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Úvod
Kolorektální karcinom (colorectal cancer, CRC) je ãast˘m
onemocnûním muÏÛ i Ïen ve vyspûlém svûtû. Odhady nazna-
ãily, Ïe v celosvûtovém mûfiítku tímto nádorem onemocní
v prÛbûhu svého Ïivota aÏ 5% jedincÛ (1). CRC svou ãet-

ností zaujímá ãtvrté místo mezi v‰emi sledovan˘mi druhy
nádorov˘ch onemocnûní. KaÏd˘ rok je zji‰tûno kolem 875
000 nov˘ch pfiípadÛ a v poslední dekádû incidence CRC
v Evropû stoupá. Na tomto nárÛstu se bohuÏel v˘raznû podí-
lí populace âeské republiky, která zaujímá ãtvrtou nejvy‰‰í
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SOUHRN: V˘chodiska: S ohledem na prokázanou souvislost mezi prostfiedím a genetickou disposicí bylo hlavním úko-
lem posoudit vztah mezi genetick˘mi polymorfismy biotransformaãních enzymÛ a kolorektálním karcinomem (CRC).
Typ studie a soubor: Studie pfiípadÛ a kontrol - 314 pacientÛ s CRC a 591 kontrolních subjektÛ ãeské národnosti.
Metody a v˘sledky: Restrikãní anal˘zou PCR fragmentÛ  byly sledovány frekvence a rozloÏení polymorfismÛ v genech:
cytochrom P450 1B1, epoxid hydroláza, NAD(P)H:chinon oxidoreduktáza a glutathion S-transferázy.  
Statistická anal˘za ukázala, Ïe 1/ jednotlivé polymorfismy nemají statisticky v˘znamn˘ vliv na riziko vzniku CRC
u neselektované populace. 2/ Ve skupinû Ïen byl rizikov˘m faktorem polymorfismus chinon oxidoreduktázy.
Nositelky variantního genotypu mûly více neÏ tfiikrát vy‰‰í riziko vzniku CRC v porovnání se Ïenami s normál-
ním genotypem (P = 0,034). U muÏÛ tento polymorfismus nehrál v˘znamnou úlohu, ov‰em jeho úloha v rakovi-
nû prsu u Ïen byla nedávno publikována jak u ãeské, tak u rakouské populace. 3/ Z kombinací genÛ byly nejzají-
mavûj‰ími kombinace genÛ glutathion S-transferáz. U v‰ech testovan˘ch kombinací byly dosaÏeny vztahy na
hranici v˘znamnosti (P < 0,1). 4/ Vûk v˘sledky statistick˘ch anal˘z neovlivnil. 
Závûry: První studie tohoto druhu na ãeské populaci ukázala, Ïe polymorfismy nûkter˘ch biotransformaãních enzymÛ
se mohou spolupodílet na rozvoji CRC. Dal‰í studium je tfieba zamûfiit pfiedev‰ím na hledání rozdílÛ v expozici mezi obû-
ma pohlavími, na studium v˘znamu kombinací polymorfismÛ a ‰ir‰í spektrum genÛ s nízkou penetrancí. 
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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
CRC risk 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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pozici a v pfiípadû rakoviny rekta dokonce první (2, 3).  Vznik
CRC je v poslední dobû spojován se tfiemi modely: spora-
dick˘ (zahrnuje více neÏ 75% pfiípadÛ), rodinn˘ (<20%)
a dûdiãn˘ (5% - pfiedev‰ím FAP a HNPCC). Na vzniku více
neÏ 75% sporadick˘ch pfiípadÛ CRC se podílejí faktory
Ïivotního prostfiedí a vnímavost urãená pfiedev‰ím poly-
morfismy a mutacemi v genech s nízkou penetrancí. Mezi
celou fiadou faktorÛ vnímavosti, které jsou v poslední dobû
sledovány (obrázek 1) jsme ke studiu zvolili geny metabo-
lismu neboli biotransformace. 
Geneticky variabilní biotransformaãní enzymy: cytochromy
P450 (CYP, EC 1.14.14.1) epoxid hydroláza (EPHX, EC
3.3.2.3), NAD(P)H:chinon oxidoreduktáza (NQO, EC
1.6.99.2) a glutathion S-transferázy (GST, EC 2.5.1.18) meta-
bolizují a konjugují léãiva, karcinogeny a látky pfiírodního
pÛvodu (4). Nûkteré látky (prokarcinogeny) jsou tûmito enzy-
my metabolicky aktivovány na mutageny a karcinogeny. Jiné
látky jsou pfieváÏnû detoxikovány. V souhfie s expozicí tûmto
látkám tak funkãnost biotransformaãních enzymÛ mÛÏe ovliv-
nit individuální riziko vzniku nádorového onemocnûní (5). 
CYP1B1 byl lokalizován do oblasti 2p21-p22 chromozomu 2
(6). Protein metabolizuje 17beta-estradiol na 4-hydroxyestradi-
ol, coÏ je endogenní karcinogen, ukterého se pfiedpokládá vztah
k rozvoji rakoviny prsu a dûlohy (7). P450 1B1 také aktivuje
fiadu polycyklick˘ch aromatick˘ch uhlovodíkÛ aarylaminÛ (8),
takÏe je zajímav˘ i z hlediska genotoxicity. V CYP1B1 byla
popsána celá fiada polymorfismÛ z nichÏ dvû varianty v exonu
3 (pozice - C4326G, zámûna aminokyselin - Leu432Val, název
alel - CYP1B1*1/*3 aA4390G, Asn453Ser, CYP1B1*1/*4) jsou
nejlépe charakterizované (9). Varianta CYP1B1*3 metabolizu-
je pomaleji benzo/a/pyren na mutagenní metabolit (10) a vari-
anta CYP1B1*4 podléhá degradaci v˘znamnû rychleji neÏ pro-
dukty exprese normální alely CYP1B1*1, coÏ se promítá ve více
neÏ dvakrát niÏ‰í hladinû aaktivitû proteinu (11). Ve studii Sach-
se a spol. (12) nebyla prokázána spojitost mezi variantou
CYP1B1*3 a rizikem CRC. Dal‰í studie zab˘vající se úlohou
variant CYP1B1 v‰ak dosud publikovány nebyly.
EPHX1 katalyzuje hydrol˘zu epoxidÛ na ménû reaktivní trans-
dihydrodioly (13). EPHX1 je lokalizován  na chromozomu 1

(1q42.1). Nejãastûji se vyskytující polymorfismy EPHX1 jsou
v exonu 3 (T337C, Tyr113His, EPHX1*1/*3) a exonu 4
(A415G, His139Arg, EPHX1*1/*4). Oba polymorfismy mají
vliv na aktivitu vytváfieného proteinu (exon 3 – nízká aktivita,
exon 4 – vysoká aktivita; cit. 14). Úloha EPHX1 v CRC je kon-
troverzní. V poslední dobû byly publikovány studie ukazující
na moÏné spojení vysoké aktivity enzymu se zv˘‰en˘m rizi-
kem pokroãilého adenomu kolorekta (11, 15), ale byly zve-
fiejnûny rovnûÏ negativní v˘sledky (16). 
NQO1 se nachází na chromozómu 16 (16q22.1) a kóduje dvou-
elektronovou reduktázu, která bioaktivuje i detoxikuje látky
se strukturními motivy chinonÛ. Úloha NQO1 je ãasto disku-
tována ve spojení s chemoprevencí (17). Polymorfismus v exo-
nu 6 NQO1 (C609T, Pro187Ser, NQO1*1/*2) byl oznaãen jako
rizikov˘ faktor CRC (18) a rakoviny prsu (19, 20). Hou a spol.
(21) nalezli kombinaci alel NQO1*2 a CYP1A1/*2 jako rizi-
kov˘ faktor CRC pfiedev‰ím u kufiákÛ. 
Enzymy GST se podílí na detoxikaci velké fiady karcinogenÛ.
GSTM1 je lokalizovan˘ na chromozómu 1 (1p13.3) a GSTT1
na chromozómu 22 (22q11.2). Delece GSTM1 (alela null nebo
GSTM1*2/*2) je ãasto studována jako rizikov˘ faktor v roz-
voji rakoviny. Dal‰í gen z této skupiny, GSTT1 obsahuje rov-
nûÏ deleãní polymorfismus (null nebo GSTT1*2/*2; cit. 22).
Delece v genech GSTM1 a GSTT1 byly spojeny se zv˘‰en˘m
rizikem CRC na pomûrnû malém vzorku turecké populace (23).
Úloha GSTT1 byla naznaãena i nedávno publikovanou studií
Yeh a spol. (24) na populaci asijské. 
GSTP1 nacházející se na chromozómu 11 (11q13) je vysoce
exprimován v nûkter˘ch bunûãn˘ch liniích resistentních vÛãi
cytostatikÛm. Board a spol. (25) nalezli dva ãasto se vyskytující
polymorfismy GSTP1, znichÏ variantní alela vexonu 5 (A313G,
Ile105Val, GSTP1*1/*2) exprimuje enzym se sníÏenou tepelnou
stabilitou a substrátovou afinitou (26). Polymorfismy v genech
GSTP1, XPD, ERCC1 aTSmohou napomoci pfii predikci v˘sled-
ku chemoterapie CRC 5-fluorouracilem a oxaliplatinou (27). 
Z v˘‰e uvedeného vypl˘vá sloÏitost problematiky studia gene-
tick˘ch polymorfismÛ a potfieba v˘sledky ovûfiovat, zpfiesÀo-
vat a sledovat pfiedev‰ím kombinace genÛ a polymorfismÛ,
které nebyly dosud analyzovány. RovnûÏ je tfieba sledovat tyto

Obr. ã. 1: Jednotlivé kroky vzniku kolorektálního karcinomu - model v˘bûru biomarkerÛ.
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Aktivita EPHX1 kontroly pacienti χ2 P
nízká 220 (39,6) 111 (35,6) - -
stfiední 239 (43,0) 146 (46,8) - -
vysoká 97 (17,4) 55 (17,6) - -
N 556 312 1.4931 0.4741

Aktivita EPHX1 OR2 95% CI2 χ2 P2

stfiední vs. nízká 1,211 0,890-1,646 1,489 0,222
stfiední vs. vysoká 0,928 0,629-1,370 0,141 0,708

vysoká vs. nízká 1,124 0,752-1,680 0,324 0,569

Kombinace kontroly pacienti OR1 95% CI1 P1

GSTM1-plus + GSTP1*1/*1 126 52 - - -
vs. GSTM1-null + GSTP1*1/*2
nebo GSTM1-null + GSTP1*2/*2 154 92 1,448 0,957-2,189 0,049
N 280 144 3,0852

GSTT1-plus + GSTP1*1/*1 212 114 - - -
vs. GSTT1-null + GSTP1*1/*2
nebo GSTT-1null + GSTP1*2/*2 45 36 1,488 0,908-2,438 0,074
N 257 150 2,5032

GSTM1-plus + GSTT1-plus 216 110 - - -
vs. GSTM1-null + GSTT1-null 322 202 1,232 0,922-1,645 0,090
N 538 312 1,9992

GSTM1-plus + GSTT1-plus + 
GSTP1*1/*1 103 44 - - -
vs. GSTM1-null nebo GSTT1-null 
nebo GSTP1*1/*2 nebo 
GSTP1*2/*2 367 211 1,346 0,910-1,991 0,081

N 470 255 2,2212

vztahy u populací s vysokou incidencí CRC jako je ãeská popu-
lace. Pro tuto studii byly zámûrnû vybrány enzymy, jejichÏ
relevance v metabolismu kontaminant Ïivotního prostfiedí je
dostateãnû prokázána. Jednotlivé polymorfismy byly zvoleny
s ohledem na publikovan˘ vztah k funkci exprimovaného pro-
teinu. 

Materiál a metody
Materiál. Restrikãní enzymy a deoxynukleotidy (dATP, dCTP,
dGTP, and dTTP) vyrobené firmou New England Biolabs
(Beverly, MA, USA) byly zakoupeny od distributora Biotech
s r.o. RedTaq polymeráza byla od firmy TopBio s r.o. Ultra-
Pure agaróza od Life Technologies (Paisley, UK) a oligonuk-

1 Odhad relativního rizika (odds ratio, OR) a interval spolehlivosti (con-
fidence interval, CI) pro tabulky 2x2 statistikou podle Mantel-Haensze-
la (jeden stupeÀ volnosti). V˘znamnost byla hodnocena jednostrann˘m
Fisherov˘m testem, protoÏe byly testovány pozitivní vs negativní kom-
binace s oãekávan˘m efektem. 

2 Rozdûlení genotypÛ testem Pearson Chi-Square 3x2 (dva stupnû vol-
nosti). 
Korespondence: RNDr. Pavel Souãek, CSc., Odborná skupina biot-
ransformací, Centrum pracovního lékafiství, Státní zdravotní ústav, ·ro-
bárova 48, Praha 10, 100 42, tel: 267 082 711, fax: 267 311 236, e-mail: 
psoucek@szu.cz, www.szu.cz

Gen genotyp kontroly pacienti OR1 95% CI1 C2 P

CYP1B1 *1/*1 140 (31,6) 111 (35,6) - - - -

(kodon 432) *1/*3 236 (53,3) 136 (43,6) 0,727 0,524-1,007 3,679 0,055
*3/*3 67 (15,1) 65 (20,8) 1,224 0,802-1,867 2,483 0,349
N 443 312 7,7672 0,0212

CYP1B1 *1/*1 310 (69,8) 225 (72,1) - - - -
(kodon 453) *1/*4 126 (28,4) 81 (26,0) 0,886 0,638-1,229 0,527 0,468

*4/*4 8 (1,8) 6 (1,9) 1,003 0,353-3,020 0,004 0,952
N 444 312 0,5422 0,7632

EPHX1 *1/*1 250 (43,9) 148 (47,4) - - - -
(exon 3) *1/*3 233 (40,9) 119 (38,1) 0,863 0,639-1,165 0,930 0,335

*3/*3 86 (15,1) 45 (14,4) 0,884 0,584-1,337 0,342 0,559
N 569 312 1,0092 0,6042

EPHX1 *1/*1 341 (61,1) 189 (60,6) - - - -
(exon 4) *1/*4 191 (34,2) 107 (34,3) 1,011 0,752-1,359 0,005 0,944

*4/*4 26 (4,7) 16 (5,1) 1,110 0,581-2,122 0,100 0,751
N 558 312 0,1012 0,9512

NQO1 *1/*1 347 (69,8) 216 (69,2) - - - -
(exon 6) *1/*2 137 (27,6) 86 (27,6) 1,008 0,733-1,387 0,003 0,959

*2/*2 13 (2,6) 10 (3,2) 1,236 0,533-2,867 0,244 0,622
N 497 312 0,2442 0,8852

GSTM1 plus 268 (47,5) 138 (44,2) - - - -
(deletion) null 296 (52,5) 174 (55,8) 1,142 0,865-1,507 0,873 0,350

N 564 312
GSTT1 plus 449 (83,1) 256 (82,1) - - - -
(deletion) null 91 (16,9) 56 (17,9) 1,079 0,748-1,557 0,167 0,683

N 540 312
GSTP1 *1/*1 260 (47,1) 134 (42,9) - - - -
(exon 5) *1/*2 227 (41,1) 153 (49,0) 1,308 0,976-1,752 3,242 0,072

*2/*2 65 (11,8) 25 (8,0) 0,746 0,450-1,238 1,290 0,256

N 552 312 6,3022 0,0432

Tabulka ã. 1: Rozdûlení genotypÛ CYP1B1, EPHX1, GSTM1, GSTT1,
GSTP1, a NQO1 ve studii pfiípadÛ a kontrol. V tabulce jsou uvedeny poãty
nositelÛ jednotliv˘ch genotypÛ (v závorce percentuální vyjádfiení).

1 Odhad relativního rizika (odds ratio, OR) a interval spolehlivosti (confidence
interval, CI) pro tabulky 2x2 statistikou podle Mantel-Haenszela (jeden stu-
peÀ volnosti). 

2 Rozdûlení genotypÛ testem Pearson Chi-Square 3x2 (dva stupnû volnosti). 

Tabulka ã. 2: Odhad aktivity EPHX1 na základû kombinace obou sle-
dovan˘ch genotypÛ ve studii pfiípadÛ a kontrol. V tabulce jsou uvedeny
poãty jedincÛ s danou aktivitou (v závorce percentuální vyjádfiení). 

1Pearson Chi-Square Test 3x2 (dva stupnû volnosti).
2Odhad relativního rizika (odds ratio, OR) a interval spolehlivosti (confi-
dence interval, CI) pro tabulky 2x2 statistikou podle Mantel-Haenszela
(jeden stupeÀ volnosti). 

Îeny
Gen genotyp kontroly pacienti OR1 95% CI1 c2 P
NQO1 *1/*1 225 (71,7) 83 (70,5) - - - -
(exon 6) *1/*2 83 (26,4) 33 (26,8) 1,078 0,670-1,734 0,095 0,757

*2/*2 6 (1,9) 7 (5,7) 3,163 1,033-9,684 4,473 0,034
N 314 123 4,4692 0,1072

MuÏi
Gen genotyp kontroly pacienti OR1 95% CI1 c2 P
NQO1 *1/*1 122 (66,7) 132 (70,2) - - - -
(exon 6) *1/*2 54 (29,5) 53 (28,2) 0,907 0,577-1,425 0,179 0,672

*2/*2 7 (3,8) 3 (1,6) 0,396 0,100-1,566 1,858 0,173

N 183 188 1,9362 0,3802

Tabulka ã. 3: Pohlavní rozdíly v rozdûlení genotypÛ NQO1 ve studii pfií-
padÛ a kontrol. V tabulce jsou uvedeny poãty nositelÛ jednotliv˘ch geno-
typÛ (v závorce percentuální vyjádfiení).

1 Odhad relativního rizika (odds ratio, OR) a interval spolehlivosti (con-
fidence interval, CI) pro tabulky 2x2 statistikou podle Mantel-Haens-
zela (jeden stupeÀ volnosti). 

2 Rozdûlení genotypÛ testem Pearson Chi-Square 3x2 (dva stupnû vol-
nosti). 

Tabulka ã. 4: Vliv kombinací genÛ a genotypÛ na riziko CRC ve studii
pfiípadÛ a kontrol.

leotidové primery byly získány od KRD s r.o. Dal‰í chemiká-
lie byly  zakoupeny od zastoupení firmy Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA). PCR byla provádûna s pomocí termo-
cyklérÛ GeneAmp 2400 a 9600 (Perkin Elmer, Norwalk, CT,
USA) a PTC 200 DNA Engine Thermal Cycler (MJ Research,
Waltham, MA, USA). Aparáty na elektroforézu nukleov˘ch
kyselin byly produkty firmy Jordan Scientific Co. Inc. (Bloo-
mington, IN, USA) a elektroforetické zdroje od firmy E-
C Apparatus Corp. (Holbrook, NY, USA) dodávané firmou
Biotech s r.o.
Donofii krevních vzorkÛ. Vzorky Ïilní krve byly získány od
314 pacientÛ s CRC a od 591 kontrolních subjektÛ. Skupi-
na pacientÛ byla shromáÏdûna v období  duben – listopad
2004. Úãastníci studie byly nemocní s histologicky verifi-
kovan˘m CRC, ktefií podepsali informovan˘ souhlas s úãas-
tí ve studii. Vlastní krevní odbûr byl provádûn pfii rutinní
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dispenzární kontrole spoleãnû s odbûrem nádorov˘ch mar-
kerÛ (u nemocn˘ch v remisi) nebo pfied aplikací chemote-
rapie. O pacientech byly od klinick˘ch spolupracovníkÛ zís-
kány následující údaje: pohlaví, vûk, etnická pfiíslu‰nost,
datum diagnózy, osobní a rodinná anamnéza, stadium one-
mocnûní (Duke), lokalizace nádoru a jeho histologick˘ typ
a stupeÀ. V dal‰ím prÛbûhu studia budou sledovány i infor-
mace o charakteru neoadjuvantní i adjuvantní terapie, v˘sle-
dek terapie, relapsy a jejich lokalizace, bezpfiíznakové i cel-
kové pfieÏívání. Jako hlavní expoziãní faktor je sledována
délka a rozsah koufiení. Soubor pacientÛ byl sloÏen ze 189
muÏÛ a 125 Ïen (pomûr 1,5) prÛmûrného vûku 64,8 let (roz-
pûtí 30 – 92 let). 
Kontrolní skupina byla sloÏena ze 591 zdrav˘ch nepfiíbuzn˘ch
jedincÛ kavkazské rasy (324 Ïen a 267 muÏÛ, prÛmûrn˘ vûk
57,3, rozpûtí 11 - 105 let). Kontroly se skládaly z pacientÛ tfií
velk˘ch praÏsk˘ch nemocnic a byli odebráni v období let 2000
– 2003. Ze zdravotní dokumentace byly získány údaje o vûku,
pohlaví, etnické pfiíslu‰nosti a osobní anamnéze kontrolních
subjektÛ. Hlavním kritériem pro pfiijetí do kontrolní skupiny
byla prokazatelná absence nádorového onemocnûní v osobní
anamnéze. 
Pacienti i kontrolní subjekty byly informováni o v˘znamu stu-
die a byl jim pfiedloÏen k podpisu formuláfi Informovaného
souhlasu, kter˘ byl schválen etick˘mi komisemi Státního zdra-
votního ústavu a Ústavu experimentální medicíny AV âR. 
Genotypování. Genomová DNA byla izolována z periferních
lymfocytÛ za pomoci  fenol/chloroformové extrakce podle
Sugimury a spol.(28). Pfiítomnost polymorfismÛ biotransfor-
maãních enzymÛ byla stanovena publikovan˘mi metodami pfií-
stupem restrikãní anal˘zy fragmentÛ získan˘ch z DNA pomo-
cí PCR (19, 29).
Odhad aktivity EPHX1 byl proveden podle dfiíve publikova-
né metody (29) s pomocí kombinací genotypÛ v exonech 3 a 4
EPHX1 (exon 3 + exon 4), nízká aktivita: 3/*3+*1/*1,
*3/*3+*1/*4, *1/*3+*1/*1 a *3/*3+*4/*4; stfiední:
*1/*1+*1/*1, *1/*3+*1/*4 a *1/*3+*4/*4; vysoká: *1/*1 +
*1/*4 a *1/*1 + *4/*4.
Statistické anal˘zy. V prvním sledu byly testovány rozdíly
v rozloÏení genotypÛ mezi pacienty a kontrolami za pomoci
kontingenãních tabulek 3x2 testem Pearson Chi-Square (_2,
oboustrann˘ asymptotick˘ test se dvûma stupni volnosti). Rov-
nûÏ byly pro jednotlivé genotypy spoãítány hrubé odhady rela-
tivního rizika (odds ratio, OR) z tabulek 2x2 podle Mantel-
Haenszela. 
V dal‰í fázi byl testován vliv vûku a pohlaví s pomocí binární
logistické regrese testem podle Hosmera a Lemeshowa a byly
sledovány intervaly spolehlivosti na hladinû 95% (95% con-
fidence interval, CI). 
V poslední sérii anal˘z byl analyzován vliv vybran˘ch kom-
binací genÛ a genotypÛ. Následující kombinace byly vybrá-
ny na základû hypotézy o pozitivní vs. negativní kombina-
ci genotypÛ (u negativní kombinace oãekáván jednosmûrn˘
efekt): EPHX1-aktivita + GSTM1, EPHX1-aktivita +
GSTT1, EPHX1-aktivita + GSTP1, EPHX1-aktivita +
NQO1, EPHX1-aktivita + CYP1B1, GSTM1 + GSTT1,
GSTM1 + GSTP1, GSTM1 + CYP1B1, GSTM1 + NQO1,
GSTT1 + GSTP1, GSTT1 + CYP1B1, GSTT1 + NQO1,
GSTP1 + NQO1, GSTP1 + CYP1B1 a NQO1 + CYP1B1.
Z dÛvodu testování pfiedem dané hypotézy nebyla u v˘‰e
zmínûn˘ch 15ti testÛ provádûna Ïádná korekce. Pro v‰ech-
ny statistické anal˘zy byl pouÏit program Win SPSS v10.0
program (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). V pfiípadû, Ïe
v nûkteré z testovan˘ch skupin byl poãet jedincÛ men‰í neÏ
40 nebo pokud byl oãekávan˘ v˘stup z kontingenãních tabu-
lek men‰í neÏ 5, byl pro zpfiesnûní v˘sledku dodateãnû pou-
Ïit exaktní test podle Fishera. Za v˘znamn˘ byl povaÏován
v˘sledek s hodnotou P niÏ‰í nebo rovnou 0.05. V˘‰e uve-
dené anal˘zy jsou v souladu s postupy doporuãen˘mi Bres-
lowem a Dayem (30).

V˘sledky a diskuse
1. Frekvence alel a genotypÛ sledovan˘ch genÛ u kontrolní
ãeské populace ve srovnání s jin˘mi populacemi
Skupina zdrav˘ch nepfiíbuzn˘ch subjektÛ zãeské populace (n =
591) byla sestavena tak, aby byla vyváÏená z hlediska zastou-
pení obou pohlaví i vûkov˘ch skupin. U tohoto souboru byla
zji‰tûna frekvence variantních alel CYP1B1*3 nesoucí Val -
41,8% a CYP1B1*4 nesoucí Ser -16,0%. Rozdûlení genotypÛ
i frekvence variantní alely bylo srovnáno pomocí kontingenã-
ních tabulek s údaji znám˘mi z literatury. U zdravé populace
1549 ‰védsk˘ch Ïen byly popsány frekvence 45,2% a 16,9%
(31). V britské populaci 593 kontrolních subjektÛ byla zji‰tû-
na frekvence CYP1B1*3 44,6% (12).
Studiem genotypÛ EPHX1 byly nalezeny frekvence alely
nesoucí His v exonu 3 – 35,6% a alely nesoucí Arg v exonu 4
– 21,8%. Variantní alela *3 má o 50% niÏ‰í aktivitu a alela *4
naopak o 25% vy‰‰í aktivitu neÏ nativní protein (14). Proto je
moÏné se pokusit o odhad aktivity EPHX1 kombinací sledo-
van˘ch genotypÛ. Ve zdravé ãeské populaci by tak bylo cca
17% nositelÛ vysoké aktivity a 40% nositelÛ nízké aktivity
EPHX1. Tyto frekvence byly velmi podobné frekvencím zji‰-
tûn˘m dfiíve ve zdrav˘ch populacích Evropy (29, 32). 
Variantní alela v genu NQO1 nesoucí Ser byla zastoupena
v ãeské populaci 16,4%, coÏ odpovídá frekvencím zazname-
nan˘m ve ‰védské a nûmecké populaci (33, 34). 
Genotypováním GSTP1 byla zji‰tûna frekvence variantní ale-
ly nesoucí Val – 32,3%. Tato frekvence ani rozdûlení genoty-
pÛ se neli‰ilo od celé fiady bûlo‰sk˘ch populací Evropy (29).
Frekvence genotypÛ nesoucích delece v genech GSTM1
a GSTT1 byly v ãeské populaci 52,5% a 16,9%, coÏ jsou veli-
ce podobné v˘sledky jako dfiíve publikovaná data u slovenské
a polské populace (35, 36). 
Nalezen˘ soulad v celkov˘ch frekvencích variantních alel uká-
zal, Ïe pouÏité metodiky byly dobfie validovány a poskytly kva-
litní údaje.  
2. Anal˘za v˘znamu jednotliv˘ch genotypÛ porovnáním sku-
piny pacientÛ se zdravou populací
Stanovení genetick˘ch polymorfismÛ bylo provedeno u sku-
piny pacientÛ trpících CRC (n =  314) a u zdravé kontrolní
populace (n = 591), která byla vybrána tak, aby vûkové
i pohlavní sloÏení bylo srovnatelné s pacienty. Statistická ana-
l˘za v˘sledkÛ provedená pomocí kontingenãních tabulek sle-
dujících relativní riziko u neselektovan˘ch skupin ukázala, Ïe
mezi pacienty a kontrolami nejsou v˘znamné rozdíly v rozdû-
lení genotypÛ CYP1B1, EPHX1, NQO1, GSTM1, GSTP1
a GSTT1 (tabulka 1). Dal‰í anal˘za vlivu aktivity EPHX1
odhadnuté na základû kombinací stavu dvou polymorfismÛ
v exonech 3 a 4 EPHX1 (29, 32) rovnûÏ nenaznaãila v˘znam-
né rozdíly mezi obûma skupinami (tabulka 2). 
Úloha tûchto polymorfismÛ jiÏ byla studována u fiady popula-
cí av‰ak nikoliv u populace ãeské. RovnûÏ velikost srovnáva-
n˘ch souborÛ se znaãnû li‰í. Studií s dostateãnou statistickou
sílou nebylo zvefiejnûno mnoho. Studie Sachse a spol. (12) na
490 pacientech s CRC a 592 kontrolách britské národnosti
neprokázala vliv polymorfismÛ CYP1B1*3, NQO1, GSTP1
a GSTT1 na CRC, av‰ak naznaãila moÏnou protektivní úlohu
pomalé alely EPHX1*3 (OR = 0,68; CI = 0,49–0,95; P = 0.012).
Spojení vysoké aktivity enzymu se zv˘‰en˘m rizikem pokro-
ãilého adenomu kolorekta nedávno publikoval Huang a spol.
(15) u 772 pacientÛ a 777 zdrav˘ch kontrol ãínské národnos-
ti. Negativní v˘sledky byly rovnûÏ zvefiejnûny (16). Vysoká
aktivita EPHX1 korelovala s vy‰‰ím rizikem CRC u kufiákÛ
(37) a rovnûÏ u konzumentÛ peãeného masa (OR = 3,3;  CI =
1,4 - 7,9; cit. 38). 
Glutathion S-transferázy P1 a T1 nekorelovaly s v˘skytem
CRC v maìarské studii u 500 pacientÛ a 500 kontrol. Delece
GSTM1 v‰ak byla oznaãena jako rizikov˘ faktor (OR = 1,48;
CI = 1,15 – 1,92; cit. 39). Podobnû silné studie holandské v‰ak
Ïádn˘ vztah GST k CRC nenalezly (16, 40). 
Bûhem anal˘z zohledÀujících pohlaví a vûk pacientÛ v‰ak byl
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nalezen v˘znamn˘ rozdíl v rozdûlení genotypÛ NQO1. Podle
tûchto v˘sledkÛ se zdá, Ïe u pacientÛ s CRC Ïenského pohla-
ví pfievládají nositelky variantního genotypu NQO1*2/*2
(tabulka 3), kter˘ kóduje enzymaticky neaktivní protein (41).
Enzym NQO1 katalyzuje dvouelektronovou redukci chinonÛ
na hydrochinony. NQO1 o chinony soupefií s NADPH-cyto-
chrom P450 reduktázou, která jednoelektronov˘m mechanis-
mem redukuje chinon na hydrochinon za vzniku velmi rektiv-
ního meziproduktu – semichinonu a vedlej‰ího produktu
superoxid anionradikálu (42). Chinony a jejich redukované
formy - hydrochinony jsou mutageny, které tvofií adukty s DNA
(43,44). Mutaãní spektra chinonÛ, semichinonÛ a hydrochi-
nonÛ se navzájem li‰í ve frekvenci i specificitû. NQO1 tak
vlastnû ochraÀuje buÀky pfied mutagenitou chinonÛ a pfiede-
v‰ím semichinonÛ i následnû vznikajících reaktivních forem
kyslíku. Nositelé variantního genotypu nemají funkãní NQO1
a proto pfii souãasné expozici chinonÛm, napfi.: produkty meta-
bolismu benzenu, polycyklick˘ch aromatick˘ch uhlovodíkÛ,
ale i autooxidace polyfenolÛ, mohou b˘t vystaveni zv˘‰ené
mutagenezi a karcinogenezi. 
Hou a spol. (21) nalezli u 725 pacientÛ a 729 kontrol kombi-
naci alel NQO1*2 a CYP1A1/*2 jako rizikov˘ faktor CRC (OR
= 2,2; CI = 1,1 – 4,5). Vztah byl velmi v˘znamn˘ pfiedev‰ím
u tûÏk˘ch kufiákÛ, ktefií mûli spotfiebu nad 20 cigaret na den
(OR = 21,1; CI = 3,9 – 114,4; P = 0,03). Multivariantní  ana-
l˘zy ‰panûlské populace sloÏené z 247 CRC pacientÛ a 296
kontrol ukázaly v˘znamnou úlohu variantní alely NQO1*2
jako rizikového faktoru v CRC (OR = 2,9; CI = 1,19 – 6,97;
P = 0,01) a navíc byla tato alela spojena se zv˘‰enou frekven-
cí mutací v kodonu 12 genu K-ras (OR = 6,5; CI = 1,39 - 34,9;
P = 0,003; cit. 18). Pohlavní rozdíly spojené s polymorfismem
NQO1 byly  publikovány u rakoviny plic, kde Ïeny s alespoÀ
jednou variantní alelou NQO1, na rozdíl od muÏÛ, mûly
v˘znamnû vy‰‰í riziko onemocnûní (OR = 1,89; CI =  1,33 –
2,68; cit. 45). Pohlavní rozdíly mohou souviset s rozdílnou
expozicí mezi muÏi a Ïenami (pfiedev‰ím faktory v˘Ïivy) ãi
hormonálními vlivy uvnitfi organismu. 
S pomocí logistické regrese bylo zji‰tûno, Ïe Ïádn˘ ze sledo-
van˘ch vztahÛ nebyl v˘znamnû ovlivnûn vûkov˘m rozdûle-
ním v obou sledovan˘ch skupinách. 
3. Anal˘za v˘znamu kombinací genÛ porovnáním skupiny paci-
entÛ se zdravou populací
Anal˘zou patnácti vybran˘ch kombinací dvou genÛ byl zji‰tûn
zajímav˘, i kdyÏ nev˘znamn˘ vliv v‰ech tfií moÏn˘ch kombi-
nací genÛ GSTM1, GSTP1 a GSTT1 (tabulka 4). Tyto kombi-
nace byly vybrány na základû hypotézy o negativní vs. pozi-

tivní kombinaci  polymorfismÛ. Negativní kombinace by pod-
le hypotézy znamenala sníÏenou detoxikaci, a tudíÏ zv˘‰ené
riziko interakce reaktivních metabolitÛ napfi.: polycyklick˘ch
aromatick˘ch uhlovodíkÛ a dal‰ích kontaminant Ïivotního pro-
stfiedí s biomakromolekulami oproti normálnímu stavu.
Kombinace v˘‰e uveden˘ch genÛ nebyly jako rizikové fakto-
ry zatím v literatufie uvedeny, av‰ak kombinace GSTM1-null
a pfiítomnosti aspoÀ jedné variantní alely GSTM3*B byla ozna-
ãena jako v˘znamn˘ rizikov˘ faktor CRC (OR = 2,12; CI =
1,24 – 3,63; cit. 46). Jedinci s kombinací GSTM1-null
a GSTP1*2 mají vy‰‰í riziko vzniku rakoviny plic (OR = 4,0;
CI 1,3 – 12,2; cit. 47). Velmi podobné zji‰tûní publikovali
Wenzlaff a spol. (48). V˘znamn˘ vztah této kombinace byl
rovnûÏ nalezen u rakoviny prsu (OR = 2,03; CI = 1,18 – 3,50;
P = 0,010; cit. 20). 
Na‰e pfiedchozí zji‰tûní dále podporuje vztah na hranici
v˘znamnosti, kter˘ byl nalezen u kombinace v‰ech tfií genÛ
GST (OR = 1,346; 0,910 - 1,991; 0,081; tabulka 4). 

Závûry
Anal˘za polymorfismÛ v genech kódujících enzymy biot-
ransformace u ãeské populace ukázala, Ïe mohou existovat
pohlavní rozdíly v riziku CRC. Ze studovan˘ch genÛ se v tom-
to ohledu zdá b˘t nejzajímavûj‰ím NQO1, kter˘ detoxikuje lát-
ky se strukturním motivem chinonÛ. Expozice tûmto látkám
souãasnû s defektem v uvedeném genu mÛÏe znamenat zv˘-
‰ení rizika vzniku nádorov˘ch onemocnûní obecnû. Pro dal‰í
studium zÛstává otázkou proã jsou právû Ïeny ohroÏenûj‰í ve
srovnání s muÏi. V tomto ohledu bude tfieba prostudovat hor-
monální pomûry v organismu, napfiíklad délku menstruaãní
aktivity a pouÏívání exogenních hormonálních látek typu hor-
monální antikoncepce apod. 
Dal‰ími rizikov˘mi faktory CRC se zdají negativní kombina-
ce konjugaãních enzymÛ GST. Tyto kombinace se mohou
uplatnit zejména pfii interakci s faktory Ïivotního stylu (kou-
fiení, spotfieba peãeného masa ãi zeleniny). Tyto pfiedpoklady
je tfieba ovûfiit studiem dobfie charakterizovaného souboru
s ohledem na Ïivotní styl pacientÛ i kontrolních subjektÛ. Na
podobné studii v souãasnosti pracujeme.  
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informace
Srdeãnû Vás zveme na
pfiedná‰ku/workshop

Psychické aspekty onkologick˘ch onemocnûní 18. – 19. 11. 2005, Praha

pod vedením vynikajícího nûmeckého odborníka v oblasti psychoonkologie 
profesora Volkera Tschuschke.

Témata: 
• psychoonkologie – aktuální otázky oboru a jeho rostoucí v˘znam 
• vliv psychosociálních faktorÛ na vznik a prÛbûh nádorov˘ch onemocnûní 
• vhodné metody psychosociální intervence u nádorov˘ch onemocnûní
• psychické aspekty práce s onkologicky nemocn˘mi a jejich rodinami 
• kazuistiky, diskuze

Workshop je urãen pro lékafie, sestry, psychology a dal‰í odborníky, ktefií pracují 
s onkologicky nemocn˘mi, a pro studenty.

Centrum dohody, V HÛrkách 1292/8, 158 00 Praha 5
office@centrumdohody.com
www.centrumdohody.com




