+P�����)������&�"*��+

������ 5 �������	%����/������	�����	 ���
��%� 3
�
��%� 7 �
��%� 8 ����
��%� 9 1� ��
	
�������3 	���������$	�&'��#�*� SW-480 �����
�
��������3 	������ ��	��� � (DMEM) ��;�#�
��������3 	�����!�9<���
��
�!&����  0.1%
DMSO (DMSO)��;�#���������3 	�����!�9<���
�
�����
������������ ��!���� (MENF)
�%6����� 24 �
9�+�	

�����; ���
��
�
���+P�������>����$�����������"*������
�

)������&�)���-
�������#:��������+0�������������%

��>�������������
��:�����"��Q���-�"
 ������������

�24����"
+P�����)������&�������*� chemopreven-

tive agent ��+R��2�����������$��-�
����24����"
 ��

���+P�������>�������������
�)������&���
��������"�%

��$��'$�����2G�% ������D:�G����������� (��*����

����������������
��������$��D���@�(�����

���������>��!$���#$$%����&���-*��+�� (HSC-4 cell)

�#$$%����&��"
��� (MCF-7 cell) '$��#$$%����&�

$!��
��=* (SW-480 cell) �����2G�%)��	*��

���������"��'����(�()�#
� �������������

������
��������$���������
��
��(
���:���!��
�#$$%

����&�����!$������:���$
������������-�
��>��T9-12

�������������������!��
�#$$%����&��������-�
�
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��$��G4���+�*��������@�(�+$����'+$���*��-�����

�>��#$$%��$��G4���"��'$�'"�����+0���+�*���$�

�����>������������$�����)+�"���#)"����$"��

(cytoskeleton) )������#�%'���+�13 ������������(��*�

��������������������������!��
��
����������"��

����#$$%����&�'����(�()�#
�#:��������#�%�������
��

����!��=�>� ����#�%'���+� '���+��+0�����#�%�*��

)+�"��-�
� cysteine proteases ��>���#$$%��
����
����
�

���@����� ����#�%'���+���������"
2���
�!

��
����������$��)+�"�� ��>���
���������� pro-

teolysis14,15 #:������$
�����	$���D:�G�����������

���'������������'���+� 3 '���+� 7 '���+�

8 '$� '���+� 9 �(
���:���$������#$$%����&���

-*��+�� HSC-4 �#$$%����&��"
��� MCF-7 '$��#$$%

����&�$!��
��=* SW480 ����(���$�������������

����������� �����D:�G��!������'�����
��&��*�

�����������
���(�()�#
����#$$%����&�+������
��

2 �
���$�� ��
'�* �$�������
����������"
2�@������#$$%

(extrinsic pathway ��>� death receptor pathway)

'$��$�������
����@�����#$$%��� (intrinsic path-

way ��>� mitochondrial pathway)16,17 )���$�����

��
����������"
2�@������#$$%��
��"
������==�4

���"��@����� (death signal) ����!�(�����

)+�"��"����� (receptor) �*�	$��
����#�%'���+� 8

������"
2���
�+$������+�*���$���+0�����#�%'���+�

8 ���(�
���!��� �����������#�%'���+� 8 ������

���U�Q
V���"
2�����#�%'���+� 3 ��
�!��
������

����*��)+�"��-�
�"*��T���
���2��!��
�#$$%��
��*�

���������"��'����(�()�#
�18-21 �!�����$�����

��
�@�����#$$%��� ��
�����"�����"
2�-�
�"*��T��
��+

��������>���
2��#$$%�����)"�������� ��
����+$*�����

�#)")���#� (cytochrome C) ��
��+���#)"�($��#:�

��	$�!��
����#�%'���+� 9 ��*�����+���(�
���!���

'$��+���"
2�����#�%'���+� 3 ��>� ����#�%'���+�

7 ��
��*�����+(�
���!�����������:�� '$��!�+�*�

���������"��'����(�()�#
�18-20,22,23 ����
���

����������'�����
��&��*��������������������!��


�����-��
"����#$$%����&������2G�%�������-�
�$�$�

����$
��������'�������������:��������'���+� 3

#:��������"
2�����!����������#�%'���+� 3 ��
��:��

��
���� 2 �
��18-24 ���4�������'���+� 7 '���+� 8
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��4���'���������'"�"*���:�����

-�
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��
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2�
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�������������(�()�#��
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�����#$$%
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