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Abstrakt

Geneticky polymorfizmus biotransformacnich enzymii a riziko vzniku karcinomu
pankreatu v Ceské republice

Uvod: Karcinom pankreatu patii diky své prognéze k jednomu z nejvétsich
problémi soucasné onkologie. Postihuje nejcastéji pacienty v Sesté a vyssi dekade a
diky minimalnim pfiznakiim v Casnych stadiich je diagnostikovan vétSinou ve fazi
lokalné pokrocilého ¢i metastatického onemocnéni. Jedinou modalitou pifedstavujici
pro pacienta Sanci na dlouhodobé piezivani je radikdlni chirurgicka resekce.
Chemoterapie 1 mozna cilena 1é€ba mé pouze paliativni charakter. Vzhledem k tomuto
by bylo nanejvy$ uzite¢né identifikovat takové genetické faktory, predisponujici ke
vzniku karcinomu pankreatu a vytvofit jakysi skriningovy program s cilem zachytu
casnych stadii. V na$i praci jsme se zamé&fili na polymorfizmy v biotransformacnich
enzymech, které ovliviiuji metabolismus karcinogenid a prokarcinogenti a mohly
predstavovat riziko karcinomu pankreatu.

Metodika: Do nasi studie bylo zafazeno 278 pacientd s karcinomem pankreatu.
Jako kontrolni skupinu jsme pouzili skupinu zdravych dobrovolnikii z ambulanci
praktickych 1ékait a transfuznich stanic. Zaméfili jsme se na studium polymorfizmi
biotransformacnich enzymt CYP1B1, EPHX, NQO1 GSTP1, GSTT1, GSTM1. DNA
byla amplifikovana PCR, nasledné Stepena restrikénimi enzymy a velikost restrikénich
produktid stanovena horizontalni elektroforézou na agarézovém gelu. Statisticka
analyza byla zpracovana pomoci statistického softwaru CRAN 2.4.0. Celkové
prezivani danych skupin a podskupin bylo stanoveno pomoci Kaplan-Maierovy
distribu¢ni funkce. Pro hodnoceni rozdilu ptrezivani mezi jednotlivymi studovanymi
skupinami byl pouzit log-rank test. Odds ratio (odhad relativniho rizika) a konfiden¢ni
intervaly pro stanoveni vztahu mezi polymorfizmy a rizikem karcinomu pankreatu
byly stanoveny logistickou regresi.

Vysledky: Hodnoceni distribuce alel mezi ptipady a kontrolami ukazalo, Ze
nosi¢i genotypu Val/Val v kodonu 432 genu CYP 1B1 maji nizsi riziko neZ nosici
divokeé alely (OR 0,59, 95%CI 36-0,96, p=0,035). Heterozygoti méli rovnéz riziko
niz§si (OR 0,69, 95%CI 0,49-0,97, p=0,033). V pfipad¢ analyzy histologicky
verifikovanych ptipadi byl nalezen jeSté signifikantnéjSi vztah. Variantni alela
v GSTP1 kodonu 105 byla spojena se zvySenym rizikem vzniku karcinomu pankreatu
(OR 1,38, 95%CI 0,96-1,97), stejné tak delece v GSTT1 ptedstavovala zvySené riziko
(OR 1,56, 95%CI 0,93-2,61), kombinace null genotypu v GSTT1 a variantni alely
v kodonu 105 GSTP1 dale riziko zvySovalo (OR 2,5, 95% CI 1,20-5,20). V ostatnich
polymorfizmech nebyl nalezen statisticky signifikantni vztah. Stejné tak nebyl nalezen
signifikantni vztah studovanych polymorfizmi a délkou piezivani pacientd s
karcinomem pankreatu.

Zavér: Nase studie byla prvni takovou studii v Ceské republice, je tieba dalsich
dat a vétSich soubori pacienti k potvrzeni nalezenych asociaci polymorfizmii v
biotransformacnich enzymech a rizikem karcinomu pankreatu.



Abstract
Genetic polymorphism of biotransforming enzymes and risk of pancreatic cancer
development in Czech Republic

Objective: Pancreatic cancer represents one of the biggest challenges of
present-day oncology. It effects mainly effects patients in sixth or higher decade of
life and due to minimal symptoms in early stages, it is usually diagnosed in locally
advanced or metastatic stage of the disease. The only modality which represents a
possible chance for long term survival is radical surgical resection. Chemotherapy and
possible targeted therapy have only a palliative role. Due to the above mentioned
facts, it would be highly useful to identify genetic factors, which could play a role in
pancreatic cancer development and create specific screening program which could
identify early stages of the disease. We have focused our study on gene
polymorphisms in biotransforming enzymes, which modify carcinogen and
procarcinogen metabolism and may represent risk factors for pancreatic cancer.

Methods: We have included 278 pancreatic cancer patients into this study. As a
control group we have chosen healthy volunteers from general practicioner clinics and
healthy blood donors. We have focused on gene polymorphisms in biotransforming
enzymes CYP1BI1, EPHX, NQO1 GSTPI1, GSTT1, GSTMI1. DNA was amplified by
PCR, consequently split by restriction enzymes and the restriction fragment size was
identified by horizontal electrophoresis.  Statistical analyses were processed by the
statistical software CRAN 2.4.0. The overall survival of given groups was determined
using Kaplan-Meier’s survival distribution functions. The Log-rank test was used for
evaluation of different survivals among investigated groups and subgroups. Odds
ratios (OR) and confidence intervals for examining the association between genetic
factors and cancer risk were estimated by logistic regression.

Results: Allele dictibution assessment between cases and controls showed, that
Val/Val genotype carriers in codon 432 CYP1BI1 have lower risk of pancreatic cancer
development then wild type carriers (OR 0,59, 95%CI 36-0,96, p=0,035).
Heterozygotes have also lower risk (OR 0,69, 95%CI 0,49-0,97, p=0,033). There was
an even more signficant relation in the case of histologicaly verified patients. Variant
allele in  GSTP1 codone 105 was associated with higher pancreatic cancer risk (OR
1,38, 95%CI 0,96-1,97), the same was found for GSTTl1deletion (OR 1,56, 95%CI
0,93-2,61). The combination of GSTT1 and GSTP1 had a multiplicative effect on the
risk for pancreatic cancer (OR 2,5, 95% CI 1,20-5,20). There was no statisticaly
significant relation in other gene polymorphisms. Also there was no association
found between studied gene polymorphisms and pancreatic cancer survival.

Conclusion: Our study was the first of its kind in The Czech Republic and further
research is needed to confirm the above mentioned gene polymorphisms associations
with pancreatic cancer risk and survival.



1. Uvod

Karcinom pankreatu piedstavuje diky své prognoze jeden znejvétSich problémi
sou¢asné onkologie. Ackoliv incidence tohoto onemocnéni v Ceské republice
kontinualné roste je znamo velice malo o rizikovych faktorech predisponujicich pro
vznik karcinomu pankreatu, stejn¢ tak o faktorech ovliviujicich prognézu tohoto
onemocnéni. Dle udajii Narodniho onkologického registru €inila incidence karcinomu
pankreatu v Ceské republice v roce 1980 6,6 na 100 000 obyvatel, avsak v roce 2005
712 9,6 na 100 000 [1]. Po nadorech plic a tlustého stieva je karcinom pankreatu tietim
v pfi¢inach tmrti na nadorovd onemocnéni muzi mezi 35 az 54 roky. Postihuje
nejCastéji generaci paté a vySSi dekady. Jedinou terapeutickou moZznosti, kterad
pacientovi pfindsi Sanci na dlouhodobé pieziti je radikalni chirurgicka resekce, ktera
vSak jiz Casto neni mozna, jelikoz vétSina pacientd je diagnostikovana v lokalné
pokrocilém ¢i metastatickém stddiu onemocnéni.

2. Hypotézy a cile prace

Vzhledem ke skuteCnosti, ze vétSina nemocnych je diagnostikovana v pokrocilém
stadiu, bylo by vysoce efektivni najit takovy predisponujici geneticky faktor, ktery by
vyclenil skupinu zdravych lidi s vysokym rizikem a umoznil je zafadit do
skriningového programu s ucelem ¢asného zachytu onemocnéni. Zaméfili jsme se na
studium polymorfizmi biotransformac¢nich enzymi CYP1BI1, EPHX, NQO1 GSTP1,
GSTT1, GSTMI. Primarnim cilem mé prace bylo zjistit, zda vybrané polymorfizmy
biotransformacénich enzymi modifikuji riziko vzniku karcinomu pankreatu v Ceské
populaci, sekundarnim cilem bylo studovat prognosticky vyznam vybranych
polymorfizmii u  nemocnych s karcinomem slinivky bfisni, poslednim cilem bylo
vyhodnotit relativni vahu jednotlivych epidemiologickych faktori, které jsou
povazovany za rizikové ve vztahu ke vzniku karcinomu pankreatu.

3. Material a metodika

Vztah polymorfizmi k riziku vzniku karcinomu pankreatu byl zkouman na studii
pfipadii a kontrol. Nabor subjektti hodnoceni zacal v zaii 2004 a trva nepfetrzité
dodnes. Celkové bylo k vySe uvedenému datu do studie zafazeno 754 subjektl
zahrnujicich piipady 1 kontroly. Ptipady byly rekrutovany z péti klinickych pracovist
lokalizovanych v Praze, Ptibrami, Liberci, Rakovniku a Zlin€. Pro izolaci DNA byly
pouzity dvé metody, a to fenol chloroformovéa extrakce a izolace magnetickou
separaci. Vzorky =z transfuznich stanic byly zpracovany fenol chloroformovou
extrakei, vzorky karcinomu pankreatu a vzorky kontrol z ambulance praktického
I¢kate pomoci magnetickych partikuli ptistrojem KingFisher. Genotypovani obou
skupin subjektd bylo provedeno pomoci metody polymerazové tetézové reakce (PCR
— ,,Polymerase Chain Reaction) s naslednou restrikéni analyzou délky fragmenth
(RFLP — ,Restriction Fragment Lenght Polymorphism®). Statistickd analyza byla
zpracovana pomoci statistického softwaru CRAN 2.4.0. Celkové piezivani danych



skupin a podskupin bylo stanoveno pomoci Kaplan-Maierovy distribu¢ni funkce. Pro
hodnoceni rozdilu pfezivani mezi jednotlivymi studovanymi skupinami byl pouzit log-
rank test. Odds ratio (odhad relativniho rizika) a konfidencni intervaly pro stanoveni
vztahu mezi polymorfizmy a rizikem karcinomu pankreatu byly stanoveny logistickou
regresi.

4. Vysledky

Prvni pfedbézné statistické hodnoceni souboru bylo provedeno v prosinci 2007 a
uvefejnéno v Casopise Prakticky lékat vroce 2008. Z vysledku vyplyva, ze hruby
odhad relativniho rizika (crude odds ratios) se neli$i mezi skupinami kontrolnich
subjektii a klinicky potvrzenych pfipadi pro polymorfizmus v genech CYPIBI,
NQOI, GSTPI, EPHX (ptedbézné vysledky polymorfizmu EPHX byly nasledné
vyvraceny pii analyze vétSiho souboru pacientl) a GS77I. Hodnoceni
epidemiologickych dat, tykajicich se predevsim zivotniho stylu, nepfineslo statisticky
vyznamné vysledky. Statisticky stoupa riziko onemocnéni s vékem a soucasné jsme
zaznamenali mirny rozdil ve vyskytu nadoru z hlediska v€ku a pohlavi. U muzi
vzestup zacina jiz ve stfednim veéku (od cca 40 let). U Zen jsme vzestup zaznamenali
az po 50. roce zivota. Samotny vliv pohlavi nebyl statisticky signifikantni. V dalsi
publikaci jsme se zamé&fili na vztah mezi polymorfizmy v CYPIBI a rizikem vzniku
karcinomu pankreatu. Hodnoceni distribuce alel mezi ptipady a kontrolami ukazalo, ze
nosici genotypu Val/Val v kodonu 432 maji niz$i riziko nez nosici divoké alely (OR
0,59, 95%CI 36-0,96, p=0,035). Heterozygoti méli rovnéz riziko nizsi (OR 0,69,
95%CI 0,49-0,97, p=0,033). V ptipad¢ analyzy histologicky verifikovanych piipadi
byl nalezen jesté signifikantnéjsi vztah. Na druhou stranu jsme nenalezli Zadny vztah
mezi polymorfizmy v kodonu 453 a rizikem vzniku karcinomu pankreatu. Celkové
prezivani pacientl s wild-type genotypem v kodonu 453 1432 bylo delsi, ale vysledek
nebyl statisticky signifikantni. V nésledujici publikaci jsme sledovali asociaci mezi
rizikem vzniku karcinomu pankreatu a polymorfizmy v genech GSTPI, GSTTI,
GSTM1. Zjistili jsme, Ze variantni alela v GSTP1 kodonu 105 byla spojena se
zvySenym rizikem vzniku karcinomu pankreatu (OR 1,38, 95%CI 0,96-1,97), stejné
tak delece v GSTT1 ptedstavovala zvysené riziko ( OR 1,56, 95%CI 0,93-2,61),
kombinace null genotypu v GSTT1 a variantni alely v kodonu 105 GSTP1 dale riziko
zvysSovalo (OR 2,5, 95% CI 1,20-5,20). Daéle jsme studovali, zda polymorfizmy
v genech podilejicich se na metabolizmu karcinogenti, vznikajicich pii hoteni tabaku a
polymorfizmy v genech metabolizujici alkohol maji vztah kriziku karcinomu
pankreatu. Konkrétné¢ jsme studovali CYP 2A13 (ArglO1Stop) a dale ADHIB
(Argd48His) a ADHI1C (Ile350Val). Z vysledkt plyne, ze studované polymorfizmy v
ADHIB ani ADH 1C neptedstavovaly zvySené riziko vzniku karcinomu pankreatu.
Stejné tak jsme nenalezli signifikantni vztah polymorfizmu CYP 2A13 ke karcinomu
pankreatu (variantni alela kodujici inaktivni enzym byla pfitomna pouze v 7 ptipadech
pacienti a u zadné kontroly). V posledni publikaci bylo studovéno riziko vzniku
karcinomu pankreatu a genu TP 53 jako zakladniho regulaéniho prvku bunécného
cyklu. Mutace v TP53 jsou nalézany v fad¢ tumorti, v nichZ mutace zpiisobi inaktivaci
genu a tim umozni spusténi karcinogeneze. Zaméfili jsme se na 4 polymorfizmy a to



rs17878362:A1>A2, 1s1042522:G>C, 1s12947788:C>T a r1s17884306:G>A.
Z vysledki vyplyva, ze ptitomnost variantni alely v kodonu 1042522 piedstavuje
zvysené riziko vzniku karcinomu pankreatu ( OR 1,73, 95% CI 1,26-2,39, p=0,001).
Analyza haplotypti prokazala, ze ptitomnost haplotypu A2CCG byla ve srovnani
s nejcastejSim haplotypem A1GCG asociovana se zvySenym rizikem (OR 1,39, 95%CI
1,02-1,88, p=0,034), naopak pfitomnost haplotypu A1CCG se snizenym rizikem (OR
0,30, 95%CI 0,12-0,76, p=0,011) vzniku karcinomu pankreatu.

5. Diskuse

Epidemiologicka data

V nasi studii se nepodaiilo potvrdit obecné uznavana epidemiologickd data. Koufeni
jako rizikovy faktor [2], stejné¢ jako konzumace alkoholu, diabetes mellitus [3] a
nadvéaha neptedstavovaly statisticky vyznamny rizikovy faktor.

CYP 1B1

Polymorfizmy v cytochromu P450 jsou davany do souvislosti se zvySenym rizikem
fady nadorovych onemocnéni zahrnujicich karcinom tlustého stieva [4], plic [5],
prostaty [6], ledvin [7], hlavy a krku [8] a konec¢né 1 karcinom pankreatu [9]. V nasi
studii nebyl nalezen vztah mezi polymorfizmem v genu pro CYPIBI exonu 453 a
rizikem vzniku karcinomu pankreatu. Podobné¢ nebyla nalezena asociace mezi
prezivanim pacientll s karcinomem pankreatu a obéma sledovanymi polymorfizmy v
CYPIBI. Studie vztahu polymorfizmu v CYPIBI k pieZivani pacientll s karcinomem
pankreatu nebyla dosud publikovana. V nasi studii jsme vSak nalezli signifikantni
vztah mezi polymorfizmem v kodonu 432 genu CYPIB] a rizikem vzniku karcinomu
pankreatu. U histologicky verifikovanych pacienti, byla nalezena jeSté silné;si
asociace. Nosi¢i divokého genotypu maji vyssi riziko pro vznik onemocnéni. Tento
vysledek je v literatufe o karcinomu pankreatu zcela unikdtni. Byla publikovdna
studie, ve které byla nalezena zvySend hladina aduktli hemoglobinu, odvozenych od 4-
aminobiphenylu, u nosi¢ii divokého genotypu. Zvysena aktivita enzymu divokého typu
tudiZz muze predisponovat k poskozovani biomakromolekul a predstavuje mozny
mechanizmus u¢inku nami nalezeného vztahu polymorfizmu CYPI1B1 k riziku vzniku
karcinomu pankreatu (vys$$i aktivita enzymu aktivujictho prokarcinogeny = vyssi
riziko vzniku nadoru).

GSTM1

I kdyz GSTM 1-null genotyp je piredpoklddanym rizikovym faktorem pro karcinom plic
[10] dle naSich zjisténi neni ziejma souvislost s rizikem karcinomu pankreatu. NasSe
vysledky se shoduji s diive publikovanymi pracemi. [11], [12], [13].

GSTP1

Z naSich vysledkt vyplyva, Ze piitomnost variantni alely v kodonu 105 byla
asociovdna se zvySenym rizikem karcinomu pankreatu u pacientli mladsich 50 let.
Nase studie podporuje diive publikované vysledky o roli GSTPI v patogenezi
karcinomu slinivky bfisni [11].



GSTT1

GSTTI-null genotyp byl asociovany se zvySenym rizikem karcinomu pankreatu (1,56-
krat vyssi riziko). Tento vysledek byl evidentni u subjektti starSich 50 let (1,66-krat
vy$si riziko), u mladSich bylo riziko nevyznamné. Prvni studie tohoto typu nenalezla
asociaci GSTTI-null genotypu s karcinomem pankreatu. Duell et al. vSak udavaji, ze
kombinace koufeni a delece v polymorfizmu GST7T1 je spojend se zvySenym rizikem
karcinomu pankreatu a toto riziko je vyssi u Zen [12], [35]. V nasi studii nebylo riziko
ovlivnéno koufenim ani pohlavim. Kombinace polymorfizmt v GSTT1 a GSTPI méla
multiplikativni efekt a zvySovala riziko vzniku karcinomu pankreatu 2,5-krat.

EPHX

EPHX je jeden zmnoha enzymu, které se ucastni metabolismu endogennich a
exogennich latek. Né&které studie naSly vztah polymorfizmi v EPHX s rizikem
karcinomu ovaria [14] a rizikem nadorti plic [15]. Nicméné vétSina dosavadnich studii
probehla na pomérné malém souboru pacientli a kontrol a je tedy nutné je dale oveéfit.
V nasi studii jsme nenasli jednozna¢ny vztah polymorfizmu v genu EPHX k riziku
vzniku a pfezivanim karcinomu pankreatu.

NQO1

Byla publikovéna tada praci dokazujicich vztah polymorfizm v NOQOI s nadorovym
onemocnénim, napt. s nadory plic [16], kolorektalnim karcinomem [17], karcinomem
moc¢ového meéchyfe [18]. V nckolika publikovanych studiich bylo prokazéano, Ze
zvySena aktivita enzymu je spojena se snizenym rizikem vzniku karcinomu pankreatu.
Tento vztah platil jesté vyraznéji u kuiaka, kde NQO1 ptisobil jako ochranny faktor
[19].Ve vétsiné publikovanych studii vSak velikost souboru pacientti byla pomérné
mald a z toho vyplyva 1 mala sila studii. V naSem souboru se nepodafilo jednoznacné
prokazat vztah polymorfizmu NQO! srizikem vzniku karcinomu pankreatu a s
celkovym pfezivanim.

Vzhledem k malému mnozstvi pacientd se shodnou onkologickou terapii nebylo
mozno zhodnotit vztah polymorfizmi k riznym chemoterapeutickym reZimim a k
potencionalni odpovédi na né.
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