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SOUHRN: Vychodiska: S ohledem na prokdzanou souvislost mezi prostiedim a genetickou disposici bylo hlavnim tko-
lem posoudit vztah mezi genetickymi polymorfismy biotransformac¢nich enzym a kolorektalnim karcinomem (CRC).
Typ studie a soubor: Studie ptipadl a kontrol - 314 pacientti s CRC a 591 kontrolnich subjektl ¢eské narodnosti.
Metody a vysledky: Restrikéni analyzou PCR fragmentt byly sledovany frekvence a rozlozeni polymorfismt v genech:
cytochrom P450 1B1, epoxid hydrolaza, NAD(P)H:chinon oxidoreduktdza a glutathion S-transferazy.

Statistickd analyza ukdzala, Ze 1/ jednotlivé polymorfismy nemaji statisticky vyznamny vliv nariziko vzniku CRC
u neselektované populace. 2/ Ve skupin€ Zen byl rizikovym faktorem polymorfismus chinon oxidoreduktdzy.
Nositelky variantniho genotypu mély vice nez tfikrét vyssi riziko vzniku CRC v porovnéni se Zenami s normal-
nim genotypem (P = 0,034). U muZzi tento polymorfismus nehrédl vyznamnou tlohu, ov§em jeho tloha v rakovi-
né prsu u Zen byla ned4dvno publikovana jak u Ceské, tak u rakouské populace. 3/ Z kombinaci genii byly nejzaji-
mavéjSimi kombinace gent glutathion S-transferdz. U vSech testovanych kombinaci byly dosaZeny vztahy na
hranici vyznamnosti (P < 0,1). 4/ VE&k vysledky statistickych analyz neovlivnil.

Zavéry: Prvni studie tohoto druhu na ¢eské populaci ukézala, Ze polymorfismy nékterych biotransformacnich enzymi
se mohou spolupodilet narozvoji CRC. Dalsi studium je tfeba zaméfit predevsim na hledéni rozdil v expozici mezi obé-
ma pohlavimi, na studium vyznamu kombinaci polymorfismil a Sir$i spektrum gent s nizkou penetranci.
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ABSTRACT: Background: Considering the proven significance of interplay between environmental and genetic fac-
tors in cancer, we aimed at determining whether any association exists between genetic polymorphisms in biotransfor-
mation enzymes and colorectal cancer (CRC).

Design and Subjects: Case-control study comprised of 314 CRC patients and 591 controls of Czech origin.

Methods and Results: Frequencies and distribution of polymorphisms in cytochrome P450 1B1, epoxide hydrolase,
NAD(P)H: quinone oxidoreductase and glutathione S-transferase were followed by restriction analysis of PCR frag-
ments. Statistical analysis showed: 1/ The lack of association of particular polymorphisms with CRC risk in unselected
population. 2/ Female carriers of variant genotype in quinone oxidoreductase were at more than three-fold risk of CRC
in comparison with those carrying normal genotype (P = 0.034). There was no association of this polymorphism with
CRCrrisk in males, but its role in breast cancer was published in Czech and Austrian populations. 3/ The most interesting
gene combinations seemed to be those comprising of glutathione S-transferases as associations of borderline significan-
ce were found (P <0.1). 4/ Age played no role as confounding factor.

Conclusions: First study of this kind in Czech population showed that polymorphisms in biotransformation enzymes may
affect onset of CRC. Further studies should be focused at searching for differences in exposure between genders, asse-
ssment of importance of larger selection of low penetrance genes and polymorphism combinations.
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Uvod

Kolorektalni karcinom (colorectal cancer, CRC) je Castym
onemocnénim muZzl i Zen ve vyspélém svété. Odhady nazna-
Cily, Ze v celosvétovém méfitku timto nddorem onemocni
v prubéhu svého Zivota az 5% jedinct (1). CRC svou cCet-
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nosti zaujima ¢tvrté misto mezi viemi sledovanymi druhy
nadorovych onemocnéni. Kazdy rok je zjiSt€no kolem 875
000 novych ptipadil a v posledni dekddé incidence CRC
v Evropé stoupa. Na tomto narastu se bohuzel vyrazné podi-
1i populace Ceské republiky, kterd zaujim4 ¢tvrtou nejvy3si
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Obr. ¢. 1: Jednotlivé kroky vzniku kolorektalniho karcinomu - model vybéru biomarkert.

pozici a v ptipadé€ rakoviny rekta dokonce prvni (2, 3). Vznik
CRC je v posledni dobé spojovén se tfemi modely: spora-
dicky (zahrnuje vice nez 75% pripadl), rodinny (<20%)
a dédi¢ny (5% - predev§im FAP a HNPCC). Na vzniku vice
nez 75% sporadickych piipadi CRC se podileji faktory
zivotniho prostfedi a vnimavost urcena predevSim poly-
morfismy a mutacemi v genech s nizkou penetranci. Mezi
celou fadou faktor vnimavosti, které jsou v posledni dobé
sledovany (obrazek 1) jsme ke studiu zvolili geny metabo-
lismu neboli biotransformace.

Geneticky variabilni biotransformacni enzymy: cytochromy
P450 (CYP, EC 1.14.14.1) epoxid hydrolaza (EPHX, EC
3.3.2.3), NAD(P)H:chinon oxidoreduktiza (NQO, EC
1.6.99.2) a glutathion S-transferdzy (GST, EC 2.5.1.18) meta-
bolizuji a konjuguji 1éCiva, karcinogeny a latky pfirodniho
pavodu (4). Nékteré latky (prokarcinogeny) jsou témito enzy-
my metabolicky aktivoviany na mutageny a karcinogeny. Jiné
latky jsou pievazné detoxikovany. V souhfe s expozici témto
latkdm tak funk¢nost biotransformacnich enzymt miZze ovliv-
nit individudlni riziko vzniku nddorového onemocnéni (5).
CYPIBI byl lokalizovan do oblasti 2p21-p22 chromozomu 2
(6). Protein metabolizuje 17beta-estradiol na 4-hydroxyestradi-
ol, coZ je endogenni karcinogen, u kterého se predpoklada vztah
k rozvoji rakoviny prsu a délohy (7). P450 1B1 také aktivuje
fadu polycyklickych aromatickych uhlovodikii a arylamint (8),
takZe je zajimavy i z hlediska genotoxicity. V CYPIBI byla
popséna celd fada polymorfismi z nichZ dvé varianty v exonu
3 (pozice - C4326G, zdména aminokyselin - Leu432Val, ndzev
alel- CYPIBI1*1/%3aA4390G, Asn453Ser, CYPIB1*1/%4)jsou
nejlépe charakterizované (9). Varianta CYP1BI*3 metabolizu-
je pomaleji benzo/a/pyren na mutagenni metabolit (10) a vari-
anta CYP1B1*4 podléhd degradaci vyznamné rychleji neZ pro-
dukty exprese normalni alely CYP1BI*1, coZ se promitd ve vice
neZ dvakrat niz8i hladiné a aktivité proteinu (11). Ve studii Sach-
se a spol. (12) nebyla prokdzana spojitost mezi variantou
CYPIBI1*3 arizikem CRC. Dalsi studie zabyvajici se ilohou
variant CYP1BI vSak dosud publikovany nebyly.

EPHX1 katalyzuje hydrolyzu epoxidii na méné reaktivni trans-
dihydrodioly (13). EPHX1 je lokalizovdn na chromozomu 1

(1g42.1). Nejcastéji se vyskytujici polymorfismy EPHX1 jsou
v exonu 3 (T337C, Tyrl13His, EPHX1*1/%3) a exonu 4
(A415G, His139Arg, EPHX1 *1/*4). Oba polymorfismy maji
vliv na aktivitu vytvareného proteinu (exon 3 — nizka aktivita,
exon 4 —vysoka aktivita; cit. 14). Uloha EPHX1 v CRC je kon-
troverzni. V posledni dobé byly publikovény studie ukazujici
na mozné spojeni vysoké aktivity enzymu se zvySenym rizi-
kem pokrocilého adenomu kolorekta (11, 15), ale byly zve-
fejnény rovnéz negativni vysledky (16).

NQOI senachazinachromozému 16 (16q22.1) akdduje dvou-
elektronovou reduktazu, kterd bioaktivuje i detoxikuje latky
se strukturnimi motivy chinontl. Uloha NQO1 je ¢asto disku-
tovéana ve spojeni s chemoprevenci (17). Polymorfismus v exo-
nu6 NQOI (C609T, Pro187Ser, NQO1*1/%2) byl oznaCen jako
rizikovy faktor CRC (18) arakoviny prsu (19, 20). Hou a spol.
(21) nalezli kombinaci alel NQO1%2 a CYP1A1/*2 jako rizi-
kovy faktor CRC predevsim u kurak.

Enzymy GST se podili na detoxikaci velké fady karcinogent.
GSTM1 je lokalizovany na chromozému 1 (1p13.3) a GSTT1
nachromozému 22 (22q11.2). Delece GSTM 1 (alela null nebo
GSTM1%*2/%2) je Casto studovéna jako rizikovy faktor v roz-
voji rakoviny. Dalsi gen z této skupiny, GSTT! obsahuje rov-
néZ dele¢ni polymorfismus (null nebo GSTT1%2/%2; cit. 22).
Delece v genech GSTM1 a GSTT1 byly spojeny se zvySenym
rizikem CRC na pomérné malém vzorku turecké populace (23).
Uloha GSTT! byla naznacena i neddvno publikovanou studii
Yeh a spol. (24) na populaci asijské.

GSTPI nachazejici se na chromozomu 11 (11q13) je vysoce
exprimovén v nékterych bunéénych liniich resistentnich vici
cytostatikiim. Board a spol. (25) nalezli dva Casto se vyskytujici
polymorfismy GSTP1, znichZ variantni alela v exonu 5 (A313G,
Tle105Val, GSTP1*1/*2) exprimuje enzym se sniZzenou tepelnou
stabilitou a substratovou afinitou (26). Polymorfismy v genech
GSTPI1, XPD, ERCCI a TS mohou napomoci pii predikci vysled-
ku chemoterapie CRC 5-fluorouracilem a oxaliplatinou (27).

Z vySe uvedeného vyplyvasloZitost problematiky studia gene-
tickych polymorfismil a potfeba vysledky ovéfovat, zpiesiio-
vat a sledovat pfedevS§im kombinace gent a polymorfismi,
které nebyly dosud analyzovany. RovnéZ je tfeba sledovat tyto
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Tabulka ¢. 1: Rozdéleni genotypu CYPIBI, EPHXI1, GSTM1, GSTT1,
GSTPI1, aNQOI ve studii ptipadi a kontrol. V tabulce jsou uvedeny pocty
nositeld jednotlivych genotypt (v zdvorce percentudlni vyjadfeni).

Tabulka €. 3: Pohlavni rozdily v rozdéleni genotyptt NQO! ve studii pfi-
padi a kontrol. V tabulce jsou uvedeny pocty nositelil jednotlivych geno-
typl (v zdvorce percentudlni vyjadreni).

Gen genotyp | kKontroly | pacienti | OR! 95% CI! (v P Zeny
CYPIBI *1/%1 | 140 (31,6) | 111(35,6) | - - - - Gen genotyp | kontroly | pacienti | OR! | 95% CI! |¢? P
(kodon 432) | *1/%3 1236 (53,3) | 136(43,6) | 0,727 | 0,524-1,007 | 3,679 | 0,055 NQOI [ *1+1  [225(71,7) | 83(70,5) | - - - -
#3/#3 167 (15,1) [65(20,8) | 1,224 |0,802-1,867 | 2,483 | 0,349 (exon6) | *1/%2  |83(264) | 33(26,8) | 1,078 | 0,670-1,734 ] 0,095 [0,757
N 443 312 7.767*] 00212 22 16(19) 7(5,7) |3,163 | 1,033-9,684 | 4,473 {0,034
CYPIBI *1/+1 1 310(69,8) [225 (72,1) | - - - - N 314 123 4469 | 0,107
(kodon 453) | *1/#4 | 126 (28,4) | 81(26,0) | 0,886 | 0,638-1,229 | 0,527 | 0,468
44 18(1,8)  [6(1,9) 1,003 |0,353-3,020 | 0,004 | 0,952 Muzi
N 444 312 0,5422] 0,763 Gen genotyp | kontroly [ pacienti [OR! [95% CI' [¢? P
EPHX1 *1/%1 1250 (43,.9) | 148 (474) | - - - - NQOI | *1/*1 122 (66,7) | 132(70,2)] - - - -
(exon 3) *1/%3 1233 (40,9) [ 119(38,1) | 0,863 | 0,639-1,165 | 0,930 | 0,335 (exon6) | *1/*2 | 54(29,5) | 53(28,2) | 0,907 | 0,577-1,425 {0,179 0,672
*3/%3 186 (15,1) |45(14,4) 0,884 | 0,584-1,337 | 0,342 | 0559 22 17(398) 3(L6) 0396 |0,100-1,566 | 1,858 |0,173
N 569 312 1,0092| 0.6042 N 183 188 1,936 | 0,3802
EPHXI *1/%1 | 341 (61,1) | 189 (60,6) | - - - - | . - - .
(exon 4) #1744 1191(34,2) | 107 (34,3) | 1,011 | 0,752-1,359 | 0,005 | 0,944 Odhad relativniho rizika (odds ratio, OR) a interval spolehlivosti (con-
®Eg[26(47) |16, | 1,110 |0,581-2,122] 0,100 | 0,751 fidenge interval, CI) pro tqbulky 2x2 statistikou podle Mantel-Haens-
N 358 312 0,1012] 09512 zela (jeden stupeii volnosti).
NQO1 *1#1 | 347 (69,8) [216(69,2) | - - - - 2 Rozdgleni genotypti testem Pearson Chi-Square 3x2 (dva stupné vol-
(exon 6) *1/%2 | 137(27,6) |86 (27,6) | 1,008 | 0,733-1,387 | 0,003 | 0,959 nosti).
#2172 113(2,6) [10(3,2) | 1,236 |0,533-2,867 | 0,244 | 0,622
N 497 312 02447 0,885 Tabulka €. 4: V1iv kombinaci genil a genotypi na riziko CRC ve studii
GSTM1 plllS 268 (47,5) 138 (44,2) - - - - pﬁpadﬁ a kontrol.
(deletion) | null  [296(52,5) | 174 (55,8) | 1,142 | 0,865-1,507 | 0,873 | 0,350
N 564 312 Kombinace kontroly| pacienti | OR! 95% CI! P!
GSTTI plus [449(83,1) [256 (82,1) | - - - - GSTMI-plus + GSTPI*1/*] 126 52 - - -
(deletion) | null [91(16,9) [56(17,9) | 1,079 |0,748-1,557 | 0,167 | 0,683 vs. GSTMI-null + GSTP1*1/*2
N 540 312 nebo GSTMI-null + GSTPI*2/%2| 154 92 1,448 | 0957-2,189 | 0,049
GSTPI #1/#1 1260 (47,1) [ 134 (42,9) | - - - - N 280 144 3,085?
(exon 5) *1/%2 1227 (41,1) | 153 (49,0) | 1,308 | 0,976-1,752 | 3,242 | 0,072 GSTTI-plus + GSTPI*1/1 212 114 - - -
*2/¥2 165 (11,8) [25(8,0) {0,746 |0450-1,238] 1,290 | 0,256 vs. GSTT1-null + GSTP1*1/*2
N 552 312 6,3022 | 0,0432 nebo GSTT-1null + GSTP1*2/*2 | 45 36 1488 0,908-2,438 | 0,074
N 257 150 2,503
! Odhad relativniho rizika (odds ratio, OR) a interval spolehlivosti (confidence GSTMI-plus + GSTTI-plus 216 110 R R R
interval, CI) pro tabulky 2x2 statistikou podle Mantel-Haenszela (jeden stu- vs. GSTMI-null + GSTTI-null 322 202 1232 | 0,922-1,645 | 0,090
pei volnosti). N 538 312 1,999
2 Rozdéleni genotypii testem Pearson Chi-Square 3x2 (dva stupné volnosti). GSTM1-plus + GSTTI-plus +
GSTPI*1/%] 103 4 - - -
Tabulka €. 2: Odhad aktivity EPHX1 na zékladé kombinace obou sle- vs. GSTM I-null nebo GSTTI-null
dovanych genotypt ve studii pfipadt a kontrol. V tabulce jsou uvedeny nebo GSTPI*1/*2 nebo
pocty jedinct s danou aktivitou (v zavorce percentudlni vyjadfenti). GSTP1#2/%2 367 211 1,346 | 0,910-1,991 | 0,081
Aktivita EPHX1 kontroly pacienti b P N 41 25 2
nizkd 220 (39.6) 111 (35,6) - - ! Odhad relativniho rizika (odds ratio, OR) a interval spolehlivosti (con-
stfedni 239 (43,0) 146 (46.8) - - fidence interval, CI) pro tabulky 2x2 statistikou podle Mantel-Haensze-
vysokd 97(174) 55 (17,6) - - la (jeden stupeti volnosti). Vyznamnost byla hodnocena jednostrannym
N 556 312 1.493! 0.474! Fisherovym testem, protoZe byly testovdny pozitivni vs negativni kom-
binace s o¢ekdvanym efektem.
Aktivita EPHX1 OR? 95% CI? x? P 2 Rozdéleni genotypt testem Pearson Chi-Square 3x2 (dva stupné vol-
stfedni vs. nizkd 1,211 0,890-1,646 1,489 0,222 nosti).
stfedni vs. vysokd 0,928 0,629-1,370 0,141 0,708 Korespondence: RNDr. Pavel Soucek, CSc., Odborna skupina biot-
vysokd vs. nizkd 1,124 0,752-1,680 0,324 0,569 ransformaci, Centrum pracovniho lékatstvi, Stitni zdravotni Gstav, Sro-

Pearson Chi-Square Test 3x2 (dva stupné volnosti).

20dhad relativniho rizika (odds ratio, OR) a interval spolehlivosti (confi-
dence interval, CI) pro tabulky 2x2 statistikou podle Mantel-Haenszela
(jeden stupefi volnosti).

vztahy u populaci s vysokou incidenci CRC jako je ¢eska popu-
lace. Pro tuto studii byly zimérné vybrany enzymy, jejichz
relevance v metabolismu kontaminant Zivotniho prostiedi je
dostate¢né prokdzana. Jednotlivé polymorfismy byly zvoleny
s ohledem na publikovany vztah k funkci exprimovaného pro-
teinu.

Material a metody

Materidl. Restrikéni enzymy a deoxynukleotidy (dATP, dCTP,
dGTP, and dTTP) vyrobené firmou New England Biolabs
(Beverly, MA, USA) byly zakoupeny od distributora Biotech
s 1.0. RedTaq polymeraza byla od firmy TopBio s r.o. Ultra-
Pure agar6za od Life Technologies (Paisley, UK) a oligonuk-
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barova 48, Praha 10, 100 42, tel: 267 082 711, fax: 267 311 236, e-mail:
psoucek @szu.cz, WWWw.Szu.cz

leotidové primery byly ziskdny od KRD s r.0. Dal$i chemiké-
lie byly zakoupeny od zastoupeni firmy Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA). PCR byla provadéna s pomoci termo-
cyklértt GeneAmp 2400 a 9600 (Perkin Elmer, Norwalk, CT,
USA) aPTC 200 DNA Engine Thermal Cycler (MJ Research,
Waltham, MA, USA). Aparity na elektroforézu nukleovych
kyselin byly produkty firmy Jordan Scientific Co. Inc. (Bloo-
mington, IN, USA) a elektroforetické zdroje od firmy E-
C Apparatus Corp. (Holbrook, NY, USA) doddvané firmou
Biotech s r.0.

Donofi krevnich vzorkii. Vzorky Zilni krve byly ziskdny od
314 pacienti s CRC a od 591 kontrolnich subjektt. Skupi-
na pacientl byla shromazdéna v obdobi duben — listopad
2004. Ucastnici studie byly nemocni s histologicky verifi-
kovanym CRC, ktefi podepsali informovany souhlas s icas-
ti ve studii. Vlastni krevni odbér byl provadén pfi rutinni



dispenzérni kontrole spole¢né s odbérem niddorovych mar-
kerti (u nemocnych v remisi) nebo pied aplikaci chemote-
rapie. O pacientech byly od klinickych spolupracovnik zis-
kany nésledujici tdaje: pohlavi, vék, etnickd pfisluSnost,
datum diagnézy, osobni a rodinn4 anamnéza, stadium one-
mocnéni (Duke), lokalizace nadoru a jeho histologicky typ
a stupeti. V dalSim pribéhu studia budou sledovény i infor-
mace o charakteru neoadjuvantni i adjuvantni terapie, vysle-
dek terapie, relapsy a jejich lokalizace, bezptfiznakové i cel-
kové prezivani. Jako hlavni expozicni faktor je sledovana
délka a rozsah koufeni. Soubor pacientii byl sloZen ze 189
muzi a 125 Zen (pomér 1,5) pramérného véku 64,8 let (roz-
péti 30 — 92 let).

Kontrolni skupina byla sloZena ze 591 zdravych neptibuznych
jedinct kavkazské rasy (324 Zen a 267 muZzl, primérny veék
57,3, rozpéti 11 - 105 let). Kontroly se skladaly z pacientl tf
velkych prazskych nemocnic a byli odebréani v obdobi let 2000
—2003. Ze zdravotni dokumentace byly ziskany tdaje o véku,
pohlavi, etnické ptislu§nosti a osobni anamnéze kontrolnich
subjekt. Hlavnim kritériem pro pfijeti do kontrolni skupiny
byla prokazatelna absence nadorového onemocnéni v osobni
anamnéze.

Pacienti i kontrolni subjekty byly informovéni o vyznamu stu-
die a byl jim predloZen k podpisu formulaf Informovaného
souhlasu, ktery byl schvélen etickymi komisemi Statniho zdra-
votniho tstavu a Ustavu experimentdlni mediciny AV CR.
Genotypovdni. Genomova DNA byla izolovéana z perifernich
lymfocytli za pomoci fenol/chloroformové extrakce podle
Sugimury a spol.(28). Pfitomnost polymorfisma biotransfor-
macnich enzym byla stanovena publikovanymi metodami pti-
stupem restrikéni analyzy fragmentt ziskanych z DNA pomo-
ci PCR (19, 29).

Odhad aktivity EPHX1 byl proveden podle dfive publikova-
né metody (29) s pomoci kombinaci genotypt v exonech 3 a 4
EPHXI (exon 3 + exon 4), nizkd aktivita: 3/*3+%1/*1,
FI[EZLKL/RA, KLF34FL/EL a0 *3/%34%4/%4;  stfedni:
FLELHR1FL, 215348 1/%4 a *1/%3+*4/*4; vysokd: *1/*1 +
/R4 a *1/*1 + *4/*4.

Statistické analyzy. V prvnim sledu byly testovany rozdily
v rozloZeni genotypil mezi pacienty a kontrolami za pomoci
kontingenc¢nich tabulek 3x2 testem Pearson Chi-Square (_2,
oboustranny asymptoticky test se dvéma stupni volnosti). Rov-
néZ byly pro jednotlivé genotypy spocitdny hrubé odhady rela-
tivniho rizika (odds ratio, OR) z tabulek 2x2 podle Mantel-
Haenszela.

V dalsi fazi byl testovéan vliv véku a pohlavi s pomoci bindrni
logistické regrese testem podle Hosmera a Lemeshowa a byly
sledovény intervaly spolehlivosti na hladin€ 95% (95% con-
fidence interval, CI).

V posledni sérii analyz byl analyzovén vliv vybranych kom-
binaci gentl a genotypil. Nasledujici kombinace byly vybra-
ny na zdklad€ hypotézy o pozitivni vs. negativni kombina-
ci genotypi (u negativni kombinace o¢ekdvan jednosmérny
efekt): EPHXI1-aktivita + GSTM1, EPHX1-aktivita +
GSTTI, EPHX1-aktivita + GSTPI, EPHX1-aktivita +
NQOI, EPHX1-aktivita + CYPIBI, GSTM1 + GSTTI,
GSTM1 + GSTP1, GSTM1 + CYPIBI, GSTMI + NQOI,
GSTTI + GSTPI, GSTTI + CYPIBI, GSTTI + NQOI,
GSTPI1 + NQOI, GSTPI + CYPIBI a NQOI + CYPIBI.
Z divodu testovani pfedem dané hypotézy nebyla u vyse
zminénych 15ti testl provadéna Zadna korekce. Pro vSech-
ny statistické analyzy byl pouZit program Win SPSS v10.0
program (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). V pripadé, 7Ze
v nékteré z testovanych skupin byl pocet jedincti mensi nez
40 nebo pokud byl o¢ekdvany vystup z kontingencnich tabu-
lek men$inez 5, byl pro zpfesnéni vysledku dodatecné pou-
zit exaktni test podle Fishera. Za vyznamny byl povazovén
vysledek s hodnotou P niz§i nebo rovnou 0.05. VySe uve-
dené analyzy jsou v souladu s postupy doporu¢enymi Bres-
lowem a Dayem (30).

Vysledky a diskuse

1. Frekvence alel a genotypii sledovanych genit u kontrolni
Ceské populace ve srovndni s jinymi populacemi

Skupina zdravych neptibuznych subjektt z Ceské populace (n =
591) byla sestavena tak, aby byla vyvaZena z hlediska zastou-
peni obou pohlavi i vékovych skupin. U tohoto souboru byla
zjiSténa frekvence variantnich alel CYP/B1*3 nesouci Val -
41,8% a CYP1B1%*4 nesouci Ser -16,0%. Rozdéleni genotypt
i frekvence variantni alely bylo srovnano pomoci kontingenc-
nich tabulek s ddaji zndmymi z literatury. U zdravé populace
1549 §védskych Zen byly popsany frekvence 45,2% a 16,9%
(31). V britské populaci 593 kontrolnich subjektl byla zjisté-
na frekvence CYPIB1%#3 44,6% (12)._

Studiem genotyptit EPHXI byly nalezeny frekvence alely
nesouci His v exonu 3 —35,6% a alely nesouci Arg v exonu 4
—21,8%. Variantni alela *3 ma o 50% niZsi aktivitu a alela *4
naopak 0 25% vys§i aktivitu neZ nativni protein (14). Proto je
mozné se pokusit o odhad aktivity EPHX1 kombinaci sledo-
vanych genotypl. Ve zdravé Ceské populaci by tak bylo cca
17% nositelll vysoké aktivity a 40% nositelil nizké aktivity
EPHX1. Tyto frekvence byly velmi podobné frekvencim zjis-
ténym difve ve zdravych populacich Evropy (29, 32).
Variantni alela v genu NQOI nesouci Ser byla zastoupena
v Ceské populaci 16,4%, coz odpovidé frekvencim zazname-
nanym ve §védské a némecké populaci (33, 34).
Genotypovanim GSTP1 byla zjiSténa frekvence variantni ale-
ly nesouci Val — 32,3%. Tato frekvence ani rozdéleni genoty-
pu se neliSilo od celé fady bélosskych populaci Evropy (29).
Frekvence genotypi nesoucich delece v genech GSTM1I
a GSTT1I byly v Ceské populaci 52,5% a 16,9%, coZ jsou veli-
ce podobné vysledky jako dfive publikovana data u slovenské
a polské populace (35, 36).

Nalezeny soulad v celkovych frekvencich variantnich alel uka-
zal, ze pouzité metodiky byly dobfe validovéany a poskytly kva-
litni tdaje.

2. Analyza vyznamu jednotlivych genotypii porovndnim sku-
piny pacientii se zdravou populaci

Stanoveni genetickych polymorfismil bylo provedeno u sku-
piny pacientil trpicich CRC (n = 314) a u zdravé kontrolni
populace (n = 591), kterd byla vybrdna tak, aby vékové
ipohlavni sloZeni bylo srovnatelné s pacienty. Statistickd ana-
lyza vysledkt provedend pomoci kontingencnich tabulek sle-
dujicich relativni riziko u neselektovanych skupin ukazala, 7e
mezi pacienty a kontrolami nejsou vyznamné rozdily v rozdé-
leni genotypi CYPIBI, EPHXI, NQOI, GSTMI, GSTPI
a GSTT! (tabulka 1). Dalsi analyza vlivu aktivity EPHX1
odhadnuté na zdklad¢ kombinaci stavu dvou polymorfisma
vexonech 3 a4 EPHXI (29, 32) rovnéZ nenaznacila vyznam-
né rozdily mezi obéma skupinami (tabulka 2).

Uloha téchto polymorfismil jiZ byla studovana u fady popula-
ci avSak nikoliv u populace ¢eské. Rovnéz velikost srovnava-
nych soubort se zna¢né 1i8i. Studii s dostate¢nou statistickou
silou nebylo zvefejnéno mnoho. Studie Sachse a spol. (12) na
490 pacientech s CRC a 592 kontroldch britské narodnosti
neprokdzala vliv polymorfismtt CYPIBI1*3, NQOI, GSTPI
a GSTTI na CRC, av8ak naznacila moZnou protektivni tlohu
pomalé alely EPHX1*3 (OR =0,68; CI=0,49-0,95;P=0.012).
Spojeni vysoké aktivity enzymu se zvySenym rizikem pokro-
¢ilého adenomu kolorekta neddvno publikoval Huang a spol.
(15) u 772 pacientii a 777 zdravych kontrol ¢inské ndrodnos-
ti. Negativni vysledky byly rovnéz zvetfejnény (16). Vysokd
aktivita EPHX1 korelovala s vys$8im rizikem CRC u kuiaki
(37) arovnéZ u konzumenti peCeného masa (OR =3,3; Cl=
1,4 -7,9; cit. 38).

Glutathion S-transferdzy P1 a T1 nekorelovaly s vyskytem
CRC v madarské studii u 500 pacientti a 500 kontrol. Delece
GSTM1 vsak byla oznacena jako rizikovy faktor (OR = 1,48;
CI=1,15-1,92;cit. 39). Podobné silné studie holandské vSak
zadny vztah GST k CRC nenalezly (16, 40).

Béhem analyz zohledtiujicich pohlavi a vék pacientl v§ak byl
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nalezen vyznamny rozdil v rozdéleni genotyptt NQO1. Podle
téchto vysledku se zd4, Ze u pacientit s CRC Zenského pohla-
vi prevladaji nositelky variantniho genotypu NQOI*2/*2
(tabulka 3), ktery kéduje enzymaticky neaktivni protein (41).
Enzym NQOI katalyzuje dvouelektronovou redukci chinont
na hydrochinony. NQO1 o chinony soupeti s NADPH-cyto-
chrom P450 reduktdzou, kteréd jednoelektronovym mechanis-
mem redukuje chinon na hydrochinon za vzniku velmi rektiv-
niho meziproduktu — semichinonu a vedlejSiho produktu
superoxid anionradikdlu (42). Chinony a jejich redukované
formy - hydrochinony jsou mutageny, které tvoii adukty s DNA
(43,44). Mutacni spektra chinonti, semichinont a hydrochi-
nontl se navzdjem lisi ve frekvenci i specificité. NQO1 tak
vlastné ochrariuje buiiky pfed mutagenitou chinont a prede-
v§im semichinont i ndsledné vznikajicich reaktivnich forem
kysliku. Nositelé variantniho genotypu nemaji funkéni NQO1
aproto pii souasné expozici chinontim, napft.: produkty meta-
bolismu benzenu, polycyklickych aromatickych uhlovodiki,
ale i autooxidace polyfenoll, mohou byt vystaveni zvySené
mutagenezi a karcinogenezi.

Hou a spol. (21) nalezli u 725 pacientt a 729 kontrol kombi-
nacialel NQO1#2a CYPIA1/%2 jakorizikovy faktor CRC (OR
=2,2;Cl=1,1-4,5). Vztah byl velmi vyznamny pfedevs$im
u tézkych kutaki, ktefi méli spotiebu nad 20 cigaret na den
(OR =21,1;CI=3,9-114,4; P=0,03). Multivariantni ana-
lyzy Spanélské populace sloZzené z 247 CRC pacientl a 296
kontrol ukédzaly vyznamnou ulohu variantni alely NQOI*2
jako rizikového faktoru v CRC (OR =2,9; CI = 1,19 - 6,97;
P =0,01) a navic byla tato alela spojena se zvySenou frekven-
ci mutaci v kodonu 12 genu K-ras (OR =6,5; CI = 1,39 - 34,9;
P =0,003; cit. 18). Pohlavni rozdily spojené s polymorfismem
NQOL1 byly publikovany u rakoviny plic, kde Zeny s alespori
jednou variantni alelou NQOI, na rozdil od muzi, mély
vyznamné vys§i riziko onemocnéni (OR = 1,89; CI = 1,33 -
2,68; cit. 45). Pohlavni rozdily mohou souviset s rozdilnou
expozici mezi muZi a Zenami (predevSim faktory vyZivy) ¢i
hormondlnimi vlivy uvniti organismu.

S pomoci logistické regrese bylo zjiSténo, Ze Zadny ze sledo-
vanych vztaht nebyl vyznamné ovlivnén vékovym rozdéle-
nim v obou sledovanych skupinich.

3. Analyza vyznamu kombinaci genii porovndnim skupiny paci-
entii se zdravou populaci

Analyzou patnécti vybranych kombinaci dvou geni byl zjistén
zajimavy, i kdyZ nevyznamny vliv v8ech tfi moZnych kombi-
naci gentt GSTM 1, GSTPI a GSTT1 (tabulka 4). Tyto kombi-
nace byly vybrany na zakladé hypotézy o negativni vs. pozi-

tivni kombinaci polymorfismil. Negativni kombinace by pod-
le hypotézy znamenala sniZenou detoxikaci, a tudiZ zvySené
riziko interakce reaktivnich metabolitl napf.: polycyklickych
aromatickych uhlovodiki a dalSich kontaminant Zivotniho pro-
stiedi s biomakromolekulami oproti normélnimu stavu.
Kombinace vySe uvedenych geni nebyly jako rizikové fakto-
ry zatim v literatufe uvedeny, avSak kombinace GSTM I-null
a pritomnosti aspoii jedné variantni alely GSTM3*B byla ozna-
Cena jako vyznamny rizikovy faktor CRC (OR =2,12; CI =
1,24 — 3,63; cit. 46). Jedinci s kombinaci GSTMI1-null
a GSTP1#2 maji vy$si riziko vzniku rakoviny plic (OR =4,0;
CI 1,3 - 12,2; cit. 47). Velmi podobné zjisténi publikovali
Wenzlaff a spol. (48). Vyznamny vztah této kombinace byl
rovnéZ nalezen u rakoviny prsu (OR =2,03; CI=1,18 - 3,50;
P =0,010; cit. 20).

Nase ptfedchozi zjiSténi ddle podporuje vztah na hranici
vyznamnosti, ktery byl nalezen u kombinace vSech tii geni
GST (OR =1,346; 0,910 - 1,991; 0,081; tabulka 4).

Zavéry

Analyza polymorfisma v genech kodujicich enzymy biot-
ransformace u ¢eské populace ukazala, Ze mohou existovat
pohlavni rozdily v riziku CRC. Ze studovanych genti se v tom-
to ohledu zda byt nejzajimavéjsim NQO1, ktery detoxikuje 14t-
ky se strukturnim motivem chinontl. Expozice témto 14tkdm
soucasné s defektem v uvedeném genu miZe znamenat zvy-
Seni rizika vzniku nddorovych onemocnéni obecné. Pro dalsi
studium z0stava otdzkou pro€ jsou pravé Zeny ohroZenéjsi ve
srovndni s muZi. V tomto ohledu bude tfeba prostudovat hor-
mondlni poméry v organismu, napiiklad délku menstruacni
aktivity a pouZivani exogennich hormondlnich latek typu hor-
mondlni antikoncepce apod.

DalSimi rizikovymi faktory CRC se zdaji negativni kombina-
ce konjugacnich enzymi GST. Tyto kombinace se mohou
uplatnit zejména pii interakci s faktory Zivotniho stylu (kou-
feni, spotieba peceného masa Ci zeleniny). Tyto pfedpoklady
je tieba ovéfit studiem dobfe charakterizovaného souboru
s ohledem na Zivotni styl pacientl i kontrolnich subjektt. Na
podobné studii v souCasnosti pracujeme.
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