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Abstrakt  
Úvod: Cílem této práce bylo sledování genetických faktorů ovlivňujících riziko vzniku a průběh 

karcinomů kolorekta a pankreatu. První část se zabývá etiologickými faktory, a to vlivem 

polymorfismů v biotransformačních enzymech a genetických alterací v genu CHEK2 na vznik těchto 

malignit. V druhé části jsou analyzovány geny transportu cytostatik jako případné prognostické a 

prediktivní markery odpovědi na onkologickou léčbu. Materiály a metody: Polymorfismy a další 

genetické alterace byly zjišťovány pomocí real-time PCR, alel-specifické PCR a PCR-RFLP metody 

v DNA získané z krve pacientů. Byla hodnocena frekvence polymorfismů a posuzován jejich význam 

s ohledem na dostupná epidemiologická data. Exprese genů byly stanoveny metodou qPCR 

v párových vzorcích tkání nádoru a okolního parenchymu. Výsledky: Pro většinu námi sledovaných 

polymorfismů se nepodařilo prokázat vztah mezi jejich přítomností a rizikem vzniku obou těchto 

malignit. Variantní alela CYP2A13*7, byla nalezena u 7 z 265 hodnocených zdravých kontrol, ale 

nebyla nalezena u žádného pacienta s karcinomem pankreatu. Výskyt variantní alely GSTP1-Val a 

genotypu GSTT1-null byl naopak spojen se zvýšeným rizikem vzniku karcinomu pankreatu (OR=2,38; 

95% CI=1,17- 4,83). V souboru pacientů s kolorektálním karcinomem byl genotyp GSTT1-null 

v kombinaci s GSTM1-null genotypem spojen s mírně zvýšeným rizikem (OR=1,58; 95% CI=1,01-

2,47) a samotná delece GSTM1 zvyšovala riziko kolorektálního karcinomu po zohlednění ostatních 

sledovaných faktorů (OR=1,30; 95% CI=1,01-1,68). Porovnáním exprese všech 49 členů lidské 

nadrodiny ABC transportérů u vzorků nádoru pankreatu s okolní nenádorovou tkání pankreatu jsme 

zjistili, že 11 genů bylo statisticky významně upregulováno a 4 downregulovány (p<0,05) v tkáni 

adenokarcinomu. Zjištěná zvýšená exprese ABCB2, ABCB3, ABCB4, ABCC1, ABCC5 v nádorové 

tkáni je ve shodě s jejich dříve prokázaným fenotypem mnohočetné lékové rezistence. Downregulace 

ABCA3 (p=0,002), ABCA5 (p=0,010), ABCC6 (p<0,001) a ABCC7 (p=0,016) ve tkáni karcinomu 

pankreatu zatím nebyla publikována. Závěry: Naše výsledky ukazují, že polymorfismy v genech 

kódující biotransformační enzymy mohou ovlivňovat riziko vzniku maligního onemocnění slinivky 

břišní a tlustého střeva v české populaci. Výsledky pilotní studie zaměřené na expresi ABC 

transportérů ve tkáni karcinomu pankreatu prokázaly významné rozdíly v hladinách transkriptů těchto 

membránových enzymů, které jsou klíčové pro transport cytostatik ven z nádorových buněk. Pro 

potvrzení těchto výsledků jsou však nutné ověřující analýzy na větších souborech pacientů. 

Klíčová slova: karcinom, pankreas, tlusté střevo, biotransformace, transport léčiv 



Abstract 
Introduction: The aim of this study was to evaluate the role of genetic and lifestyle factors in the risk 

of onset and progression of colorectal and pancreatic cancer. The first part deals with the etiological 

factors and the importance of polymorphisms in biotransformation enzymes and genetic alterations in 

the gene CHEK2 in the origin of these malignancies. In the second part, the ABC transporter genes 

were analyzed as potential prognostic and predictive markers of a treatment’s outcome. Materials and 

methods: The polymorphisms and other genetic alterations were detected using real-time PCR, allele-

specific PCR and PCR-RFLP methods in DNA which was extracted from the blood of patients. The 

frequency of polymorphisms was evaluated and their importance was assessed with regard to the 

available epidemiological data. Gene expressions were determined by qPCR in paired samples of 

tumor tissue and adjacent non-tumorous parenchyma. Results: A majority of the observed 

polymorphisms failed to show a relationship between their presence and the risk of any of these 

malignancies. CYP2A13 variant allele*7 coding inactive enzyme was found in 7 of 265 controls and in 

none of 235 pancreatic carcinoma patients. In contrast, GSTP1-codon 105 Val variant allele and 

GSTT1-null genotype were associated with an elevated pancreatic cancer risk (OR=1.38; 

95%CI=0.96-1.97 and OR=1.56; 95%CI=0.93-2.61, respectively). A combination of GSTT1-null and 

GSTP1-codon 105 Val variants further increased the risk of pancreatic cancer (OR=2.50; 

95%CI=1.20-5.20). In the group of patients with colorectal cancer, the GSTT1-null genotype in 

combination with the GSTM1-null genotype was associated with a slightly increased risk (OR=1.58, 

95% CI=1.01-2.47) and the actual deletion of GSTM1 increased the risk of colorectal cancer after 

adjusting for other observed factors (OR=1.30, 95% CI=1.01-1.68). By comparing the expression 

levels of all 49 members of the human ABC transporters in pancreatic tumor samples with 

nonmalignant pancreatic tissue, we found that 11 genes were significantly upregulated and 4 genes 

downregulated (p<0.05) in adenocarcinoma tissue. The observed increased expression of ABCB2, 

ABCB3, ABCB4, ABCC1, ABCC5 in tumor tissue is consistent with their previously demonstrated 

multidrug resistance phenotype. Downregulation of ABCA3 (p=0.002), ABCA5 (p=0.010), ABCC6 

(p<0.001) and ABCC7 (p=0.016) in pancreatic cancer tissue has not yet been published. Conclusions: 

Our results indicate that polymorphisms in genes coding for biotransformation enzymes may influence 

the risk of malignant disease of the pancreas and colon in the Czech population. The results of the 

pilot study on the expressions of ABC transporters in pancreatic cancer tissues showed significant 

differences in transcript levels of these membrane proteins that are crucial for the transport of 

chemotherapeutic agents outside of tumor cells. However, analyses on larger sets of patients are 

necessary to verify and confirm these results. 
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1. TEORETICKÝ ÚVOD 
 

1.1. Zhoubné nádory- adenokarcinom pankreatu a kolorektální karcinom 

 

 Kolorektální karcinom (CRC; MKN-10, C.18-C.20) je celosvětově třetím nejčastěji 

diagnostikovaným zhoubným nádorem. Dle odhadů každoročně touto malignitou onemocní více než 

1 000 000 lidí a asi 500 000 zemře [1]. Česká republika se v rámci incidence CRC řadí na druhou 

příčku v Evropě [2]. V roce 2007 bylo hlášeno 7 826 CRC. Z toho bylo 4 638 případů u mužů (tj. 91,9 

případů na 100 tis. mužů) a 3 188 případů u žen (tj. 60,4 případů na 100 tis. žen). To jej u obou 

pohlaví činí, po vyloučení „jiného zhoubného novotvaru kůže“ (dg. C44), druhou nejčastější 

onkologickou diagnózou po karcinomu prostaty u mužů a karcinomu prsu u žen. Nejčastěji je 

novotvar lokalizován v tlustém střevě (dg. C18). Zde se nachází u mužů 55 % zhoubných nádorů, u 

žen 60 %. Následuje konečník - rektum (dg. C20) a oblast přechodu tlustého střeva v konečník - 

rektosigmoidální spojení (dg. C19) [3]. 

 

 Obrázek č. 1: Incidence a mortalita karcinomu tlustého střeva v ČR 

 

 

Legenda: Graf zobrazuje časový vývoj hrubé incidence (počet nových případů na 100 000 osob) a hrubé 

mortality (počet úmrtí na diagnózu na 100 000 osob) pro zvolenou diagnózu v celé populaci. Analyzovaná data: 

n (incidence)=108 399; n (mortalita)=65 316. Zdroj: http://www.svod.cz 

 

 Karcinom pankreatu (PanC; MKN-10, C.25) je jednou z nejzávažnějších forem nádorového 

onemocnění. Dle odhadů American Cancer Society v roce 2008 touto malignitou onemocnělo 37 680 

Američanů a 34 290 v témže roce zemřelo, což ji řadí na čtvrtou příčku v příčinách úmrtí na nádorová 

http://www.svod.cz/
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onemocnění [4]. V České republice je jak incidence, tak i mortalita karcinomu pankreatu nejen 

srovnatelná se zahraničím (1926 nových případů a 1781 úmrtí na C25.0 v roce 2007 dle UZIS-3), ale 

dokonce se řadíme k zemím s nejvyšší incidencí novotvaru slinivky břišní na světě [5].  

 

 Obrázek č. 2: Incidence a mortalita karcinomu pankreatu v ČR 

 

 

Legenda: Graf zobrazuje časový vývoj hrubé incidence (počet nových případů na 100 000 osob) a hrubé 

mortality (počet úmrtí na diagnózu na 100 000 osob) pro zvolenou diagnózu v celé populaci. Analyzovaná data: 

n (incidence)=44 173; n (mortalita)=39 840. Zdroj: http://www.svod.cz 

 

 

 Navzdory závažnosti těchto malignit a velmi špatné prognóze, spojené zejména s karcinomem 

pankreatu, není jejich etiologie a molekulární patogeneze stále objasněna. 
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1.1.1. Etiologie a rizikové faktory 

 

 V etiologii sporadického karcinomu kolorekta jsou stále častěji zmiňovány stravovací návyky. 

Maso a jeho nevhodná příprava spolu se sníženým příjmem ovoce a zeleniny bývají uváděny mezi 

možnými rizikovými faktory. Důvodem tohoto zvýšeného rizika bývají nejčastěji považovány 

karcinogeny, které vznikají při vysokých teplotách úpravy masa (grilování, smažení), a to 

polycyklické aromatické uhlovodíky a heterocyklické aminy [6]. Tyto sloučeniny jsou i součástí 

cigaretového kouře, který je také potenciálním rizikovým faktorem vzniku kolorektálního karcinomu 

[7].  

 Publikované rizikové faktory u karcinomu pankreatu jsou věk, pohlaví, diabetes, chronická 

pankreatitida, dietní návyky, kouření a infekce Helicobacter pylori [8, 9, 10]. 

 Metabolizmus cizorodých látek vyskytujících se v životním prostředí člověka, a to jak 

aktivace prokarcinogenů, tak odbourávání karcinogenů v organismu, může rovněž hrát důležitou roli 

při vzniku a rozvoji obou malignit. Polymorfismy v genech kódujících biotransformační enzymy tedy 

mohou ovlivňovat riziko vzniku nádorového onemocnění u jednotlivce [11, více viz. Kapitola 1.2. 

Biotransformace a biotransformační enzymy str. 10] 

 V literatuře se uvádí, že pouze kolem 6% kolorektálních karcinomů a 4-16% karcinomů 

pankreatu patří k tzv. familiární formě, kdy jsou nalezeny zárodečné mutace v genech s vysokou 

penetrací [12,13]. Nejznámější hereditární formy karcinomu tlustého střeva a konečníku jsou: 

familiární polypóza a Lynchův syndrom I a II. Karcinom pankreatu doprovází s nižší četností Lynchův 

syndrom, Li- Fraumeniho syndrom, hereditární maligní melanom a další.  Mutace hereditárních forem 

nádorových onemocnění se nacházejí v genech podílejících se na regulaci buněčného cyklu, tumor 

supresorových genech, i proto-onkogenech. Daleko větší podíl na genetické predispozici k nádorovým 

onemocněním mají pravděpodobně kombinace alterací genů s nízkou penetrancí [14,15]. 

 Jedním z intenzivně studovaných genů s nízkou penetrancí je CHEK2 (checkpoint kinase 2) 

označovaný někdy také jako CHK2. Tento gen kóduje proteinkinázu aktivovanou v odpovědi na 

poškození genomové DNA. Svou aktivitou se podílí na regulaci buněčného cyklu v kontrolních 

bodech (přechod G1 do S fáze a přechod G2 do M fáze) a indukci apoptózy [16]. Při vzniku 

dvouřetězcových zlomů genomové DNA je molekula CHEK2 fosforylována pomocí ATM-protein 

kinázy (produkt tumor supresorového genu ATM). Aktivovaný protein CHEK2 následně fosforyluje 

několik substrátů (Obrázek. č. 3). Fosforylací proteinu p53 na místě serinu v poloze 20 je umožněna 

vazba mdm2 aktivovaného ATM-dependentní fosforylací, čímž dochází k inhibici degradace p53 a tím 

k jeho následné stabilizaci v jádře. Zvýšená hladina p53 v buňce vyvolává neadekvátní odpověď na 

poškození DNA. Protein CHEK2 svým působením inhibuje také funkci fosfatáz cdc25a a cdc25c. 
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Tyto fosfatázy jsou odpovědné za průchod přes kontrolní body G1/S a G2/M a tím pokračování 

buněčného dělení. Jejich inhibicí dochází k zástavě buněčného cyklu v uvedených bodech. Nedávno 

byla rovněž popsána jistá kooperace CHEK2 s BRCA1 na zástavě buněčného cyklu [17]. 

Obrázek č. 3: Schéma působení proteinu CHEK2 aktivovaného v důsledku genotoxického 

poškození DNA [18] 

 

 

 

 V genu CHEK2 bylo doposud popsáno několik inaktivujících mutací v souvislosti se vznikem 

jak hereditárních nádorových syndromů (Li-Fraumeni syndrom), tak i sporadických maligních nádorů 

(karcinom prsu, kolorekta, prostaty, štítné žlázy, osteosarkom). Nejstudovanější mutací je v současné 

době delece cytosinu v pozici 1100 od iniciačního signálu mRNA CHEK2 (alela CHEK2*1100delC), 

která způsobuje inaktivaci proteinu CHEK2 díky zkrácení proteinového produktu v místě kinázové 

domény. Na základě rozsáhlých populačních studií v různých zemích je tato mutace uváděna 

do souvislosti se zvýšeným rizikem vzniku karcinomu prsu (RR = 2) a výskytem HBCC syndromu - 

rodinného výskytu karcinomu prsu a kolorekta [19,20]. V nedávné době byla popsána i další mutace 

I157T zasahující FHA (fork head associated) doménu proteinu, která se rovněž vyskytuje 

signifikantně častěji u pacientek s karcinomem prsu [21].  
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1.1.2. Terapie a prognóza 

 

 Prognóza a terapie kolorektálního karcinomu značně závisí na stádiu, ve kterém byla nemoc 

zjištěna. Zatímco po radikálním odstranění tumoru u počátečních stádií je pětileté přežití vyšší než 

80%, u metastatické formy je průměrná doba přežití 11 měsíců. Jediný kurativní postup je radikální 

resekce tumoru. Chemoterapie je indikována u lokálně pokročilých tumorů po chirurgickém výkonu 

(adjuvance) a u metastazujících nádorů jako terapie paliativní. Zejména jsou využívány režimy 

obsahující nukleotidová analoga jako 5-fluorouracil [22].  

 

 Prognóza karcinomu pankreatu je vzhledem k mortalitě rovnající se incidenci infaustní. Mezi 

základní prognostické faktory karcinomu pankreatu patří stádium onemocnění (staging), provedení 

radikálního chirurgického výkonu a výkonnostní stav pacienta (performance status). Molekulárně 

biologické prognostické faktory jsou intenzivně studovány, ale zatím bez uplatnění v klinické praxi. 

Chemoterapií pokročilého karcinomu pankreatu je dosahováno mediánu přežití jen kolem 5-8 měsíců. 

V kontrolních skupinách bez chemoterapie se pohybuje medián přežití pouze mezi 2-4 měsíci [23]. 

Jednou z příčin je pozdní diagnostika tohoto typu onemocnění. Klinické příznaky se objevují až v 

pozdních stadiích a v době diagnózy je již 50 % pacientů s metastatickým postižením. Jediným dnes 

potenciálně kurativním přístupem je radikální resekce. S ohledem na pozdní diagnózu a špatný 

výkonnostní stav nemocných podstupuje radikální výkon jen kolem 15 – 20 % pacientů [24]. V 

adjuvantní i paliativní chemoterapii se uplatňují i zde, stejně jako u kolorektálního karcinomu, 

zejména nukleotidová analoga. Dnes je uváděn jako lék první volby Gemcitabin. 

 

 Gemcitabin (2´,2´-difluorodeoxycytidine, Gemzar, Eli-Lilly, Indianapolis, Obrázek č. 4) patří 

k druhé generaci nukleoidových analogů [25]. Pilotní randomizovaná studie prokázala významně lepší 

jednoleté přežívání pacientů s karcinomem pankreatu léčených gemcitabinem ve srovnání s těmi, kdo 

byli léčeni 5-fluorouracilem (18 vs. 2%; p=0.0001) [26]. Přestože se gemcitabin stal zlatým 

standardem v léčbě pokročilého karcinomu pankreatu [27], odpověď na tuto léčbu u pankreatických 

nádorů zůstává nižší než 10% [28,29]. K tomu významně přispívá získaná rezistence nádorových 

buněk vůči cytostatikům, demonstrována inter-individuálními rozdíly ve farmakokinetice a 

farmakodynamice gemcitabinu. 
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Obrázek č. 4: Struktura gemcitabinu 

 

 

 

 Chemorezistence je způsobena mnoha různými, pravděpodobně na sobě nezávislými, 

mechanizmy jako jsou změny v membránovém transportu pro léčiva, neúčinná metabolická aktivace, 

zvýšená oprava poškození DNA a alterace apoptotické dráhy [30, 31]. Gemcitabin je transportován do 

intracelulárního prostoru pomocí nukleosidových transportérů (SLC- Solute carrier transporters). 

Naopak transportéry rodiny ABC (ATP-binding cassette transporters) způsobují jeho eflux ven 

z buňky. Intracelulárně dochází k jeho metabolické aktivaci (více viz příloha č.10 a 11).  

 Erlotinib hydrochlorid (OSI-774, Tarceva, CP-358774, Obrázek č. 5) je per os podávaná 

molekula, která blokuje intracelulární signální dráhu receptoru epidermalního růstového faktoru 

(epidermal growth factor receptor, EGFR, OMIM:131550) pomocí vazby na místo pro ATP, které je 

nezbytné pro tyrosin kinázovou aktivitu EGFR. Signální dráhy tyrosin kináz jako je EGFR jsou 

zapojeny do procesů proliferace nádorových buněk, apoptózy, angiogeneze a v procesu metastazování 

[32, 33]. Erlotinib byl schválen pro léčbu lokálně pokročilého, neoperabilního karcinomu pankreatu, 

nebo jeho metastatické formy v kombinaci s chemoterapií [34].  

Erlotinib je metabolizován cytochromy P450 (CYP), a to zejména  CYP3A4 (OMIM:124010) 

a CYP3A5 (OMIM:605325), méně potom CYP1A1 (OMIM:108330), CYP1A2 (OMIM:124060), 

CYP1B1 (OMIM: 601771), CYP2D6 (OMIM:124030) a CYP2C8 (OMIM: 601129). 

Obrázek č. 5: Struktura erlotinibu 
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Hlavními cirkulujícími metabolity erlotinibu jsou produkty O-demetylace postranního řetězce 

(např. OSI-420 a OSI-413) [35-37]. Zajímavé z hlediska této práce je, že ABC transportéry se podílí 

na transportu erlotinibu přes buněčnou membránu a mohou tak ovlivňovat výsledky léčby (více viz. 

kapitola:  Erlotinib a ABC transportéry str. 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 

 

 

1.2.  Biotransformace a biotransformační enzymy 

 

Biotransformační enzymy, které se nacházejí především v jaterních buňkách, obvykle konvertují 

xenobiotika rozpustná v tucích na látky rozpustné ve vodě a usnadňují tak jejich vylučování 

z organismu. Biotransformace se skládá ze tří kroků: 1. fáze (aktivace), 2. fáze (konjugace) a 3. fáze 

(transport). Hlavními enzymy 1. fáze biotransformace jsou cytochromy P450 a další enzymy jako 

NAD(P)H:chinon oxidoreduktázy, které katalyzují aktivační reakce, při kterých vznikají reaktivní 

meziprodukty. Tyto elektrofilní meziprodukty poté snadno konjugují s nukleofilními molekulami jako 

je např. glutation v reakcích 2. fáze biotransformace. Většina těchto konjugovaných produktů je poté 

pumpována vně buněk pomocí membránových ABC transportérů. Tyto metabolické pochody 

ovlivňuje u člověka řada fyziologických faktorů jako pohlaví, věk a stav výživy, ale i faktory 

patologické, mezi které patří celá řada onemocnění (diabetes mellitus, jaterní cirhóza, onemocnění 

ledvin a další) [38]. 

Tabulka č. 1: Hlavní biotransformační enzymy dle [38] 

 Protein EC číslo Gen Reakce 

Fáze 1     

Cytochrom P450 monooxygenáza P450 1.14.14.1 CYP Oxidace, redukce, peroxidace 

Flavinové monooxygenázy FMO 1.14.13.8 FMO Oxidace 

Alkohol dehydrogenázy ADH 1.1.1.2 ADH Oxidace alkoholů 

Aldehyd dehydrogenázy ALDH 1.2.1.5 ALDH Oxidace aldehydů 

Monoamin oxidázy MAO 1.4.3.4 MAO Oxidativní deaminace 

NAD(P)H-chinon oxidoreduktázy NQO 1.6.5.2 NQO Redukce chinonů 

Epoxidhydrolázy EPHX 3.3.2.9 EPHX Hydrolýza epoxidů 

NADPH-cytochrom P450 reduktáza CPR 1.6.2.4 POR Redukce 

Karbonyl reduktázy CR 1.1.1.184 CBR Redukce 

Aldo-keto reduktázy ALR 1.1.1.21 AKR Redukce 

Karboxyl esterázy CE 3.1.1.2 PON Hydrolýza 

Deaminázy CD 3.5.4.1 CDA Hydrolytická deaminace 

Fáze 2     

Glutation S-transferázy GST 2.5.1.18 GST Konjugace s glutationem 

UDP-Glukuronosyltransferázy UGT 2.4.1.17 UGT Konjugace s glukuronidem 

N-acetyltransferázy NAT 2.3.1.5 NAT Acetylace 

Sulfonyltransferázy SULT 2.8.2.3 SULT Konjugace se sulfátem 

Fáze 3     

ABC transportéry MDR 3.6.3.44 ABCB Transmembránový transport 

 MRP 3.6.3.44 ABCC Transmembránový transport 

 BCRP 3.6.3.44 ABCG Transmembránový transport 

Protein spojený s rezistencí plic LRP 3.6.3.44 MVP Jádro-cytoplazma transport 

Legenda: Číslo EC (z anglického Enzyme Commision number) je numerické klasifikační schéma pro enzymy 

založené na chemických reakcích, které katalyzují. Každé EC číslo je doplněno doporučeným názvem 

reprezentovaného enzymu. 

http://cs.wikipedia.org/wiki/Enzym
http://cs.wikipedia.org/wiki/Chemick%C3%A1_reakce
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Katalyz%C3%A1tor_%28chemie%29&action=edit&redlink=1
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1.2.1. Polymorfismy v biotransformačních enzymech 1. fáze biotransformace a vztah 

k nádorovým onemocněním 

 

Karcinogeny tabákového kouře jako je např. nitrosamin 4–(methylnitrosamino)–1–(3–pyridyl)–

1–butanon (NNK) jsou v lidském těle metabolizovány za účasti CYP. NNK dokáže indukovat 

nádorové onemocnění plic, nosní dutiny, pankreatu a jater u laboratorních potkanů [39, 40]. Mezi 

biotransformační enzymy, účastnící se na produkci jak keto-aldehydu, tak i keto-alkoholu z NNK, se 

řadí CYP2A13. CYP2A13 (cytochrom P450 2A13, OMIM: 608055)  se nachází, stejně jako ostatní 

členové CYP2A podrodiny, na dlouhém raménku chromosomu 19 [41]. Některé polymorfismy 

CYP2A13 vedou ke změnám enzymatické funkce proteinu, např. záměnou cystidinu za arginin 

v kodonu 257 vzniká enzym s dvakrát nižší katalytickou účinností. Tento polymorfismus je uváděn 

v souvislosti s rizikem bronchogenního karcinomu v čínské populaci [42], avšak v bělošské populaci 

se vyskytuje ve frekvenci nižší než 1% [43]. Naopak nonsense polymorfismus Arg101STOP (dbSNP: 

rs72552266) [44], který enzymovou aktivitu zcela poškozuje, byl nalezen ve frekvenci 3,8% [43] ve 

francouzské bělošské populaci a jeho relevance je tedy nesporná. 

Epoxidhydroláza 1 (EPHX1, EC 3.3.2.3) je enzym, který navazuje na metabolické reakce CYP. 

Substrátem jsou aromatické či alifatické epoxidy, které jsou hydrolyzovány na, méně toxické a ve 

vodě rozpustné, trans-dihydrodioly vylučované z organismu po konjugaci s glutationem, popř. 

glukuronátem. Epoxidhydroláza se účastní také aktivace některých prokarcinogenů, např. 

z benzo[a]pyrenu vzniká 7,8-diol-9,10-epoxid, který je vysoce mutagenní. Dvě běžně se vyskytující 

alely EPHX1 v kodónech 113 (Tyr113His; rs1051740) a 139 (His139Arg; rs2234922) mají vliv na 

enzymovou aktivitu [45]. Nicméně souvislost těchto polymorfismů s rizikem vzniku nádoru tlustého 

střeva a pankreatu nebyla zatím nalezena [46, 47]. 

Metabolizmus etanolu je v pankreatických buňkách acínů zprostředkován jak oxidativní, tak i 

nonoxidativní cestou [48, 49, 50]. Hlavními enzymy zodpovědnými za oxidativní transformaci 

alkoholu jsou alkohol dehydrogenázy (ADH, EC 1.1.1.2) a aldehyd dehydrogenázy (ALDH, EC 

1.2.1.5) [51]. Genotypováním 9080 dobrovolníků Tolstrup et al. 2008 [52] prokázal, že pomalí 

metabolizátoři s genotypem ADH1B*1/*1 pijí více alkoholu a mají vyšší riziko alkoholismu než rychlí 

metabolizátoři (ADH1B*2/*2), stejně jako v případě haplotypu ADH1B*1-ADH1C*2 [53]. Předchozí 

studie popisují vztah mezi ADH1B*1 alelou a zvýšeným rizikem nádorového onemocnění jícnu [54, 

55] a dlaždicobuněčným karcinomem v oblasti hlavy a krku [56]. Také v případě ADH1C*2/*2 

genotypu byla nalezena souvislost se zvýšeným rizikem nádoru dutiny ústní dle studie prováděné 

Solomonem et al. 2008 [57]. 
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1.2.2. Polymorfismy v biotransformačních enzymech 2. fáze biotransformace a vztah 

k nádorovým onemocněním 

 

Glutation S-transferázy (GSTs; EC 2.5.1.18) jako GSTM1 (OMIM: 138350), GSTP1 (OMIM: 

134660) a GSTT1 (OMIM: 600436) zajišťují detoxikační reakce 2. fáze biotransformace, a jsou 

zároveň schopny aktivovat prokarcinogeny (např. methyl chlorid, alkylační činidla, polycyklické 

aromáty). Katalyzují konjugaci s glutationem.  

Genetické varianty GST jsou častým předmětem studia ve vztahu k nádorovým onemocněním, 

neboť jejich detoxikační funkce je nepostradatelná u celé řady potenciálních karcinogenů. Rozsáhlá 

genomická delece v genech kódujících GSTM1 a GSTT1 (null genotyp) má za následek kompletní 

ztrátu enzymatické aktivity. Polymorfismus Ile105Val (rs1695) v genu GSTP1 generuje enzymy 

s rozdílnou tepelnou stabilitou a substrátovou afinitou [58]. Polymorfní varianty GSTP1 mohou mít 

protektivní vliv v případě nádorů pankreatu u starších osob a jejich nositelé mají významně lepší 

přežívání ve skupině pacientů léčených 5-fluorouracilem [59]. Ferraz et al. [60] navíc předpokládá, že 

se GSTT1 a GSTP1 podílí na výskytu mutací v dalších důležitých genech karcinogeneze, jako jsou 

geny KRAS a TP53 u kolorektálního karcinomu. Nedávno byl rovněž publikován vztah mezi 

polymorfismy v genech EPHX1, GSTM1 a GSTT1 a vyšší mírou poškození DNA (konkrétně 

jednořetězcových zlomů DNA) v České populaci [61]. 
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1.2.3. Polymorfismy v enzymech účastnících se metabolizmu volných radikálů, oxidační 

stres a vztah k nádorovým onemocněním 

 

V průběhu metabolizmu, jak endogenních, tak i exogenních substrátů (např. tabákový kouř, 

etanol), vznikají v buňkách těla produkty se silnými biologickými účinky, tzv. volné radikály [62,63]. 

V současnosti se předpokládá, že reaktivní formy kyslíku (oxidativní stres) hrají roli v řadě 

patologických stavů, včetně zánětu  (chronické pankreatitidy) [64] a dysfunkce β-buněk 

pankreatických acinů (diabetu) [65]. Díky významu působení oxidativního stresu u většiny výše 

jmenovaných rizikových faktorů karcinomu pankreatu, může genetická variabilita v genech kódujících 

enzymy metabolizmu volných radikálů hrát důležitou roli při vzniku a rozvoji této malignity. 

Superoxid anionradikál (O2•-) vzniká účinkem enzymů jako jsou cytochrom P450 reduktáza a 

xanthinoxidáza [66]. Jsou-li při zánětu stimulované neutrofily, dojde u nich k respiračnímu vzplanutí, 

při kterém je superoxid anionradikál produkován v reakci katalyzované NADPH-oxidázou. Superoxid 

dismutáza 2 (SOD2, OMIM:147460) podstatně urychluje přeměnu superoxidového anionradikálu na 

peroxid vodíku a kyslík v mitochondriích, zatímco superoxid dismutáza 3 (SOD3, OMIM: 185490) 

takto funguje extracelulárně. Polymorfismus SOD2 (Ala16Val, rs4880) v signální sekvenci genu vede 

ke změnám v konformaci helikální struktury proteinu. Valinová varianta enzymu má nižší schopnost 

transportu do mitochondrií [67]. Dřívější studie nalezly významně vyšší riziko vzniku jak nádorů plic 

[68], tak i močového měchýře [69] a prsu [70] u osob s touto alelou. V kontrastu s těmito výsledky 

bylo naopak zjištěno vyšší riziko nádorů prostaty [71] u osob s divokým typem SOD2. U karcinomu 

pankreatu bylo zjištěno vyšší riziko pro nositele Val/Val genotypu (OR=1,96; CI= 1,0-3,8) [72], 

ovšem jen s hraniční statistickou významností.  

Ve vztahu k nádorovým onemocněním bylo studováno i několik polymorfismů v genu SOD3 

(Ex3-631C>G, rs1799895; IVS1-186C>T, rs699473; Ex3-516 C>T, rs2853796; a Ex3-489 C>T, 

rs2855262), ale žádný významnější vliv na riziko vzniku maligního nádoru nebyl potvrzen [71]. 

NAD(P)H:chinon oxidoreduktázy (NQO1; OMIM: 125860 a NQO2; OMIM: 160998) katalyzují 

dvouelektronovou redukci chinonů na hydrochinony. NQO o chinony soupeří s NADPH-cytochrom 

P450 reduktázou, která jednoelektronovým mechanismem redukuje chinon na hydrochinon za vzniku 

velmi reaktivního meziproduktu semichinonu a vedlejšího produktu, kterým je právě výše zmíněný 

superoxid anionradikál. Chinony a jejich redukované formy hydrochinony jsou mutageny, které 

vytváří addukty DNA. Polymorfismy v exonu 6 NQO1 (Pro187Ser, rs1800566) a v exonu 3 NQO2 

(Phe47Leu, rs1143684) jsou spojeny s nižší katalytickou aktivitou enzymů [73, 74]. Exprese NQO1 

byla navržena i jako možný kandidátní biomarker pro karcinom pankreatu, a to zejména u kuřáků [75]. 
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Tabulka č. 2: Přehled studovaných polymorfismů u enzymů 1. a 2. fáze biotransformace 

v rámci této dizertační práce 

Gen OMIM dbSNP rs Lokalizace Změna struktury 

enzymu 

Ovlivnění funkce 

enzymu 

CYP2A13  608055 72552266 19q13.2 Arg101stop ztráta funkce 
EPHX1  132810 1051740 1q42.1 Tyr113His snížení aktivity o 60% 
EPHX1  132810 2292566 1q42.1 His139Arg zvýšení aktivity o 25% 
GSTM1  138350  1p13.3 delece ztráta funkce 
GSTP1  134660 1695 11q13 Ile105Val snížení aktivity 
GSTT1  600436  22q11.2 delece ztráta funkce 
ADH1B  103720 1229984 4q22 Arg48His snížení aktivity 
ADH1C  103730 698 4q22 Ile350Val zvýšení aktivity 
SOD2 147460 4880 6q25.3 Ala16Val snížení aktivity 

SOD3 185490 1799895 4p15 Arg231Gly neznámo 

NQO1 125860 1800566 16q22.1 Pro187Ser ztráta funkce 

NQO2 160998 1143684 6p.25 Phe47Leu snížení aktivity 

 

 

 

Všechny tyto enzymy se tak velkou mírou podílejí na ochraně buněk před poškozením volnými 

radikály a z tohoto důvodu jsme v další studii sledovali vliv jejich polymorfismů na rozvoj 

nádorových onemocnění. Studium vztahů mezi polymorfismy v genech metabolizmu NNK a alkoholu 

a rizikem vzniku karcinomu pankreatu by mohlo přinést zásadní informace pro identifikaci rizikových 

skupin, na něž by bylo vhodné zaměřit primární (úpravy životního stylu či chemoprevence) i 

sekundární (skrínink pro nalezení onemocnění v časných stádiích) prevenci.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 

 

 

1.2.4. Membránové transportéry- enzymy 3. fáze biotransformace a vztah k nádorovým 

onemocněním 

 

1.2.4.1. ATP-Binding Cassette (ABC) transportéry 

 

Jedním z nejdůležitějších mechanizmů chemorezistence je snížená akumulace léčiva v 

nádorových buňkách díky jeho zvýšenému úniku (efflux). Ten je zprostředkován zejména proteiny, 

které z velké části přísluší k nadrodině ABC transportérů (human ATP-binding cassette transporters).  

K dnešnímu datu bylo v lidském genomu identifikováno 49 různých ABC transportérů. Dělí se 

do 7 tříd (A-G) na základě sekvenční podobnosti [76]. U čtrnácti ABC transportérů (popsaných níže) 

byla prokázána schopnost navodit chemorezistenci v nádorových buňkách. Ty lze rozdělit do dvou 

skupin, a to na skupinu proteinů zodpovědných za tzv. fenotyp mnohočetné nádorové rezistence (multi 

drug resistance, MDR) jak v buněčných liniích, tak i u pacientů s rozličnými typy maligních nádorů 

(např. ABCB1/MDR1, OMIM: 171050, ABCC1/MRP1, OMIM: 158343 a ABCG2/BCRP, OMIM: 

603756), a druhou skupinu, kam lze zařadit transportéry, u kterých byla tato schopnost zatím 

prokázána jen v některých experimentech (např. ABCA2, OMIM: 600047, ABCB4, OMIM: 171060, 

ABCB11, OMIM: 603201, ABCC2, OMIM: 601107, ABCC3, OMIM: 604323, ABCC4, OMIM: 

605250, ABCC5, OMIM: 605251, ABCC6, OMIM: 603234, ABCC10, OMIM: 612509, ABCC11, 

OMIM: 607040 a ABCC12, OMIM: 607041/)[77].  
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Obrázek č. 6: Struktura halvních zástupců ABC transportérů 

 

 
 
Legenda: Ačkoliv je ve stavbě ABC transportérů velká rozmanitost, dají se vystopovat některé obecné rysy. 

ABC pumpy se skládají z 2–4 domén: některé se označují NBD (nucleotide binding domain) a jsou schopné 

navázat ATP, jiné jsou označovány TMD (transmembrane domain) a ty představují v typickém případě šest alfa-

helixů (zobrazených jako modré obdélníky) procházejících přes membránu. (A) - ABCB1 je typický transportér 

této rodiny skládající se ze 4 domén - dvou NBD a dvou TMD. (B) - ABCG2, který je poloviční transportér 

složený pouze ze dvou domén. Zdroj: Tingting et al. Cell Research (2006). 

 

ABCA2 je exprimován  zejména v buňkách nervového a hematopoetického systému a je 

spojen s transportem lipidů a chemorezistencí v nádorových buňkách. Nedávno byl zjištěn 

jednonukleotidový polymorfismus (SNP z angl. single nucleotide polymorphism) v tomto genu, který 

je zodpovědný za časný nástup Alzheimerovy choroby [78]. Zatím nebyly publikovány práce týkající 

se míry exprese a genetické variability ABCA2 genu v pankreatické tkáni. 

ABCB1, také nazýván MDR1, či P-glykoprotein je nejdéle známý a v současnosti nejlépe 

prostudovaný zástupce ABC transportérů. Substrátem ABCB1 jsou obecně hydrofóbní léky s 

polyaromatickým jádrem a neutrálním, nebo kladným nábojem, např. etoposid, adriamycin, vinblastin 

[79]. Dříve provedené studie prokázaly, že genetické polymorfismy v ABCB1 genu jsou důležitou 

http://cs.wikipedia.org/wiki/Adenosintrifosf%C3%A1t
http://cs.wikipedia.org/wiki/Alfa-helix
http://cs.wikipedia.org/wiki/Alfa-helix
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determinantou jeho fenotypu, tedy exprese, funkce a obecně ovlivňují odpověď na farmakoterapii [80, 

81, 82]. Dle závěrů japonských studií [81, 83] vykazují haplotypy ABCB1 významnější vztah k míře 

exprese než jednotlivé polymorfismy. Proto lze předpokládat, že haplotypy mohou lépe určit vztah 

mezi genotypem a fenotypem tohoto transportéru a velmi pravděpodobně bude tento princip 

univerzální. ABCB1 mRNA a P-glykoprotein byly detekovány pomocí reverzní transkripce spojené s 

polymerázovou řetězovou reakcí (RT-PCR) a pomocí imunohistochemie (IHC) ve 2 pankreatických 

nádorových buněčných liniích SW1990 a CAPAN-1 [84]. Jensen et al. 1997 nalezli zvýšenou citlivost 

vůči gemcitabinu v nádorových buňkách malobuněčného karcinomu plic (SCLC) s vysokou expresí 

genu ABCB1 [85]. Podobně senzitivní jsou i buněčně linie nemalobuněčného karcinomu plic (2R160), 

ovaria (2780ADd) a epidermoidu (KB8-5e), kde je ABCB1 rovněž zvýšeně exprimován [86]. Vysoce 

pozitivní imunohistochemické barvení pro P-glykoprotein bylo nalezeno u 73% duktálních 

adenokarcinomů pankreatu (n = 103), přičemž exprese ABCB1 genu byla detekována ve všech 

vyšetřených tumorech, a to ve zvýšené míře oproti normální tkáni slinivky břišní. Vyšší míra exprese 

ABCB1 dle autorů významně korelovala s lepší prognózou a byla uvedena do souvislosti s menší 

biologickou agresivitou nádoru [87]. Na tuto studii navázala skupina autorů [88], v jejichž studii bylo 

75% vzorků karcinomu pankreatu imunohistochemicky pozitivní na přítomnost proteinu ABCB1 (n = 

63). Pacienti s nízkou či střední expresí proteinu vykazovali delší dobu přežití než pacienti bez 

exprese. Velmi zajímavé bylo, že u případů s vysokým stupněm exprese genu ABCB1 bylo nalezeno 

kratší přežívání než u těch s nižší expresí. Autoři usuzují, že se na tomto kontroverzním faktu mohou 

podílet další geny spojeny s lékovou rezistencí, jako např. ABCB2. 

 Exprese ABCB1 se tedy jeví jako obecný fenomén vyskytující se v nenádorové i nádorové 

tkáni, jehož klinický dopad není stále jasný, a zdá se tedy aktuální pro podrobné studium u 

jednotlivých typů nádorů. V naší laboratoři již delší dobu probíhá studium ABCB1 v nádorové tkáni 

prsu. Mezi první publikované výsledky patří prokázaný vztah mezi jednotlivými polymorfismy genu 

ABCB1 a mírou exprese tohoto genu (resp. hladinou transkriptu v nádorech prsu). Výskyt funkčních 

polymorfismů navíc koreloval s prognózou onemocnění (stav estrogenních receptorů) [82]. 

ABCC rodina zahrnuje 13 členů, přičemž 9 z nich se řadí mezi tzv. multidrug resistance 

proteins (MRP1-MRP9 resp. ABCC1-ABCC6 a ABCC10-ABCC12). ABCC7 (CFTR, OMIM: 

602421) je chloridový kanál spojený s onemocněním cystickou fibrózou. ABCC8 a ABCC9 (OMIM: 

600509 a 601439) jsou receptory pro sulfonylureu a ABCC13 je pseudogen bez schopnosti 

transmembránového transport [89]. In vitro, ABCC transportéry mohou navodit rezistenci vůči 

nádorovým léčivům a jejich konjugovaným metabolitům, jako jsou platinové deriváty, folátové 

antimetabolity, nukleosidová a nukleotidová analoga, arsenové a antimoniové oxyanionty, a (ve 

spojení s alterací 2. fáze biotransformace) také vůči alkylačním činidlům [shrnuto v 90]. 
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Buňky plicního karcinomu 2R120 (exprimující vysoké hladiny ABCC1) a 2R160 (exprimující 

vysoké hladiny ABCB1) byly 9krát a 28krát citlivější vůči gemcitabinu než jejich mateřské buněčné 

linie SW1573 (p<0,01). Vzhledem k faktu, že v těchto buňkách byla nalezena mnohokrát vyšší 

aktivita DCK (deoxycytidin kinázy), předpokládá se, že zvýšená exprese genů ABCB1 a ABCC1 může 

způsobovat buněčný stres, ústící ve zvýšený metabolizmus gemcitabinu a tedy i vyšší citlivosti vůči 

němu [86].  

ABCC4 a ABCC5 transportují nukleosidové monofosfáty [91, 92]. Davidson et al. [93] nalezli 

významnou chemorezistenci vůči cytaribinu, gemcitabinu a kladribinu u buněk HEK293 zvýšeně 

exprimujících ABCC5. Nicméně Reid et al. [94] u stejné buněčné linie žádnou rezistenci vůči 

nukleotidovým analogům nedetekovali. K vyjasnění tohoto rozporu prověřili Oguri et al. [95] expresi 

ABCC5 v buněčných liniích nemalobuněčného plicního karcinomu. Ve všech liniích exprese genu 

ABCC5 inverzně korelovala s mírou citlivosti vůči gemcitabinu. Po inhibici tohoto transportéru 

pomocí zaprinastu nebo siRNA byla citlivost buněk vůči gemcitabinu snížena. Zdá se tedy, že ABCC5 

zůstává zajímavým cílem dalších studií zabývajícími se chemorezistencí u nádorů pankreatu. 

Exprese genu ABCC10 byla zjištěna v různých tkáních a nádorech včetně vysoké exprese 

v tkáni karcinomu pankreatu. Jeho regulace zřejmě závisí na genu TP53, protože v buňkách 

s alterovaným TP53 byla potlačena jeho upregulace, kterou lze navodit pomocí doxorubicinu. Tento 

transportér však není zapojen do přenosu nukleotidů [96]. ABCC11 je aniontový transporter, který je 

schopný pumpovat nukleotidy vně buněk a fungovat tedy i jako faktor chemorezistence pro běžně 

užívaná pyrimidinová analoga [97].  

Konig et al. [98] kvantifikovali mRNA expresi devíti členů ABCC podrodiny a genu ABCG2 

v normální tkáni slinivky břišní a v tkáni karcinomu pankreatu (n=37). Ve zdravé tkáni pankreatu i v 

duktálním adenokarcinomu byly exprimovány geny ABCC1-6 a ABCC10, zatímco gen ABCC12 

(kódující protein MRP9) byl detekován jen v normálním parenchymu slinivky břišní. Exprese ABCC3 

a ABCC5 proteinů byla v nádorových vzorcích zvýšená a navíc exprese ABCC5 korelovala s 

gradingem nádoru. Přestože byla objevena řada polymorfismů v genech ABCC podrodiny, jejich 

spojení s klinickým fenotypem povětšinou zůstává neobjasněno [99]. Lidské buněčné linie HEK293 

transfekované ABCG2 jsou rezistentní vůči gemcitabinu [100]. V pěti buněčných liniích karcinomu 

pankreatu byla, pomocí real-time PCR, nalezena významně zvýšena hladina ABCG2 mRNA ve 

srovnání s nenádorovými fibroblasty [101]. cDNA fragmenty ABCG2 byly amplifikovány jak 

v nádorové tkáni, tak i v okolní pankreatické tkáni, ale nebyly mezi nimi nalezeny žádné rozdíly [98]. 

 Dosud známé údaje o expresi a účincích ABCB1, ABCG2 a ABCC rodiny u nádorů 

pankreatu jsou shrnuty v tabulce č. 3. 
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Tabulka č. 3: Exprese a funkce vybraných ABC transportérů ve vztahu k nádorům pankreatu 

Gen Protein OMIM Lokus  Rezistence* 
Exprese v 

pankreatu 

Exprese 

v tumoru  
Reference 

ABCB1 MDR1 171050 7q21 
zvýšení 

citlivosti 
ano vyšší 76,84-87 

ABCC1 MRP1 158343 16p13 
zvýšení 

citlivosti 

ano 
stejná 76, 86, 98 

ABCC2 MRP2 601107 10q24 neprokázána 
ano 

stejná 76, 98 

ABCC3 MRP3 604323 17q22 neprokázána 
ano 

vyšší 76, 98 

ABCC4 MRP4 605250 13q32 neprokázána 
ano 

stejná 76, 94, 98 

ABCC5 MRP5 605251 3q27 
zvýšení 

rezistence 

ano 
vyšší 93, 95, 76, 98 

ABCC6 MRP6 603234 16p13 neprokázána 
ano neověřena 

76, 98 

ABCC10 MRP7 612509 6p12 neprokázána 
ano neověřena 

76, 98 

ABCC11 MRP8 607040 16q12 
zvýšení 

rezistence 

ano neověřena 
76, 97, 98 

ABCC12 MRP9 607041 16q12 neprokázána 
ano 

neověřena 76, 98 

ABCG2 BCRP 603756 4q22 
zvýšení 

rezistence 

ano 
neověřena 76, 98, 100 

Legenda:*Rezistence vůči nukleotidovým analogům při zvýšené expresi genu. 
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1.2.4.2. Nukleosidové transportéry 

 

Přestože gemcitabin je hydrofilní látka, pravděpodobně nedochází k jeho významnému 

průniku přes plazmatickou membránu prostou difúzí. Nukleosidový transport se vyskytuje jako Na+ -

independentní, obousměrný, prováděný hENT (human Equilibrative Nucleoside Transporter, také 

označovány jako rodina SLC29), nebo jako Na+ - dependentní, prováděný hCNT (human 

Concentrative Nucleoside Transporter, rodina SLC28). Zatím je známo 7 nukleosidových transportérů, 

které se dělí do dvou rodin proteinů: SLC29 (SLC29A2, SLC29A3, SLC29A4, známé rovněž jako 

hENT1, hENT2, hENT3 a hENT4) a SLC28 (SLC28A1, SLC28A2, SLC28A3, také označovány jako 

hCNT1 a hCNT2 a hCNT3) [102, 103]. 

Obrázek č. 7: Možnosti transmembránového transportu látek 

 

Legenda: zdroj: http://www.biosite.se 

 

Současný výzkum prokázal, že buňky, které nejsou schopny transportu pomocí těchto 

proteinů, jsou k inhibici gemcitabinem významně rezistentní. Příkladem je např. inhibice 

nukleosidových transportérů inhibitory typu dipyridamolu, která způsobí nárůst rezistence vůči 

gemcitabinu u buněk takto inkubovaných buněčných liniích [104].  

Gemcitabin je podáván jako i.v. bolus v infuzi trvající cca 30 minut, a to první, osmý a 

patnáctý den 28-denního cyklu, nebo jednou týdně po dobu 2 měsíců. Maximální koncentrace v séru 

dosahuje hodnoty 50M a deaminace způsobuje rychlý pokles plazmatické koncentrace, která 

v průběhu 2 hodin klesne pod hranici stanovitelnosti. Z uvedeného vyplývá, že buňky jsou vystaveny 

významné koncentraci gemcitabinu pouze krátkou dobu a neúčinný buněčný uptake je velmi 
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pravděpodobně jedním z mechanizmů chemorezistence [104].  

Gemcitabinový uptake je zajišťován transportéry: SLC29A1 ≈ SLC28A1 > SLC29A2 > 

SLC28A3 >>> SLC28A2. [104].  Ve tkáních pankreatu je exprimován SLC29A1, SLC29A2 [103], ale 

vyskytují se zde i hCNT transportéry (SLC28A1, SLC28A2, SLC28A3), jejichž exprese v nádorových 

tkáních je velmi variabilní [105].  

Studie in vitro ukázaly, že gemcitabin je do buněk transportován převážně díky SLC29A1 

transportéru [105] a použití inhibitorů, jako je nitrobenzyl-merkaptopurin-ribosid či dipyridamol, 

snížilo více než 20-ti násobně citlivost vůči gemcitabinu [104]. Imunohistochemická studie na 

nádorových tkáních od 21 pacientů s pokročilým karcinomem pankreatu ukázala, že pacienti 

s vysokou expresí SLC29A1 měli významně delší medián přežití, než ti s nízkou expresí či absencí 

SLC29A1 (13 versus 4 měsíce, p=0,01) [106]. Podobné výsledky ukazuje i farmakogenetická studie 

na 83 pacientech, kdy byla exprese analyzována pomocí PCR a dle autorů bylo celkové přežívání delší 

u pacientů s vysokou hladinou transkriptů SLC29A1 (25,7 versus 8,5 měsíců) [107]. 

Proto exprese SLC29A1, a pravděpodobně i dalších zástupců nukleosidových transportérů jako 

SLC28A3, může být slibným prediktivním markerem výsledku léčby gemcitabinem u pacientů 

s nádory slinivky břišní.  
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1.2.4.3. Erlotinib a ABC Transportéry 

 

Erlotinib je substrátem in vitro pro ABC transportéry jako ABCB1 a ABCG2, ale ne pro 

ABCC2 [108]. In vivo, je u myší s absencí těchto dvou transportérů (ABCB1 a ABCG2) výrazně 

ovlivněna biologická dostupnost erlotinibu při per os aplikaci. Rovněž bylo prokázáno, že při vyšších 

koncentracích dokáže erlotinib inhibovat efflux jiných látek zprostředkovaný transportéty ABCB1, 

ABCG2 a ABCC10 [109, 110].  

ABCG2 SNP (421C>A, Q141K, rs2231142) byl spojen s vyšší akumulací erlotinibu a může 

tedy potenciálně hrát významnou roli v toxicitě a účinnosti terapie. U funkčního polymorfismu ABCB1 

SNP (3435C>T, rs1045642) naopak žádný vztah k farmakokinetice erlotinibu zjištěn nebyl [111]. 

Nedávno publikovaná studie ukázala na dvě polymorfní místa ABCG2 promotoru (-15622C>T, a 

1143C>T, rs2622604), která farmakokinetické parametry erlotinibu v biologickém systému výrazně 

ovlivňují, a to včetně maximální plazmatické koncentrace. Navíc se, u těchto SNP v ABCG2, potvrdil i 

předpokládaný vliv na toxicitu léčby [112].  

Zatím nebyly publikovány žádné práce o SLC transportérech a jejich vztahu k erlotinibu. 

Vzhledem ke struktuře erlotinibu se význam SLC pro jeho transport nepředpokládá. 

Je tedy téměř jisté, že transmembránové proteiny rodiny ABC jsou klíčové pro úspěšnost a 

výsledky nejen chemoterapie, ale i nových preparátů užívaných v biologické léčbě nádorů. Další 

studie individuálních rozdílů v genotypu a fenotypu těchto transportérů jsou zapotřebí k definování 

léčebných modalit, jako např. dávkování a nejvhodnější kombinace chemoterapeutik pro každého 

pacienta (individualizovaná terapie), a tak k dosažení lepších výsledků v protinádorové léčbě. 
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1.3.  Specifika studia genových expresí u karcinomu pankreatu 

 

Genové expresní profilování poskytuje důležité informace o molekulárních a biologických 

charakteristikách nádorů a je hojně využíváno při objevování nádorových biomarkerů [113], stejně 

jako při identifikaci skupin genů zodpovědných za specifické funkční aspekty v chování nádorů, jako 

např. rozdílů v transportu a metabolizmu cytostatik v nádorovách buňkách. V případě karcinomu 

pankreatu je sledování míry exprese jednotlivých genů spojeno s výraznějšími problémy ve srovnání s 

jinými typy karcinomů.  

Pro studium regulace genové exprese byla vyvinuta řada metod. Strategie relativní 

kvantifikace je adekvátní a uznávaná metoda pro výzkum fyziologických změn v genové expresi 

[114]. Existuje několik základních požadavků pro analýzu za pomocí qPCR metody - metody 

kvantitativního srovnání polymerázové řetězové reakce v reálném čase (quantitative Real-Time PCR). 

Prvním a klíčovým krokem je správný odběr, manipulace a zpracování vzorku biologického 

materiálu [115], v případě nádorů tedy postižené tkáně od pacienta. Přes vysokou mortalitu je 

prevalence karcinomů pankreatu v České Republice 19,2/100 000 obyvatel [3]. Navíc má v době 

diagnózy jen 15-20% pacientů operabilní stádium nemoci. Kromě velkých zahraničních center, musí 

být tedy obvykle do studie zapojeno více chirurgických pracovišť, aby bylo možno získat dostatečné 

množství vzorků ke studiu. 

Dalším problémem u karcinomu pankreatu je jeho histologická charakteristika. Je pro něj 

typické nízké zastoupení nádorových buněk v poměru k výraznému okolnímu vazivovému stromatu. 

Toto nízké zastoupení infiltrujících neoplastických epiteliálních buněk v hojné desmoplastické 

přestavbě je poměrně unikátní a není pro karcinomy jiných orgánů obvyklé. K překonání tohoto 

problémů existují dva přístupy. Prvním je mikrodisekce, nebo purifikace epiteliálních komponent 

nádoru a druhým, poměrně technicky lépe proveditelným, je koanalýza resekovaných vzorků nádorů 

společně se vzorky chronické pankreatitidy, nebo buněčnými liniemi [116]. 

Pro úspěšnou analýzu je zásádní získání RNA dostatečné kvality a kvantity [114]. Fleige et al. 

Prokázali významný vliv RNA integrity na výsledky expresních studií, zejména vliv na počty cyklů 

potřebných k amplifikaci stanoveného množství PCR amplikonů (Ct), méně pak na úspěšnost PCR 

reakce. Tkáň slinivky břišní však obsahuje obrovské množství endogenních ribonukleáz (degradačních 

enzymů štěpících RNA na fragmenty), které jsou produkty normálních acinárních buněk pankreatu a 

tedy i nedílnou součáští pankreatické šťávy, kterou slinivka secernuje do duodena. RNAázy způsobují 

rozsáhlou degradaci RNA v pankreatické tkáni a velmi komplikují izolaci a další zpracování RNA.  

Posledním důležitým krokem pro qPCR analýzu je výběr vhodných interních standardů, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17714991
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protože míra exprese studovaného genu je stanovována relativně vzhledem k míře exprese 

referenčního genu. 

Interní standard (referenční gen) je v ideálním případě exprimován ve všech sledovaných 

typech buněk, nezávisle na experimentálních podmínkách, a neměl by být ovlivněn chorobnými 

změnami. V případě karcinomu pankreatu by se jeho exprese tedy neměla lišit mezi tkání slinivky a 

tkání nádoru u stejného pacienta, stejně jako by se neměla lišit ani mezi jednotlivými pacienty. Ještě 

nedávno se předpokládalo, že tyto podmínky nejlépe splňují tzv. housekeeping geny- geny nezbytné 

pro základní životní funkce buňky, jako glyceraldehyd-3-fosfátdehydrogenáza (GAPDH), 18S 

ribosomální RNA podjednotka, β-aktin nebo cyklofilin, které byly jako referenční geny nejvíce 

používány. Nicméně bylo zjištěno, že tyto populární referenční geny vykazují jasné rozdíly v genové 

expresi v některých typech tkání a značně se liší mezi zdravou tkání a tkání maligně transformovanou 

[117, 118, 119]. 

 Rubie et al. [120] otestoval 21 známých a běžně užívaných referenčních genů pomocí qPCR u 

pěti malignit gastrointestinálního traktu, mezi kterými byl i karcinom pankreatu. 18S-RNA, 

glutaminyl-tRNA syntetáza (QARS), fosfomannomutáza (PMM1), RNA polymeráza II polypeptid L 

(POLR2L) a β-glukuronidáza (GUSB) vykazovaly nejlepší stabilitu. 

Z výše uvedených důvodů se ještě před deseti lety předpokládalo, že nelze stanovit expresní 

profily u tkání pankreatu stejně jako u jeho nádorů kvůli abnormálně vysoké přítomnosti ribonukleáz a 

dalších enzymů a nízkého zastoupení nádorových buněk v povětšině fibrózním tumorózním stromatu. 

Tyto problémy se postupně daří překonávat a expresní analýzy u karcinomu pankreatu v současnosti 

probíhají na řadě pracovišť. Pilotní studie v rámci této dizertace je jedním z příkladů. 
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2. HYPOTÉZY A CÍLE PRÁCE 
 

Hlavním úkolem tohoto projektu bylo prostudovat vztahy mezi polymorfismy v genech 

metabolizmu složek cigaretového kouře a alkoholu, jmenovitě CYP2A13, EPHX1, GSTM1, GSTP1, 

GSTT1, ADH1B a ADH1C a rizikem vzniku dvou nejvýznamnějších gastroenterologických nádorů 

z hlediska mortality - karcinomu kolorekta a pankreatu. Z mnoha výše zmíněných studií vyplývá vliv 

polymorfismů v genech pro biotransformační enzymy na riziko vzniku nádorového onemocnění u 

jejich nosičů. Vzhledem ke známým rizikovým faktorům jako je alkohol a kouření u rakoviny 

pankreatu zůstává otázkou, do jaké míry je vnímavost jedince k těmto látkám dána jeho genetickou 

výbavou, a jakou mírou se podílí složky vnějšího prostředí. Výskyt polymorfismů i životní styl 

v rámci různých populací se však může významně lišit a není známo jak tyto rozdíly riziko vzniku 

nádorů ovlivňují. Projekt měl za cíl ověřit hypotézu, zda alely kódující funkčně alterované 

biotransformační enzymy, které se podílejí na aktivaci  prokarcinogenů, mají významnou úlohu pro 

vznik nádoru pankreatu a kolorekta v naší populaci, resp. zda je jejich výskyt u pacientů s nádory 

pankreatu odlišný od skupiny kontrolních osob bez nádorového onemocnění. V průběhu metabolizmu, 

jak endogenních, tak i exogenních substrátů (např. tabákový kouř, etanol) vznikají v buňkách těla 

produkty se silnými biologickými účinky, tzv. volné radikály. Proto bylo cílem sledovat i vliv 

polymorfismů v genech kódující enzymy zapojené v metabolizmu volných radikálů a oxidativního 

stresu, jako jsou SOD2, SOD3, NQO1 a NQO2, a jejich významu pro vznik nádoru pankreatu a 

kolorekta.  

 

 V literatuře se uvádí, že pouze kolem 6% kolorektálních karcinomů a 4-16% karcinomů 

pankreatu patří k tzv. familiární formě, kdy jsou nalezeny zárodečné mutace v genech s vysokou 

penetrancí. Daleko větší podíl na genetické predispozici k nádorovým onemocněním mají 

pravděpodobně kombinace alterací genů s nízkou penetrancí. Jedním z intenzivně studovaných genů 

s nízkou penetrancí je CHEK2 (checkpoint kinase 2) označovaný někdy také jako CHK2. V genu 

CHEK2 bylo doposud popsáno několik inaktivujících mutací v souvislosti se vznikem jak 

hereditárních nádorových syndromů (Li-Fraumeni syndrom), tak i sporadických maligních nádorů 

(karcinom prsu, prostaty, štítné žlázy, osteosarkomu, apod.). Dalším cílem této práce bylo zjistit, zda 

existuje vztah mezi vybranými funkčně významnými genetickými alteracemi CHEK2 a rizikem 

vzniku kolorektálního karcinomu a karcinomu pankreatu. 

 

Rizikové faktory nádorových onemocnění jsou známy již řadu let, stejně jako nutnost vrozené 

vnímavosti jedince k jejich uplatnění v procesu vzniku nádorového onemocnění. Tato práce by mohla 

přispět k objasnění etiologie a molekulární patogeneze karcinomu pankreatu a kolorektálního 

karcinomu, zejména co se týče ovlivnění vnímavosti jedince k noxám vnějšího prostředí (gene-
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environmental interaction). Případný objev zákonitostí by měl najít uplatnění v identifikaci rizikových 

skupin, na něž by bylo vhodné zaměřit primární prevenci formou úpravy životního stylu či 

chemoprevence. Rovněž sekundární prevence cílená k nalezení onemocnění v časných stádiích by 

zejména u pankreatu měla zcela zásadní význam pro úspěšnost jeho léčby.  

 

Další hypotéza byla postavena na faktu, že pacienti s nádory odpovídají rozdílně na podanou 

chemoterapii. V řadě modelových systémů byly identifikovány geny interagující s účinkem cytostatik 

používaných pro léčbu karcinomu  pankreatu. Rozdílné exprese těchto genů by tedy měly být jedním z 

důvodů pro vznik rezistence vůči chemoterapii. Studovanými geny byly zejména ABC transportéry. 

Záměrem této části studia bylo zjistit, zda jsou tkáně odebrané od pacientů s karcinomem slinivky 

vhodné pro expresní studie, a zda existují rozdíly v expresních profilech genů transportu cytostatik 

mezi tkáněmi nádorů a okolního nenádorového parenchymu, které by bylo možné využít pro 

hodnocení rozdílů mezi pacienty dobře odpovídajícími na léčbu (sensitivní) a těmi, kteří odpovídají 

minimálně, či vůbec (rezistentní). Změny v expresi genů podílejících se na transportu a metabolizmu 

cytostatik podle dosavadních zkušeností mohou významně ovlivňovat výsledky léčby, a zejména 

v případě karcinomu pankreatu zatím existuje jen málo prací týkajících se této problematiky. 

Z literatury je spíše znám vliv řady genů na transformaci cytostatik studovaných na různých 

buněčných či zvířecích modelech. Současně ovšem je velmi málo prozkoumán význam těchto genů v 

dlouhodobém kontextu komplexní onkologické a onkochirurgické léčby indikované v moderních 

schématech (dle empirických zkušeností onkologů bez ohledu na farmakogenomiku). Racionalizace 

onkologické léčby je v současné době žádána i z důvodu omezených finančních zdrojů, které jsou na 

tuto velmi náročnou léčbu poskytovány zdravotním systémem. Získané výsledky by tedy mohly 

ovlivnit znalosti a zkušenosti s indikací této léčby v závislosti na vzniku chemorezistence a výskytu 

recidivy v průběhu komplexní onkologické léčby.  
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3. MATERIÁL A METODIKA 

3.1. Biologický materiál 

3.1.1. Vzorky krve pro izolaci DNA z periferních lymfocytů 

Pro izolaci DNA z periferních lymfocytů byly použity vzorky venózní krve pacientů získané 

během standardních vyšetřovacích postupů pro danou diagnózu. Krev byla odebrána do sterilních 

vakuových zkumavek Vacuette (Dialab, Praha) s přísadou K3EDTA antikoagulancia a do zpracování 

skladována v -20°C. 

Během let 2003 - 2009 byla postupně získána DNA z periferní krve 298 pacientů s diagnózou 

nádorového onemocnění slinivky břišní, 495 pacientů s kolorektálním karcinomem a 683 zdravých 

kontrol bez onkologického onemocnění. Všichni účastníci studií podepsali informovaný souhlas 

schválený Etickou komisí 1. Lékařské fakulty Univerzity Karlovy v Praze v rámci grantových projektů 

IGA č. 9422-3 a GAČR 310/07/1430. 

3.1.2. Krevní vzorky pacientů s nádorem slinivky břišní 

 Krevní vzorky pacientů se sporadickým adenokarcinomem slinivky břišní byly získány z šesti 

onkologických a chirurgických pracovišť v Praze a Příbrami. Do studie byli zahrnuti pouze pacienti, 

kteří splňovali alespoň jedno z následujících kritérií: (a) histologicky nebo cytologicky verifikovaný 

adenokarcinom pankreatu, nebo (b) alespoň tři klinické známky zhoubného nádoru slinivky břišní 

(přítomnost tumorózní masy zjištěna při ERCP, endoskopické ultrasonografii, CT nebo MR, výrazná 

ztráta hmotnosti spojena s anorexií a kachektizací, obstrukční ikterus).  Z lékařské dokumentace byly 

ke vzorkům doplněny základní klinické a patologické informace (datum stanovení diagnózy, stádium 

nemoci hodnocené pomocí TNM klasifikace - stage, stupeň diferenciace nádoru - grade a histologický 

typ nádoru). Všichni pacienti vyplnili s ošetřujícím lékařem osobní dotazník týkající se základních 

epidemiologických rizikových faktorů diskutovaných v souvislosti s tímto typem nádoru (pohlaví, 

věk, váha, BMI, rodinná a osobní onkologická anamnéza, přítomnost diabetu či pankreatitidy v osobní 

anamnéze, abusus- zejména kouření a příjem alkoholu, kávy, čaje, etc.). 

3.1.3. Krevní vzorky pacientů s nádorem tlustého střeva a rekta 

Krevní vzorky pacientů se sporadickým kolorektálním karcinomem byly získány z devíti 

onkologických pracovišť v Praze, Příbrami, Benešově u Prahy, Brně, Liberci, Ústí nad Labem a Zlíně. 

Do studie byli zařazeni pouze pacienti bez jiného chronického onemocnění s histologicky potvrzenou 

diagnózou. Všichni pacienti zařazeni do studie vyplnili dotazník s informacemi o jejich vzdělání, 

bydlišti, životním stylu, BMI, abusu, diabetu, osobní a rodinné onkologické anamnéze. 
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3.1.4. Krevní vzorky kontrolní skupiny 

Kontrolní skupina krevních vzorků byla nabírána ve stejném časovém období jako vzorky 

pacientů, s ohledem na věk a pohlaví subjektů. Jednalo se o jedince bez zhoubného nádorového 

onemocnění. Vzhledem k vysokému výskytu nádorů tlustého střeva v české populaci, byla kontrolní 

skupina 495 osob k pacientům s kolorektálním karcinomem vybrána ze subjektů s onkologicky 

negativní kolonoskopií. Všichni účastníci studií podepsali informovaný souhlas schválený Etickou 

komisí 1. Lékařské fakulty Univerzity Karlovy v Praze v rámci grantového projektu GAČR 

310/07/1430. 

 

3.1.5. Vzorky tkáně pro izolaci DNA a RNA z nádorových a nenádorových buněk 

 Během let 2008-2010 byly získány vzorky tkání od 37 pacientů s podezřením na karcinom 

slinivky břišní, kteří podstoupili chirurgickou léčbu na Klinice transplantační chirurgie Institutu 

klinické a experimentální medicíny v Praze. Z této skupiny bylo pro pilotní studii vybráno 10 pacientů 

s histologicky verifikovaným adenokarcinomem hlavy pankreatu. Vzorky byly okamžitě po resekci 

transportovány za sterilních podmínek na Pracoviště klinické a transplantační patologie IKEM 

k vyšetření tkáně. Po vyšetření a určení diagnózy byly části adenokarcinomu pankreatu a párové 

nenádorové okolní tkáně slinivky odděleny a zamraženy v tekutém dusíku. Vzorky byly uchovány v    

-80°C až do procesu izolace RNA. U všech vzorků byly získány následující informace: pohlaví a věk 

pacientů, datum diagnózy, typ nádorů, stav okolní nenádorové tkáně (zdravý pankreas, chronická 

pankreatitida apod.), lokalizace, rozsah a velikost nádorů (stage dle TNM klasifikace), stupeň 

diferenciace (grade), přítomnost eventuální angioinvaze, počet postižených uzlin v okolní tukové 

tkáni, typ a radikalita resekce. Všichni účastníci studie podepsali informovaný souhlas schválený 

Etickou komisí při Thomayerově fakultní nemocnici a Institutu klinické a experimentální medicíny 

v Praze v rámci grantového projektu GAČR P301/12/1734. 
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3.2. Izolace nukleových kyselin 

3.2.1. Izolace DNA z periferních lymfocytů 

Fenol/chloroformová extrakce 

DNA skupiny pacientů s kolorektálním karcinomem a kontrolní skupiny byla izolována 

pomocí fenol/chloroformové extrakce z lymfocytů metodou podle Sugimury [121].  

Zamražená krev (cca 5 ml/vzorek) byla nejprve do rozmražení ponechána na ledu a následně 

přelita do 15 ml centrifugačních zkumavek a doplněna lyzačním pufrem (0,32 M sacharóza; 1% 

Triton; 50 mM MgCl2; 12 mM Tris; pH=7,5) na celkový objem 14 ml. Lyzace probíhala za stálého 

otáčení 30 minut na rotačním extraktoru (Snijders B. V., Tilburg, Holandsko). Následně byly vzorky 

15 minut centrifugovány při 6000 RPM a 5°C na centrifuze Hermle Z360K (Gosheim, Německo; r = 

10 cm). Po odstranění supernatantu byla peleta resuspendována pomocí 4 ml sterilní MQ (Milli Q- 

destilovaná sterilizovaná voda) a znovu 15 minut centrifugována při 6000 RPM a 5°C s následným 

odstraněním supernatantu. Postup byl opakován s dalšími 4 ml MQ vody dokud peleta lymfocytů 

nebyla čistě bílá. K takto připravené  peletě lymfocytů bylo přidáno 800 l pufru pro proteinázu K 

(0,375 M NaCl; 0,12 M EDTA; pH=8,0), 25 l proteinázy K (20 mg/ml, Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Německo), 100 l 10% SDS, 1 ml 5 M NaCl a 2,4 ml sterilní MQ vody a opět promícháno 10 minut 

na rotačním extraktoru. Do každé zkumavky bylo ještě přidáno 2,5 ml extrakční směsi 

fenol/chloroform (v poměru 1:1) a vzorky byly opět promíchávány 15 minut na rotačním extraktoru. 

Poté proběhla centrifugace 15 minut při 6000 RPM a 5°C. Vrchní čirá fáze, obsahující DNA, byla 

přenesena do čisté 15 ml centrifugační zkumavky se 4 ml 99 % chladného etanolu ČSL2, kde se za 

opatrného promíchávání utvořil precipitát DNA. DNA byla srážena v mrazicím boxu při -20°C přes 

noc. Poté byla zkumavka s DNA centrifugována 15 min. při 6000 RPM a 5°C, supernatant byl 

odstraněn a DNA byla promyta 1 ml vychlazeného 70% etanolu a centrifugována 15 minut za stejných 

podmínek. Po odstranění supernatantu byla DNA sušena při pokojové teplotě. Vysušená peleta byla 

rozpouštěna v 1 ml sterilní MQ vody několik hodin a poté byla změřena koncentrace získané DNA. 

Vzorky byly uchovávány při -20°C. 

Izolace DNA magnetickými partikulemi 

 Pro izolaci DNA z krve pacientů s nádorem pankreatu a kontrolní skupiny byl použit přístroj 

„KingFisher“ (Thermo electron corporation, Vantaa, Finsko) a kit BioSprint
TM

, který obsahuje 

serinovou proteázu, magnetické partikule, AL pufr, AW1 pufr, AW2 pufr, AE pufr a plastové 

zkumavky (Qiagen, Německo). Metoda je založena na adsorpci makromolekul DNA na křemíkový 

povrch magnetických partikulí. DNA je navázána na povrch partikulí, které jsou promyty dvěma 

různými pufry (AW1, AW2), sušeny proudem vzduchu a v konečném kroku je DNA eluována do 
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elučního roztoku (AE). Metoda je optimalizována na 1ml plné krve s maximální kapacitou přístroje 15 

vzorků.  

Nejprve byl připraven lyzát smícháním 90 µl Qiagen proteázy s 1ml krve a krátce promíchán 

na vortexu (IKA-Works, Wilmington, USA). Následně bylo přidáno 900 µl AL pufru, opět 15 sekund 

vortexováno a 10 minut inkubováno při 70°C v suchém bloku (Techne, Staffordshire, UK) a 900 µl 

isopropanolu. Vše bylo 15 sekund vortexováno a 1 minutu centrifugováno při 5000 RPM na centrifuze 

Hermle Z360K. 1ml lyzátu byl napipetován do první zkumavky z pěti zkumavek uvnitř přístroje 

KingFisher. Do zkumavky druhé byl napipetován 1 ml pufru AW1, do třetí a čtvrté zkumavky 500 µl 

pufru AW2 a do poslední zkumavky 300 µl elučního pufru AE. Do čtvrté zkumavky bylo přidáno 45 

µl zvortexované suspenze magnetických partikulí. Program pro izolaci DNA trval 45 minut. Tento 

postup byl opakován do vyčerpání lyzátu (při 1ml krve dvakrát) a poté byla z poslední zkumavky 

odebrána eluovaná DNA a změřena její koncentrace. DNA byla do použití skladována při -20°C. 

3.2.2. Izolace DNA z nádorové a kontrolní nenádorové tkáně 

Pro izolaci DNA z tkáně bylo vyzkoušeno několik metod lišících se zejména ve složení 

lyzačního roztoku. Dále popisována metoda byla zvolena pro nejvyšší dosahovanou koncentraci DNA 

(µg DNA/mg tkáně). Zmražená tkáň byla drcena ručně za použití keramického tloučku v předem 

vychlazené třecí misce s malým množstvím tekutého dusíku. Zhomogenizovaná tkáň byla přenesena 

do 2 ml sterilní plastové zkumavky a bylo přidáno 200 µl sterilní MQ. Následně bylo přidáno 180 µl 

lyzačního pufru (0,32 M sacharóza; 1% Triton; 50 mM MgCl2; 12 mM Tris; pH=7,5), 200 µl pufru 

pro proteinázu K (0,375 M NaCl, 0,12 M EDTA; pH=8) a 20 µl proteinázy K (20mg/ml MQ), 4 µl 

Rnázy A (100 mg/ml MQ). Poté byl vzorek umístěn na rotační extraktor, kde za stálého otáčení 

probíhala lyzace do druhého dne. Druhý den bylo ke vzorkům přidáno 200 µl 5 M NaCl, 20 µl 10% 

SDS a vše bylo opatrně promícháno opakovaným otáčením zkumavky a umístěno na 10 minut na 

rotační extraktor. Do každé zkumavky bylo ještě přidáno 0,5 ml extrakční směsi fenol/chloroform (v 

poměru 1:1) a vzorky byly opět promíchávány 15 minut na rotačním extraktoru. Poté proběhla 

centrifugace 15 minut při 8000 RPM a 4°C. Vrchní čirá fáze obsahující DNA byla přenesena do čisté 

sterilní 2 ml zkumavky s 1 ml 99 % chladného etanolu ČSL2, kde se za opatrného promíchávání 

utvořil precipitát DNA. DNA byla srážena v mrazicím boxu při -20°C 30 minut. Poté byla zkumavka s 

DNA centrifugována 5 min. při 8000 RPM  a 4°C, supernatant byl odstraněn a DNA byla promyta 0,5 

ml vychlazeného 70% etanolu a centrifugována 5 minut za stejných podmínek. Po odstranění 

supernatantu byla DNA sušena při pokojové teplotě 15-30 minut. Vysušená peleta byla rozpouštěna 

ve 100 - 500  µl sterilní MQ několik hodin a poté byla změřena koncentrace získané DNA. Vzorky 

byly uchovávány při -20°C. 
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3.2.3. Izolace RNA z nádorové a kontrolní nenádorové tkáně 

Se vzorky RNA bylo pracováno za přísně sterilních podmínek v boxu s laminárním prouděním 

a byl použit pouze plast neobsahující Rnázy a Dnázy. Před samotnou izolací byla tkáň podrcena 

mechanickou disrupcí v 1ml Trizolu (Invitrogen, Carlsbad, CA) pomocí homogenizátoru Precellys 

(Bertin Technologies, Montigny-le-Bretonneux, France) při rychlosti 6500 15 sec. Poté bylo přidáno 

200 µl chloroformu. Po krátkém a jemném zvortexování došlo k bílému zakalení vzorků, které byly 

následně 3 minuty inkubovány při pokojové teplotě (23°C). Při centrifugaci 15 minut při 12 000 RPM 

a 4°C došlo k rozdělení směsi na 3 přesně oddělené vrstvy: horní vodnou fázi obsahující RNA, střední 

bělavou vrstvu s DNA a proteiny a spodní vrstvu s trizolem a zbytkem buněčné drtě. Horní fáze 

s RNA byla přepitetována do čisté 1,5 ml zkumavky a přidán stejný objem ledového isopropanolu. Po 

10 minutách inkubace při pokojové teplotě následovala centrifugace 15 minut při 12 000 RPM a 4°C, 

při které vznikla bělavá peleta RNA při dolním pólu zkumavky. Vzorky byly promyty v 500 µl 70% 

etanolu a znovu 5 minut centrifugovány za stejných podmínek. Poté byl etanol odebrán pipetou a 

peleta vysušena v suchém bloku při 60°C (Techne, Staffordshire, UK). Dle velikosti pelety bylo 

přidáno adekvátní množství MQ (40-100 µl), aby došlo k jejímu rozpuštění. Získaná RNA byla 

rozalikvótována po 20 µl a zamražena při -80°C. 

3.2.4. Kontrola kvantity a kvality nukleových kyselin 

Kontrola kvantity a kvality RNA 

Pro využití moderních molekulárně-biologických technik, jako je například qPCR nebo 

mikročipové technologie, je kvalita RNA klíčovým prvkem. Množství a integritu RNA ovlivňuje celá 

řada faktorů od charakteru tkáně a techniky odběru tkáně přes způsob transportu a skladování po 

techniku izolace a další manipulace se vzorky. Výrazně citlivé k degradaci jsou zejména dlouhé 

mRNA fragmenty (nad 10 kb). K degradaci RNA dochází v přítomnosti RNAz , které tkáň obsahuje, 

nebo kterými je vzorek zkontaminován v průběhu manipulace. Extrakce a purifikace celkové RNA 

musí splňovat následující kritéria [122, 123]: 

 Nesmí být kontaminována proteiny (poměr absorbance 260 nm/ 280 nm by měl být 

nad 1,8) 

 Nesmí být kontaminována genomovou DNA 

 Neměla by být degradována (poměr 28S:18S by měl být mezi 1,8 - 2,0 s nízkým 

množstvím krátkých fragmentů) 

 V případě využití pro reverzní transkripci a následnou PCR reakci by RNA neměla 

obsahovat inhibitory enzymů 

 Nesmí obsahovat substance vytvářející komplexy s kofaktory PCR reakce jako jsou 

Mg2+ a Mn2+ ionty 
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 Nesmí obsahovat nukleázy 

Tkáň slinivky břišní obsahuje velké množství Rnáz, protože jsou hlavní součástí sekretu 

acinárních buněk této žlázy. Nicméně během infiltrace pankreatické tkáně nádorovými buňkami 

dochází k atrofii a destrukci žlázy [116]. 

Dříve byla využívána spektrofotometrie k měření jak koncentrace RNA (při vlnové délce 260 

nm), tak i k ověřování její kvality (poměr 260/280 nm a 260/320 nm). V naši studii byla k měření 

koncentrace celkové RNA získané z tkání pankreatu využita novější fluorescenční metoda za využití 

Quant-iT™ RNA Assay Kitu (Invitrogen, Carlsbad, CA) a čtečky mikrodestiček Infinite M200 

(Tecan, Vienna, Austria). Přístroj Infinite M200 umožňuje měřit fluorescenčně koncentraci RNA a 

dsDNA na principu vazby fluorescenčního RiboGreen a PicoGreen reagencia na nukleové kyseliny. Je 

to velmi citlivá metoda (až 1000x citlivější než měření absorbance), která navíc eliminuje příspěvek 

kontaminant, jako jsou bílkoviny a nukleotidy běžně přítomné ve vzorcích. Citlivost metody umožňuje 

měřit RNA v rozsahu 1 ng/ml – 1 µg/ml podle použití dvou různých koncentrací RiboGreen barvy 

(tzv. High Range Assay kvantifikuje množství 20 ng/ml – 1 µg/ml, Low Range Assay pak 1 ng/ml – 

50 ng/ml). Excitační maximum Quanti-iT PicoGreen reagencia stejně jako i Quanti-iT RiboGreen 

reagencia je okolo 500 nm, proto bylo nastaveno emisní minimum na vlnovou délku 480 nm a emisní 

maximum na 520 nm dle doporučení výrobce.  

 Tři hodiny před samotným měřením byly připraveny pracovní roztoky:  

1) 1x TE Buffer (20x naředěna komponenta B Quant-iT™ RNA Assay Kitu sterilní vodou bez RNáz a 

DNáz),  

2) Quant-iT RiboGreen RNA Reagent Working Solution pro High Range Assay (200x naředěna 

komponenta A v roztoku 1xTE buffer),  

3) Ribosomal RNA Standard Working Solution (2 µg/ml) pro High Range Assay (smícháno 4 µl RNA 

STD Stock (100 µg/ml) se 196 µl 1x TE buffer).  

Vzorky RNA byly 200x naředěny (1 µl RNA + 199 µl 1x TE buffer). K 10 µl 200x naředěné 

RNA bylo přidáno 90 µl 1x TE pufru a 100 µl roztoku Quant-iT RiboGreen RNA Reagent Working 

Solution pro High Range Assay.  

Pro výpočet výsledných koncentrací na základě fluorescenčních signálů bylo zapotřebí 

vytvořit kalibrační křivku pomocí 5-ti známých koncentrací naředěním roztoku Ribosomal RNA 

Standard Working Solution (2 µg/ml) pro High Range Assay, a k ní zobrazit rovnici regrese: y = ax+ 

b, kde x je hledaná koncentrace v ng/ml (4000x ředěné RNA) a y jsou hodnoty fluorescence pro 

jednotlivé vzorky po odečtení fluorescence vzorku bez RNA (blank).  

Korelační koeficient R
2
 byl ve všech měřeních ≥ 0,998. Graf s kalibrační křivkou a výpočty 

byly vytvořeny v programu Microsoft Excel.  



33 

 

 

 Naměřené koncentrace celkové RNA získané z tkání se pohybovaly v rozmezí 0,25 - 5,51 

µg/µl. 

 

 K ověření kvality RNA bylo využito moderní metody stanovení tzv. RNA Integrity Number 

(RIN) na přístroji Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) s využitím RNA 

Nano 6000 LabChip kitu (Agilent Technologies). Tento mikrofluidový čipový systém provádí 

elektroforézu celkové RNA procesem velmi podobným tradiční gelové elektroforéze, ale dokáže 

miniaturizovat a kombinovat několik kroků: separaci, barvení, zobrazení a analýzu dat v jednom 

automatizovaném procesu. Proto by měly být výsledky shodné bez ohledu na to, ve které laboratoři 

měření probíhá a reprodukovatelné na rozdíl od klasické elektroforézy. 

 

Obrázek č. 8: Záznam stanovení kvality RNA na přístroji Agilent 2100 Bioanalyzer 

 

 

Legenda: Agilent 2100 expert software; osa x: čas měření (s); osa y: intenzita normalizované fluorescence. 

 

 

 Všechny komponenty RNA Nano 6000 LabChip kitu byly ponechány 30 minut při pokojové 

teplotě. Poté byl připraven gel centrifugací 550 µl Agilent RNA 6000 Nano gel Matrixu přes filtr ve 

speciální zkumavce (součást kitu) v minicentrifuze. Gel Dye mix vznikl smícháním 1 µl RNA 6000 

Nano dye koncentrátu s 65 µl připraveného gelu. Mix byl po důkladném zvortexování stočen na 

centrifuze 10 minut při 14000 RPM, nanesen v množství 9 µl na 6000 Nano Chip do pozice „G“a 

rozprostřen po celé délce chipu pomocí výrobcem dodávané stříkačky. Do všech 12 jamek pro 

stanovování vzorků a do jamky pro ladder bylo naneseno 5 μl RNA 6000 Nano markeru. RNA ladder i 

vzorky RNA byly zdenaturovány 2 minuty za teploty 70°C a rozpipetovány na čip po 1 μl. Čip byl 

umístěn v horizontální poloze do IKA vortexu (Model MS2-S8/MS2-S9) na 60 sekund při 2400 RPM. 

Takto připravený chip byl k analýze integrity RNA umístěn do přístroje Agilent 2100 Bioanalyzer a 

zhodnocen pomocí výrobcem dodávaného softwaru Agilent 2100 expert software Revision B.02.02. 
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Obrázek č. 9: Elektroforetický záznam pro stanovované vzorky 

 

  

Legenda: Agilent 2100 expert software; osa x: počet vzorků; osa y: čas (s). Vzorek PCI2 s RINem 7.0- je vidět 

mírná degradace proužků odpovídajících 18S a 28S RNA; Vzorek ZPI3 s RINem 2.6- nejsou zachyceny proužky 

odpovídající svou velikosti 18S a 28S RNA. 

Kontrola kvantity a kvality DNA 

Posledním krokem izolace DNA bylo u obou metod (fenol/chloroformová extrakce, 

KingFisher) měření její koncentrace a čistoty na spektrofotometru Cary 300 (Varian, Palo Alto, CA, 

USA). Absorbance byla měřena formou spektra při vlnových délkách 230 - 320 nm. Poměr 

A260/A280 se pohyboval mezi 1,6 - 2,0. Pro výpočet koncentrace byla použita rovnice:  

c = 50  A260-320  n (c = koncentrace v g/ml, n = ředění vzorku při měření koncentrace). 

Dosažené koncentrace se pohybovaly v rozmezí 20 - 500 g DNA/ml. Pro následující PCR reakce 

byly vzorky naředěny na koncentraci 2 g DNA/100µl a skladovány při teplotě -20°C.  

Nakonec byly koncentrace ověřeny metodou za využití Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA 

Assay Kitu (Invitrogen, Carlsbad, CA) a Infinite M200 (Tecan, Vienna, Austria) - viz. výše v kapitole:  

Kontrola kvality a kvantity RNA, str.31-33. 

 

 

28S 

18S 
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3.3. Stanovení polymorfismů v genech kódující biotransformační enzymy  

V této práci bylo ke genotypování, tedy ke sledování genetických polymorfismů využito dvou 

metod. Polymorfismy v genech EPHX1, GSTP1, CYP2A13, ADH1B, ADH1C, SOD2, SOD3, NQO1, 

NQO2 (viz. Tabulka 2) byly stanoveny pomocí real-time polymerázové řetězové reakce na přístroji 

RotorGene 6000 (Corbett Research, Sydney, Australie) s využitím fluorescenčně značených sond 

TaqMan Drug Metabolism Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA). Druhou 

metodou byla klasická polymerázová řetězová reakce (PCR) s následnou analýzou délky restrikčních 

fragmentů a alel-specifické PCR (GSTM1, GSTT1 a GSTP1, Tabulka 2). 

3.3.1. Stanovení genetických polymorfismů pomocí polymerázové řetězové reakce 

s následnou analýzou délky restrikčních fragmentů 

Polymerázová řetězová reakce je využívána k amplifikaci zkoumaného úseku DNA. Mezi 

základní reakční složky reakce patří templát (DNA), termostabilní Taq polymeráza, reakční pufr Taq 

polymerázy, chlorid hořečnatý (MgCl2), deoxynukleosidtrifosfáty (dNTP) a dva specifické 

oligonukleotidy (primery). Pro navržení primerů je nezbytné znát sekvence zkoumané DNA, na kterou 

nasedají primery. Sekvence byly zjištěny v internetové databázi GeneBank (NCBI, 

www.ncbi.nlm.nih.gov).  

PCR reakce obvykle probíhá ve třech po sobě jdoucích krocích, které tvoří jeden cyklus: 

1) Denaturace DNA při 94°C obvykle 30 sec. 

2) Annealing: nasednutí primerů při teplotě blízké teplotě tání komplementárního úseku DNA a při 

koncentraci hořečnatých iontů specifické pro každou PCR reakci – tuto teplotu je třeba experimenálně 

zjistit. 

3) Elongace: prodlužování dceřiných řetězců Taq polymerázou při teplotě 72°C po dobu 30 – 60 sec 

podle délky amplikonu. 

 

Reakce probíhaly v termocycleru GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer, Norwalk, CT, 

USA), chemikálie byly před použitím protřepány a centrifugovány v minicentrifuze C1301 (Labnet, 

USA; dodavatel KRD s.r.o., Praha). Jednotlivé PCR reakce se lišily počtem opakování cyklů (20-35), 

annealing teplotami a délkou jednotlivých kroků reakce nebo koncentrací reakčních složek.  

Obecné podmínky PCR reakce: 

Celkový objem každé PCR reakční směsi byl 25µl (20 µl mixu + 5 µl ředěné DNA v ředění 20 

ng/µl MQ). Jednotlivé složky reakcí byly následující: 1,8 mM MgCl2 (Top-Bio, Praha), 0,2 mM 

deoxynukleotidy ve směsi (Jena Bioscience, Německo), 0,25 mM forward i reverse primery (Sigma-
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Aldrich, Steinheim, Německo), Taq-Purple DNA polymeráza z Thermus aquaticus 0,5 U/vzorek, 10x 

reakční pufr Top-Bio Complete pro stanovení polymorfismů GSTM1 a 10x reakční pufr Top-Bio bez 

MgCl2 pro ostatní PCR reakce (Top-Bio, Praha), sterilní destilovaná voda (MQ). 

Kontrola PCR produktů byla prováděna pomocí horizontální agarózové elektroforézy ve 2 - 

3% gelu. Pro přípravu gelu byly využity analytické váhy (Boeco, Hamburg, Německo) a agaróza byla 

v roztoku 0,5x TBE pufru zahřívána nad bod tání v mikrovlné troubě. Na gel bylo vždy naneseno 8 µl 

PCR produktu. Jako marker délky fragmentů DNA byl použit Phi174/HaeIII - obrázek č. 10 (New 

England Biolabs MA, USA; dodávané firmou Biotech s.r.o., Praha, ČR). 

Obrázek č. 10: Marker délky fragmentů Phi174/HaeIII 

 

 

 

Elektroforéza probíhala v elektroforetické vaně (Jordan Scientific Inc. dodané Biotech s.r.o., 

Praha, ČR) 30 - 50 minut v 0,5x ředěném pufru TBE /0,045 M Trizma, 0,045 M H3BO3, 1 mM 

EDTA/ (Sigma, St. Louis, MO, USA); pH 8,0/ při napětí 100V (zdroj EC-105, Thermo EC, NY, USA 

dodáno KRD s.r.o., Praha, ČR). Gel byl poté barven ve vodném roztoku ethidium bromidu o 

koncentraci 10 µg/ml (Sigma) 15 - 25 minut. Fragmenty DNA byly vizualizovány pomocí UV 

transluminátoru (Sigma) a dokumentačního systému Kodak EDAS 290 (KRD s.r.o., Praha, ČR). 

Pokud kontrola produktů proběhla v pořádku, byl zbytek PCR směsi, obsahující amplikon GSTP1, 

podroben restrikční analýze (RFLP). RFLP je založena na použití restrikčních endonukleáz, které 

rozeznávají specifickou sekvenci bazí (obvykle čtyř až osmi deoxynukleotidů) amplifikovaného PCR 

úseku a specificky ji štěpí. Pro genotypování byla použita endonukleáza specifická pro očekávaný 

polymorfismus (BsmAI). Pokud tedy bylo v sekvenci přítomno polymorfní místo, endonukleáza jej 

rozeznala a PCR produkt naštěpila. Restrikční reakce probíhaly při optimální teplotě pro aktivaci 

BsmAI, tj.  při 55°C v inkubátoru (Major Science, Saratoga, CA). 
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Složení restrikční směsi:  

Celkový objem reakční směsi byl 20 µl (5µl restrikčního mixu + 15µl PCR směsi). Jednotlivé 

složky restrikčního mixu byly následující  BsmAI (1 - 2 U/vzorek), 10x restrikční pufr (New England 

Biolabs, MA, USA) a MQ. Délka a teplota restrikce: 2 hodiny při 55°C. 

 

Výsledky restrikce byly zjištěny pomocí horizontální elektroforézy nanesením celkového 

množství restrikční směsi (20 µl) na 3% agarózový gel, který byl obarven ethidium bromidem (15 - 25 

minut). Výsledek byl zaznamenán pomocí UV transluminátoru a dokumentačního systému Kodak 

EDAS 290. K určení velikosti DNA fragmentů byl použit standard Phi174/HaeIII.  

Výsledek genotypování pomocí PCR-RFLP spočíval v určení velikosti fragmentů a toho, zda 

daný jedinec je ve sledovaném genu: divoký homozygot (obě alely nenaštěpeny) značen kódem 1, 

heterozygot (naštěpena jedna alela) značen kódem 2 nebo variantní homozygot (obě alely naštěpeny) 

značen kódem 3. V případě GSTM1 a GSTT1 byla sledována pouze přítomnost (1) či delece (3) alely. 

Podrobné reakční podmínky a odlišnosti od obecných podmínek reakce jsou pro každý 

sledovaný polymorfismus uvedeny. 

Genotypování glutation S-transferázy M1 

Genotypování GSTM1 probíhalo pomocí alel specifického PCR. Jako pozitivní kontrola PCR 

reakce byl použit GSTM2, jehož přítomnost vypovídá o správném průběhu reakce. GSTM2 má 

společný primer (forward) s GSTM1. Nepřítomnost fragmentu GSTM1 (a současně přítomnost 

standardu GSTM2) znamená deleci v obou alelách GSTM1, jedná se tedy o variantního homozygota. 

Stanovení není schopno rozlišit divoké homozygoty a heterozygoty. Pokud je tedy přítomen fragment 

odpovídající GSTM1 znamená to, že daný jedinec má k dispozici alespoň jednu funkční alelu. 

 

Tabulka č. 4: Podmínky PCR pro genotypování GSTM1 

Gen GSTM1 GSTM2 

Polymorfismus OMIM: 138350 (delece)  

Primer forward 5´- CTG CCC TAC TTG ATT GAT G -3´ 5´- CTG CCC TAC TTG ATT GAT G -3´ 

Primer reverse 5´- CTG GAT TGT AGC AGA TCA TGC -3´ 5´- GAC TCA CTC TGA GCA TAG CAC -3´ 

Program PCR  30 sec 94°C//20 cyklů: 30 sec 94°C a 30 sec 68 – 48°C/ 30 sec 72°C// 

                   15 cyklů: 30 sec 94°C a 30 sec 52°C/ 30 sec 72°C// 5 min 72°C//   

Velikost produktu 275 bp 175 bp (kontrola PCR reakce) 
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Obrázek č. 11: Určení genotypu GSTM1 podle velikosti fragmentů z 3% agarózového gelu 

  1     1       3     3     3      MW 

 

 

 1) divoký homozygot nebo heterozygot (GSTM1-plus): 

přítomnost fragmentu 275 bp (+ 175 bp GSTM2) 

 3) variantní homozygot (GSTM1-null):           

nepřítomnost fragmentu 275 bp (+ 175 bp GSTM2) 

  MW - marker Phi174/HaeIII 

 

 

 

Genotypování glutation S-transferáz T1 a P1 

Genotypy GSTP1 a GSTT1 byly stanoveny v jedné reakci. Pro GSTT1 byla stanovena delece 

či přítomnost alel. Jako pozitivní standard v případě delece alely GSTT1 sloužil přítomný fragment 

GSTP1. Stejně jako při genotypování GSTM1 není stanovení schopno rozlišit normální homozygoty a 

heterozygoty, pokud je tedy přítomen fragment odpovídající délce fragmentu GSTT1 znamená to, že 

daný jedinec má k dispozici aspoň jednu funkční alelu. 

Pro určení delece GSTT1 bylo použito 8 µl PCR produktu naneseného na 3% gel. Poté byla se 

zbývajícím množstvím PCR směsi provedena restrikce a stanoven genotyp GSTP1. 

 

Tabulka č. 5: Podmínky PCR a RFLP pro genotypování GSTT1 a GSTP1 

Gen GSTP1 GSTT1 

Polymorfismus rs: 1695 OMIM: 600436 (delece) 

Primer forvard 5´- TCC TTC CAC GCA CAT CCT CT - 3´ 5´- TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC - 3´ 

Primer reverse 5´- AGC CCC TTT CTT TGT TCA GC - 3´  5´- TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA - 3´ 

Program PCR 30 sec 94°C//35 cyklů: 30 sec 94
o
C a 30 sec 54

o
C/ 30 sec 72

o
C// 5 min 72

o
C//∞ 4

o
C 

Velikost produktu 294 bp 217 bp 

Restrikční enzym BsmAI (2U/vzorek) --- 

Restrikční místo 5´…GTCTC(N)1▼…3´ 

3´…CAGAG(N)5▲…5´ 

--- 

Program RFLP 2 hodiny při 55°C --- 

Velikost produktů 234 bp a 60 bp --- 
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Obrázek č. 12: Určení genotypu GSTT1 dle velikosti fragmentů z 3 % agarózového gelu 

1      3     C    MW 

 

 1) divoký homozygot nebo heterozygot (GSTT1-plus):   

  přítomnost fragmentu 217 bp (+294 bp GSTP1) 

 3) variantní homozygot (GSTT1-null):  

 nepřítomnost fragmentu 217 bp (+294 bp GSTP1) 

 C - negativní kontrola bez DNA - žádný produkt 

 MW - marker Phi174/HaeIII 

 

 

 

 

Obrázek č. 13: Určení genotypu GSTP1 dle velikosti fragmentů z 3 % agarózového gelu 

 1     2     3     MW 

 

 

 1) divoký homozygot (Ile105Ile): 294 bp 

 2) heterozygot (Ile105Val): 294 bp + 234 bp (+ 60 bp)* 

 3) variantní homozygot (Val105Val): 234 bp (+ 60 bp)* 

 MW - marker Phi174/HaeIII 

 

                          *díky malé velikosti není nejmenší fragment viditelný 

 

 

3.3.3. Statistická analýza 

Významnost výsledků byla hodnocena statistickým programem SPSS v15.0 (SPSS, Chicago, 

Illinois, USA). Pro jednoduché analýzy vztahů mezi polymorfismy a klinickými i osobními daty 

participantů byl použit Pearsonův chi-kvadrát test. Spojité vztahy byly hodnoceny ANOVA testem a 

Pearsonovou korelací. Pro multiparametrické hodnocení vztahů byla využita logistická regrese 

adjustovaná na vybrané faktory životního stylu. Rozdíly a vztahy dosahující hladiny významnosti nižší 

než 0,05 (všechny testy použity jako oboustranné) byly považovány jako statisticky významné a 

prezentovány ve výsledkové části. 
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3.3.2. Stanovení genetických polymorfismů pomocí Real-Time polymerázové řetězové 

reakce 

 Real-time PCR je metoda založená na principu PCR s využitím fluorescence, prostřednictvím 

které je monitorován vznik PCR produktu v reálném čase. Stanovení probíhalo v pěti-kanálovém 

přístroji Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Sydney, Austrálie), s využitím dvou kanálů (FAM a VIC 

viz. dále), a sond TaqMan Drug Metabolism Genotyping Assays. Tyto sondy jsou specificky navržené 

duálně značené oligonukleotidy, pracující na principu rezonančního přenosu energie mezi 

fluorescenčně značeným (FRET - „fluorescence resonance energy transfer“) emitorem záření 

(fluorofor) na 5´-konci a zhášečem záření (quencher) na 3´-konci sekvence sondy. Fluorescenční látka 

a zhášeč záření jsou na sondě umístěny v takové vzdálenosti, při které nedochází k emisi fluorescence. 

Taq polymeráza při syntéze komplementárních vláken hydrolyzuje navázanou sondu 

(5´→3´exonukleázová aktivita) a dochází k separaci fluoroforu od zhášeče a k následnému nárůstu 

fluorescence v každém cyklu PCR. Měřený nárůst fluorescence přímo odpovídá množství přítomného 

amplikonu.  

K určení genotypů byla použita metoda alelické diskriminace s dvěma typy Taqman sond.  Pro 

variantní sekvenci byla použita sonda s emitorem záření FAM a pro divokou sekvenci sonda s 

emitorem záření VIC. Oba emitory mají rozdílná emisní maxima, takže jsou  fluorescenční signály 

detekovány v rozdílných kanálech. K hodnocení výsledků byl použit software Rotor-Gene verze 6.0 

(Corbett-Research, Brisbane, Australia), který srovnáním signálů v obou kanálech rozdělil vzorky do 

skupin odpovídajících jednotlivým genotypům. 
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Obrázek č. 13:  Výstupní fluorescenční záznam real-time PCR pokusu pro jednotlivé 

genotypy ADH1C 

 

 

 

Legenda: software Rotor-Gene verze 6.0; osa x: počet cyklů; osa y: intenzita normalizované fluorescence; signál 

od FAM značené sondy, resp. divokou alelu reprezentuje hladká křivka; signál od VIC značené sondy resp. 

variantní alelu reprezentuje křivka s body. Divoký homozygot (růžově) vykazuje signál v kanále detekujícím 

FAM, variantní homozygot (zeleně) vykazuje signál v kanále detekujícím VIC, heterozygot (modře) má signál 

v obou kanálech, negativní kontrola (červeně) nemá signál ani v jednom kanále. 

 

Reakční směs (celkový objem 10 µl) pro real-time PCR obsahovala 5 µl 2x TaqMan Universal 

PCR Master mixu (Applied Biosystems) pro CYP2A13, ADH1C, GSTP1 a SNP v kodonu 3 EPHX1 

nebo 5 µl ABSolute QPCR ROX mixu (Thermo Fisher Scientific, Rockford, Il) pro ostatní geny, 0,25 

µl TaqMan Drug Metabolism Genotyping Assays (primery a sondy navržené výrobcem, Applied 

Biosystems) a 4,75 µl DNA teplátu. DNA do reakční směsi byla naředěna na koncentraci 0,7 ng/µl. 

V každé reakci byla přítomna negativní kontrola, kde DNA templát byl nahrazen sterilní vodou, 

k vyloučení možnosti kontaminace reakční směsi. 10% vzorků bylo reanalyzováno se 100% shodou ve 

výsledném hodnocení genotypů. 
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Tabulka č. 6: Optimalizované podmínky PCR reakce pro jednotlivé sondy 

 

Gen ID dbSNP ID TaqMan Assay Optimalizovaný program pro PCR reakci 

ADH1B rs1229984 C_2688467_20 15 min 95°C//50 cyklů: 15 sec 95°C a 60 sec 62°C 

ADH1C rs698 C_26457410_10 10 min 95°C//55 cyklů: 15 sec 92°C a 90 sec 58°C 

CYP2A13 rs72552266 C_30634006_10 10 min 95°C//55 cyklů: 15 sec 92°C a 90 sec 58°C 

EPHX1 rs1051740 C_14938_30 10 min 95°C//50 cyklů: 15 sec 92°C a 90 sec 60°C 

EPHX1 rs2234922 C_11638783_30 15 min 95°C//55 cyklů: 15 sec 95°C a 60 sec 62°C 

GSTP1 rs1695 C_3237198_20 10 min 95°C//50 cyklů: 15 sec 92°C a 90 sec 60°C 

NQO1 rs1800566 C_2091255_30 15 min 95°C//50 cyklů: 15 sec 95°C a 60 sec 60°C 

NQO2 rs1143684 C_8774861_10 15 min 95°C//50 cyklů: 15 sec 95°C a 60 sec 62°C 

SOD2 rs4880 C_8709053_10 15 min 95°C//50 cyklů: 15 sec 95°C a 15 sec 64°C 

SOD3 rs1799895 C_2307506_10 15 min 95°C//50 cyklů: 15 sec 95°C a 60 sec 60°C 
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3.4. Stanovení mutací v genu CHEK2 

 

Genetické alterace v FHA doméně (fork head-associated domain) kódující exony 2 a 3 spolu 

s introny 1 - 3 a mutace 1100delC genu CHEK2 byly stanoveny pomocí denaturační vysokotlaké 

kapalinové chromatografie (DHPLC) spolupracujícím pracovištěm (Ústav biochemie a experimentální 

onkologie, 1. LF UK, Praha). Nalezené alterace byly potvrzeny pomocí sekvenace DNA z nezávislých 

PCR produktů [124, 125].  

Přítomnost rozsáhlé genomické delece 5395 bp v exonech 8 a 9 byla analyzována PCR 

metodou. 

 

Tabulka č. 7: Podmínky PCR pro sledování del5395 v CHEK2 

 

Gen CHEK2 CHEK2 

Polymorfismus OMIM: 604373 (delece) Kontrolní fragment divoké alely pro kontrolu PCR  

Primer forvard 5´- GAACCACTATTTACATAAC – 3´ 5´- GAACCACTATTTACATAAC – 3´ 

Primer reverse 5´- GTCTCAAACTTGGCTGCG – 3´ 5´- CAAGACACTGAAAGATACTC – 3´ 

Program PCR  3 min 94°C//10cyklů: 30 sec 94°C a 30 sec 65-

55°C/ 30 sec 72°C// 25cyklů: 30 sec 94°C a 30 sec 

58°C/30 sec 72°C 

3 min 94°C//10cyklů: 30 sec 94°C a 30 sec 60-

50°C/30 sec 72°C//25cyklů: 30 sec 94°C a 30 sec 

58°C/30 sec 72°C 

Produkt 292bp 162bp 

 

Kontrola PCR produktů byla prováděna pomocí horizontální agarózové elektroforézy ve 2% 

gelu. Pro přípravu gelu byly využity analytické váhy (Boeco, Hamburg, Německo) a agaróza byla v 

roztoku 0,5x TBE pufru zahřívána nad bod tání v mikrovlné troubě. Na gel bylo vždy naneseno 10 µl 

PCR produktu. Jako marker délky fragmentů DNA byl použit Phi174/HaeIII - obrázek č. 10 (New 

England Biolabs MA, USA; dodávané firmou Biotech s.r.o., Praha, ČR). 
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3.5. Relativní kvantifikace míry exprese genů pomocí real-time PCR metody  

3.5.1. Syntéza cDNA s PCR kontrolou produktů 

Vzorky RNA s RIN > 2.0 byly dále využity k syntéze cDNA pomocí RevertAidTM First 

Strand cDNA Synthesis Kitu s  hexamer primery (MBI Fermentas, Vilnius, Lithuania). Se vzorky 

RNA bylo pracováno za přísně sterilních podmínek v  boxu s laminárním prouděním a byl použit 

pouze plast od výrobce neobsahující Rnázy ani Dnázy. Vzorky byly při zpracování uchovávány ve 

vychlazených stojáncích.  

K 2 µg RNA byly přidány 4 µl hexamer primerů (0,2 ug/ul) a sterilní voda (Nuclease-Free 

Water, Ambion) do objemu 56 µl. Reakční směs byla po důkladném promíchání a centrifugaci v 

minicentrifuze ponechána 5 minut při 70° C v inkubátoru. Poté bylo ke každému vzorku přidáno 16 µl 

5x pufru, 8 µl 10 mM směsi deoxynukleotidů a 4 ul inhibitoru RNAsy. Vše bylo opět po promíchání a 

centrifugaci ponecháno 5 minut při pokojové teplotě. Následně bylo z každého vzorku odebráno 8 µl 

do čisté sterilní zkumavky jako negativní kontrola bez enzymu reverzní transkriptázy. Ta byla 

k vzorkům přidána v množství 4 ul (200 U/ul). Inkubace probíhala 10 minut při pokojové teplotě a 

potom dalších 60 minut při 42°C. Enzym byl inaktivován inkubací vzorků 10 minut při teplotě 70°C. 

Celkový objem získáné cDNA byl 80 µl. Při teoretické 100% úspěšnosti reverzní transkripce 

byla koncentrace takto připravené cDNA 25 ng/µl. Kvalita cDNA z hlediska kontaminace genomovou 

DNA byla ověřena pomocí PCR amplifikace fragmentu ubiquitinu C (UBC). Produkt amplifikace 

cDNA je pouze 190 bp velký, protože neobsahuje intron na rozdíl od produktu amplifikace genomové 

DNA, který obsahuje 1009 párů bází. Všechny vzorky bez kontaminace DNA byly uskladněny při -

20°C. 

 

Obrázek č. 14: Kontrola kontaminace cDNA genomovou DNA za pomocí PCR 

amplifikace fragmentu ubiquitinu C 

 

Legenda: 3% agarózový gel barvený etidium bromidem. V první pozici marker Phi174/HaeIII (New England 

Biolabs MA, USA). V pozicích 4 - 13 je produkt o velikosti 109 bp - jedná se o vzorky cDNA (červeně 

zvýrazněny). V pozicích 14-22 jsou negativní kontroly bez přidání reverzní transkriptázy. Modře jsou 

zvýrazněny 2 vzorky mírně kontaminované genomovou DNA - produkt o velikosti 1009 bp. 
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3.5.2. Výběr stabilních referenčních genů 

 Pro qPCR je velmi důležitá volba vhodných vnitřních standardů (tzv. referenčních genů). 

V ideálním případě jsou tyto referenční geny konstitutivně exprimovány ve všech buněčných typech 

dané studie, měly by být zcela nezávislé na podmínkách probíhajících experimentů a neovlivnitelné 

zdravotním stavem jedinců ve studii. V posledních letech byly jako tyto referenční geny obvykle 

používány tzv. „housekeeping“ geny, což jsou geny nepostradatelné pro přežití buněk. Jako příklad lze 

uvést glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenasu (GAPDH), ribosomalní RNA podjednotky (18S and 28S 

rRNA), β-aktin, nebo  cyklofiliny. Nicméně se ukázalo, že tyto populární a běžně užívané geny 

vykazují značné rozdíly v expresi mezi různými druhy tkání a zejména mezi tkání zdravou a 

nádorovou [117-119].  Proto byly před samotnou relativní kvantifikací genové exprese transportérů 

vybrány vhodné referenční geny pro námi sledované malignity a skupiny pacientů. 

Kvantitativní real-time PCR 

   qPCR byla stanovena pomocí přístroje 7500 Real-Time PCR System s pomocí TaqMan® 

Custom Plates (Applied Biosystems), v nichž jsou ve volitelném formátu v jednotlivých jamkách 

naneseny lyofilizované primery a sondy pro stanovení jednotlivých genů. Pro analýzu 24 kandidátních 

referenčních genů byl použit formát plat: 4x24, sestavený ze setu  TaqMan® Gene Expression Assays 

s optimalizovanými próbami a primery (tabulka č. 8). TaqMan® Gene Expression Assays byly 

vybrány podle následujících kritérií:  

 vazba sondy na cDNA v místě rozhraní exon-exon minimalizujíci falešný signál 

v případě stopové kontaminace genomovou DNA 

 nejkratší možná velikost amplikonů 

 lokalizace amplikonů blízko 3´-konce transkriptu snižující vliv rozdílné kvality RNA. 

 Přednostně byly použity geny z ověřeného seznamu endogenních kontrol firmy Applied 

Biosystems. Seznam referenčních genů a k nim vybrané Assays jsou blíže popsány v tabulce č. 9.  

 

Tabulka č. 8: Rozložení genů na platech navržených pro výběr referenčních genů 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 18S GAPDH HPRT1 GUSB ACTB B2M 18S GAPDH HPRT1 GUSB ACTB B2M 

B HMBS IPO8 PGK1 TBP TFRC YWHAZ HMBS IPO8 PGK1 TBP TFRC YWHAZ 

C PPIA POLR2A GADD45A EIF2B1 ABL1 BCR ELF1 PPIA POLR2A GADD45A EIF2B1 ABL1 BCR ELF1 

D MRPL19 PES1 RPL30 RPS17 POP4 PSMC4 MRPL19 PES1 RPL30 RPS17 POP4 PSMC4 

E 18S GAPDH HPRT1 GUSB ACTB B2M 18S GAPDH HPRT1 GUSB ACTB B2M 

F HMBS IPO8 PGK1 TBP TFRC YWHAZ HMBS IPO8 PGK1 TBP TFRC YWHAZ 

G PPIA POLR2A GADD45A EIF2B1 ABL1 BCR ELF1 PPIA POLR2A GADD45A EIF2B1 ABL1 BCR ELF1 

H MRPL19 PES1 RPL30 RPS17 POP4 PSMC4 MRPL19 PES1 RPL30 RPS17 POP4 PSMC4 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17714991
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Celkový objem každé reakce byl 20 µl a sestával se z 10 µl cDNA a 10 µl 2x TaqMan® Gene 

Expression Master Mix (Applied Biosystems). Do každé jamky dříve popsaného plata bylo 

napipetováno množství cDNA odpovídající 25ng celkové RNA, použité k její syntéze. Poté proběhla 

PCR reakce za následujících podmínek: 2 min. při 50°C, následovala iniciální denaturace 10 minut při 

95ºC, a 50 cyklů střídavé denaturace 15 sec při 95ºC a annealing s elongací 60 sec při teplotě 60ºC. 

 

Tabulka č. 9: Informace o stanovovaných referenčních genech a k nim vybraným assayím 

Gen  

(ID) 

Assay ID Lokalizace próby* Délka 

(bp) “ 

Název genu 

GAPDH 

(2597) 

Hs02758991_g1 3´-konec, rozhraní exon 7 - 8  93  glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase 

HPRT1 

(3251) 

Hs99999909_m1 3´-konec, rozhraní exon 6 - 7  100  hypoxanthine 

phosphoribosyltransferase 1 

GUSB 

(2990) 

Hs99999908_m1 3´-konec ,rozhraní  exon 11- 12  81 glucuronidase, beta 

ACTB 

(60) 

Hs00357333_g1 rozhraní exon 1 - 2  77 actin, beta 

B2M 

(567) 

Hs99999907_m1 3´-konec, rozhraní exon 2 - 3  75 beta-2-microglobulin 

HMBS 

(3145) 

Hs00609297_m1 3´-konec, rozhraní exon 1 - 2 64 hydroxymethylbilane synthase 

IPO8 

(10526) 

Hs00183533_m1* 3´-konec, rozhraní exon 20 - 21  71 importin 8 

PGK1 

(5230) 

Hs00943178_g1* 3´-konec, rozhraní exon 5 - 6  73 phosphoglycerate kinase 1 

TBP 

(6908) 

Hs00427621_m1* rozhraní exon 3 - 4  65 TATA box binding protein 

TFRC 

(7037) 

Hs99999911_m1 exon 14 105 transferrin receptor 

YWHAZ 

(7534) 

Hs00237047_m1 rozhraní exon 1 - 2  70 tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 

5-monooxygenase 

activation protein, zeta polypeptide 

PPIA 

(5478) 

Hs01565700_g1 rozhraní exon 3 - 4  94 peptidylprolyl isomerase A 

POLR2A 

(5430) 

Hs00172187_m1* 3´-konec, rozhraní exon 1 - 2  61 polymerase (RNA) II (DNA directed) 

polypeptide A 

GADD45

A (1647) 

Hs00169255_m1* rozhraní exon 3 - 4  123 growth arrest and DNA-damage-

inducible, alpha 

EIF2B1 

(1967) 

Hs00426752_m1* 3´-konec, rozhraní exon 4 - 5  75 eukaryotic translation initiation factor 

2B, subunit 1 alpha 

ABL1 

(25) 

Hs00245445_m1 rozhraní exon 3 - 4  91 c-abl oncogene 1, non-receptor tyrosine 

kinase 

ELF1 

(1997) 

Hs00152844_m1* 3´-konec, rozhraní exon 2 - 3  76 E74-like factor 1 

MRPL19 

(9801) 

Hs00608519_m1* rozhraní exon 2 - 3  72 mitochondrial ribosomal protein L19 
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PES1 

(23481) 

Hs00362795_g1* 3´-konec, rozhraní exon 13-14  56 pescadillo homolog 1 

RPL30 

(6156) 

Hs00265497_m1* rozhraní exon 4 - 5  149 ribosomal protein L30 

RPS17 

(6218) 

Hs02386586_g1 rozhraní exon 2 - 3  88 ribosomal protein S17 

POP4 

(10775) 

Hs00198357_m1* rozhraní exon 3 - 4  68 processing of precursor 4, ribonuclease 

P/MRP subunit 

PSMC4 

(5704) 

Hs00197826_m1* rozhraní exon 6 - 7  83 proteasome 26S subunit, ATPase, 4 

18S (100 

008588) 

Hs03928990_g1* ___ 61 18S ribosomal RNA 

Legenda:* Assay doporučena výrobcem (www.appliedbiosystems.com), “ délka amplikonu. 

 

Analýza stability referenčních genů 

 

V první řadě byla pro každý vzorek vypočtena ∆Ct (Ct- Cycle treshold- cyklus kvantitativní 

PCR reakce, kdy fluorescence stanovovaného genu překročí daný práh) podle rovnice: 

∆Ct = Ct (vzorek) – Ct (kalibrator). Jako kalibrátor sloužil vzorek zdravé tkáně s nejnižším 

průměrným Ct. 

Poté byla vypočtena tzv. relativní kvantita Q, kdy Q = E
∆Ct

. Za předpokladu, že účinnost PCR 

(efficiency) E je 100%, lze rovnici upravit následujícím způsobem: Q = 2
-∆Ct

. 

K vyhodnocení stability jednotlivých referenčních genů byly využity volně dostupné 

programy:  NormFinder verze 19 z července 2009 [126] a geNorm verze 3.5 z března 2007 [127]. Do 

obou programů byly zadány studované referenční geny s hodnotami Q vypočtenými pro jednotlivé 

vzorky.  
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3.5.3. Relativní kvantifikace míry exprese genů ABC a SLC transportérů  

Kvantitativní real-time PCR 

Ke stanovení relativní kvantifikace exprese genů ABC a SLC transportérů byly použity sondy 

TaqMan
® 

Gene Expression Assays (tabulka č 10 a 11). qPCR probíhalo na přístroji RotorGene 6000 

(Corbett Research, Sydney, Australia). 

Reakční směs (celkový objem 10 µl) pro qPCR obsahovala 5 µl 2x TaqMan Gene Expression 

Master mixu (Applied Biosystems), 0,5 µl TaqMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems), 

4,5 µl cDNA templátu. cDNA do reakční směsi byla naředěna na koncentraci 5 ng/µl. V každé reakci 

byla přítomna negativní kontrola, v níž byl cDNA templát nahrazen sterilní vodou k vyloučení 

možnosti kontaminace reakční směsi. PCR reakce probíhaly za následujících podmínek: 2 min. při 

50°C, následovala iniciální denaturace 10 minut při 95ºC, a 45 cyklů střídavé denaturace 15 sec při 

95ºC a annealing 60 sec při teplotě 60ºC. Pouze pro stanovení míry exprese genů ABCC3, ABCC8, 

ABCC9 a ABCF2 byl annealing prodloužen na 90 sec. 

 

Tabulka č. 10: Přehled použitých sond pro stanovované SLC geny 

Gen (ID) Assay ID Název genu 

SLC28A1 (9154) Hs00984403_m1 solute carrier family 28, member 1  

SLC28A2 (9153) Hs00188407_m1 solute carrier family 28, member 2  

SLC28A3 (64078) Hs00910439_m1 solute carrier family 28, member 3  

SLC29A1 (2030) Hs01085706_m1 solute carrier family 29, member 1  

SLC29A2 (3177) Hs00155426_m1 solute carrier family 29, member 2 

SLC29A3 (55315) Hs00983219_m11 solute carrier family 29, member 3 

 

Tabulka č. 11: Přehled použitých sond pro stanovované ABC geny 

Gen (ID) Assay ID Název genu 

ABCA1 (19) Hs00194045_m1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1  

ABCA2 (20) Hs00242232_m1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 2  

ABCA3 (21) Hs00184543_m1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 3  

ABCA4 (24) Hs00184367_m1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 4  

ABCA5 (23461) Hs00363322_m1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 5  

ABCA6 (23460) Hs00365329_m1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 6  

ABCA7 (10347) Hs00185303_m1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 7  

ABCA8 (10351) Hs00992371_m1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 8  

ABCA9 (10350) Hs00329320_m1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 9  

ABCA10 (10349) Hs00365268_m1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 10  

ABCA12 (26154) Hs00292421_m1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 12  

ABCA13 (154664) Hs01110169_m1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 13  

ABCB1 (5243) Hs00184491_m1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1  

ABCB2 (6890) Hs00388677_m1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 2 

https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00984403_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=Hs00984403_m1&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00188407_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=Hs00188407_m1&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00910439_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=Hs00910439_m1&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs01085706_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=Hs01085706_m1&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00194045_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00194045&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00242232_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00242232&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00184543_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=score+desc&searchValue=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=Hs00184543_m1&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&species=Homo+sapiens&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=null&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&isSL=null&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00184367_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00184367&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00363322_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00363322&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00365329_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00365329&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00185303_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00185303&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00992371_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00992371&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00329320_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00329320&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00365268_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00365268&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00292421_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00292421&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs01110169_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=score+desc&searchValue=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=Hs01110169&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&species=Homo+sapiens&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=null&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&isSL=null&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00184491_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00184491&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
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ABCB3 (6891) Hs00241060_m1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 3 

ABCB4 (5244) Hs00240956_m1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 4  

ABCB5 (340273) Hs00698751_m1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 5  

ABCB6 (10058) Hs00180568_m1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 6  

ABCB7 (22) Hs00188776_m1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 7  

ABCB 8 (11194) Hs00185159_m1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 8  

ABCB 9 (23457) Hs00608640_m1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 9  

ABCB10 (23456) Hs00429240_m1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 10  

ABCB11 (8647) Hs00184824_m1 ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 11  

ABCC1 (4363) Hs00219905_m1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 1  

ABCC2 (1244) Hs00166123_m1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 2  

ABCC3 (8714) Hs00358656_m1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 3  

ABCC4 (10257) Hs00195260_m1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 4  

ABCC5 (10057) Hs00981089_m1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 5  

ABCC6 (368) Hs00184566_m1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 6  

ABCC7 (1080) Hs00357011_m1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 7 

ABCC8 (6833) Hs00165861_m1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 8  

ABCC9 (10060) Hs00245832_m1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 9  

ABCC10 (89845) Hs00375716_m1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 10  

ABCC11 (85320) Hs01090768_m1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 11  

ABCC12 (94160) Hs00264354_m1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 12  

ABCC13 (94160) Hs01051917_m1 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 13  

ABCD1 (215) Hs00163610_m1 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 1  

ABCD2 (225) Hs00193054_m1 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 2  

ABCD3 (5825) Hs00161065_m1 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 3  

ABCD4 (5826) Hs00245340_m1 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 4  

ABCE1 (6059) Hs01009190_m1 ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1  

ABCF1 (23) Hs00153703_m1 ATP-binding cassette, sub-family F (GCN20), member 1  

ABCF2 (10061) Hs00606493_m1 ATP-binding cassette, sub-family F (GCN20), member 2  

ABCF3 (55324) Hs00217977_m1 ATP-binding cassette, sub-family F (GCN20), member 3  

ABCG1 (9619) Hs00245154_m1 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 1  

ABCG2 (9429) Hs00184979_m1 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2  

ABCG4 (64137) Hs00223446_m1 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 4  

ABCG5 (64240) Hs00223686_m1 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 5  

ABCG8 (64241) Hs00223690_m1 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 8  

 

 

                                    

 

 

https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00240956_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00240956&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00698751_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00698751&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00180568_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00180568&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00188776_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00188776&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00185159_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00185159&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00608640_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00608640&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00429240_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00429240&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00184824_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00184824&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00219905_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00219905&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00166123_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00166123&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00358656_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00358656&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00195260_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00195260&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00981089_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00981089&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00184566_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00184566&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00357011_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00357011&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00165861_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00165861&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00245832_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00245832&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00375716_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00375716&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs01090768_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs01090768&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00264354_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00264354&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00163610_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00163610&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00193054_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00193054&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00161065_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00161065&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00245340_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00245340&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs01009190_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&SearchRequest.Common.SortSpec=score+desc&searchValue=null&searchBy=null&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=Hs01009190&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&species=Homo+sapiens&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&adv_boolean3=AND&displayAdvSearchResults=null&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&isSL=null&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00153703_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00153703&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00606493_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00606493&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00217977_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00217977&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00245154_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00245154&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00184979_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00184979&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00223446_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00223446&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00223686_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00223686&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/partnerMkt/ab?cmd=ABAssayDetailDisplay&assayID=Hs00223690_m1&Fs=y&adv_phrase3=EXACT&adv_phrase2=EXACT&adv_phrase1=EXACT&assayType=GE&catID=601267&adv_kw_filter3=ALL&srchType=keyword&adv_kw_filter2=ALL&SearchRequest.Common.QueryText=hs00223690&kwdropdown=ge&adv_kw_filter1=ALL&adv_query_text3=&searchType=keyword&adv_query_text2=&adv_query_text1=&uploadType=ID+List&adv_boolean3=AND&adv_boolean2=AND&adv_boolean1=AND&chkBatchQueryText=false&kwfilter=ALL&SearchRequest.Common.PageNumber=1&msgType=ABGEKeywordResults
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Analýza míry exprese sledovaných genů 

K hodnocení míry exprese sledovaných transportérů byl použit program REST 2009 (Qiagen), 

který v porovnání s klasickou metodou pomocí ΔΔCt umožňuje srovnání míry exprese sledovaných 

genů vzhledem k většímu počtu referenčních genů a při hodnocení rozdílu mezi tkání nádoru a 

kontrolní nenádorovou tkání kalkuluje i s procentuální úspěšností PCR reakce (E). 

Účinnost E byla určena programem Rotor-Gene 6 ze sklonu kalibrační křivky (slope), 

sestrojené pro každý sledovaný gen změřením exprese kalibrátoru (vzorku nenádorové tkáně 

pankreatu ZPI5) v pěti různých ředěních. 

E=10
-1/slope

-1 

Do programu byly vneseny hodnoty Ct pro každý gen jak pro tkáň nádoru (samples), tak i 

párovou nenádorovou okolní tkáň (controls). Jako referenční geny pro karcinom pankreatu byly 

zvoleny geny MRPL19, EIF1, POLR2A viz. kapitola: 3.5.2. Výběr stabilních referenčních genů, str. 

45.  

Po zadání dat software vypočítal relativní exprese pomocí rovnice: 

Relativní exprese = koncentrace sledovaného genu/střední geometrický průměr koncentrace všech 

použitých referenčních genů. Koncentrace byla vypočtěna na základě rovnice: 

 Koncentrace = E 
průměrné Ct kontrol- průměrné Ct nádorů

. 

 REST 2009 zároveň posuzuje statistickou významnost rozdílu exprese, kterou vyjadřuje 95% 

intervalem spolehlivosti (CI) a hodnotou významnosti p. 
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4. VÝSLEDKY   

4.1. Charakteristika studované populace  

4.1.1. Soubor pacientů s karcinomem pankreatu a zdravých kontrol 

Skupina pacientů s karcinomem pankreatu se skládala z 63% z mužů a z 37% z žen, zatímco 

ve skupině zdravých kontrol bylo 41% žen a 59% mužů. Složení obou skupin, s ohledem na pohlaví, 

nebylo významně odlišné (p=0,384; Pearsonův chi-kvadrát test). Naopak průměrný věk pacientů 

s diagnózou karcinomu pankreatu byl významně vyšší oproti kontrolní skupině (p<0,001; studentův t-

test). Kompletní charakteristiky obou skupin jsou uvedeny v tabulce č. 12. 

Naše analýza potvrdila jako nezávislé rizikové faktory vzniku karcinomu pankreatu vyšší věk 

(OR=1,42; 95% CI=1,30-1,55; p=0,035), mužské pohlaví (OR=2,62; 95% CI=1,61-4,24; p<0,001), 

nižší hmotnost (OR=1,05; 95% CI=1,04-1,07; p<0,001), pankreatitis a diabetes mellitus v osobní 

anamnéze (OR=10,46; 95% CI=2,85-38,45; p<0,001, OR=4,00; 95% CI=1,90-8,43; p<0,001) 

Významně nižší riziko vzniku karcinomu pankreatu měli pravidelní konzumenti čaje (více než 3 šálky 

denně; OR=0,16; 95% CI=0,07-0,40; p<0,001), zatímco pití alkoholu a kávy, stejně jako kouření, 

v našem souboru nehrálo úlohu nezávislého rizikového faktoru.  

 

Tabulka č. 12: Charakteristiky studované populace u pacientů s karcinomem pankreatu 

a zdravých kontrol 

 Kontroly, N (%) Případy (%) 

Pohlaví (N)   

Mužské 158 (60) 148 (63) 

Ženské 107 (40) 87 (37) 

Celkem 265 235 

Věk (roky)   

Průměr ± SD 57,9  10,6 61,9  10,5 

Váha (kg)   

Průměr ± SD 76,0  14,5 67,5  15,0 

Diabetes v osobní anamnéze (N)   

Negativní 245 (94) 194 (85) 

Pozitivní 17 (6) 33 (15) 

Celkem 262 227 

Pancreatitis v osobní anamnéze (N)   

Negativní 258 (98) 212 (93) 

Pozitivní 4 (2) 15 (7) 

Celkem 262 227 

Kouření (N)   

Nekuřáci 106 (41) 71 (38) 

Exkuřáci (> 10 let) 54 (21) 34 (18) 

Exkuřáci (0-10 let) 22 (9) 25 (13) 
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Kuřáci 75 (29) 57 (31) 

Celkem 257 187 

Alkohol (N)   

Nikdy 78 (30) 68 (36) 

Příležitostně 40 (16) 51 (28) 

Pravidelně* 141 (54) 68 (36) 

Celkem 259 187 

Káva (N)   

Nikdy (nebo < 1/měsíc) 35 73 

< 1/týden 4 7 

1-2/týden 26 14 

3-5/týden 16 18 

1-2/den 135 85 

3-4/den 43 22 

>4/den 6 9 

Celkem 265 228 

Čaj (N)   

Nikdy (nebo < 1/měsíc) 68 99 

< 1/týden 15 14 

1-2/týden 32 28 

3-5/týden 37 27 

1-2/den 71 52 

3-4/den 32 7 

>4/den 10 1 

Celkem 265 228 

Legenda: * Za pravidelnou konzumaci alkoholu byla považována konzumace více jak jedné dávky alkoholu 

denně. Dávka v této studii byla stanovena jako 15-20 g etanolu, což odpovídá přibližně 0,5 l piva, 0,2 l vína nebo 

0,05 l destilátu. 

 

4.1.2. Soubor pacientů s kolorektálním karcinomem a zdravých kontrol 

 Do studie případů a kontrol bylo zařazeno 495 pacientů s kolorektálním karcinomem a 

495 kontrolních jedinců. Základní charakteristiku této populace s přihlédnutím k možným zavádějícím 

faktorům shrnuje tabulka č. 13. 

 Obě skupiny se statisticky významně lišily v dosaženém vzdělání, bydlišti a v podílu kuřáků. 

Kontrolní skupina měla větší zastoupení středoškoláků a vysokoškoláků, a v porovnání s případy měli 

účastníci bydliště častěji v příměstských oblastech než na venkově. Ve skupině případů bylo 

statisticky významně vyšší zastoupení bývalých kuřáků, kteří přestali kouřit v době kratší než pět let 

před zahájením studie (p=0,008, chi-kvadrát test). Vzhledem k věku, byla skupina kontrol v průměru o 

1,7 let mladší (p=0,036, ANOVA test). Biologická významnost tohoto rozdílu není pravděpodobná, 

protože kontroly byly kolonoskopicky ověřeny. 
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Tabulka č. 13: Charakteristiky studované populace u pacientů s kolorektálním 

karcinomem a zdravých kontrol. 

 

 Kontroly, N (%) Případy (%) 

Pohlaví (N)   

Mužské 265 (54) 289 (58) 

Ženské 230 (46) 206 (42) 

Celkem 495 495 

Věk (roky)   

Průměr ± SD 55,5  13,8 57,2  11,5 

BMI   

Průměr ± SD 26,7  4,5 26,6  4,3 

Kouření (N)   

Nekuřáci 195 (39) 243 (49) 

Exkuřáci (> 5 let) 76 (16) 99 (20) 

Exkuřáci (0-5 let) 17 (3) 47 (10) 

Kuřáci 76 (16) 74 (15) 

Neuvedeno 131 (26) 32 (6) 

Celkem 495 495 

Vzdělání (N)   

Základní 89 (18) 112 (23) 

Středoškolské 200 (40) 174 (35) 

Vysokoškolské 72 (15) 41 (8) 

Neuvedeno 134 (27) 168 (34) 

Bydliště (N)   

Venkov 79 (16) 98 (20) 

Příměstská oblast 78 (16) 50 (10) 

Centrum města 212 (43) 207 (42) 

Neuvedeno 126 (25) 140 (28) 
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4.1.3. Soubor pacientů po chirurgické léčbě karcinomu pankreatu 

 Podařilo se zajistit poměrně homogenní soubor tkání pacientů s karcinomem 

pankreatu. Všech deset vzorků bylo histologicky verifikováno jako adenokarcinom pankreatu se 

středním až nízkým stupně diferenciace nádorových buněk (grade 2-3). Kromě jednoho vzorku byl 

nádor lokalizovaný v hlavě slinivky břišní. V naprosté většině se jednalo o pokročilý stupeň maligního 

onemocnění (stádia III a IV). Dva vzorky (PCI12 a PCI15) by teoreticky mohly splňovat kritéria II. 

stádia, pokud by se podařilo prokázat nepřítomnost vzdálených metastáz. 

 

 

Tabulka č. 14: Charakteristiky studované populace u pacientů po chirurgické léčbě 

karcinomu pankreatu 

 

Vzorek Pohlaví Věk v době 

diagnózy 

Chirurgie *  Stádium Lymfatické 

uzliny # 

Grade 

PCI2 žena 54 hlava/R0 pT3N0M1 0/9 3 

PCI4 muž 69 hlava/R0 pT3N0Mx 0/3 3 

PCI5 muž 63 hlava/R0 pT3N1Mx 1/3 3 

PCI7 muž 46 hlava/R0 pT3N1Mx 1/9 3 

PCI8 žena 74 hlava/R0 pT3N1Mx 5/14 3 

PCI9 žena 54 hlava/R1 pT2N1Mx 9/18 2 

PCI10 žena 53 hlava/R0 pT4N1Mx 1/24 2 

PCI12 žena 71 hlava/R0 pT2N0Mx 0/14 2 

PCI15 muž 72 hlava/R0 pT2N0Mx 0/14 2 

PCI17 žena 65 ocas/R0 pT3N1Mx 1/23 3 

Legenda: *anatomická lokalizace nádoru/radikalita resekce; #počet lymfatických uzlin s prokázanými 

metastázami/počet všech vyšetřených uzlin 
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4.2. Polymorfismy v genech kódujících biotransformační enzymy a riziko vzniku 

nádorového onemocnění 

 

4.2.1. Polymorfismy v genech kódujících biotransformační enzymy a riziko vzniku 

karcinomu pankreatu  

 

Variantní alela CYP2A13*7 (Arg101STOP), kódující inaktivní enzym byla nalezena u 7 z 265 

hodnocených zdravých kontrol, ale nebyla nalezena u žádného pacienta (n=235, tabulka č. 15). 

V analýze podskupiny kontrol s kompletními údaji o kouření bylo zjištěno, že 2 kuřáci (n=104) a 4 

nekuřáci (n=150) jsou nosiči CYP2A13*7 variantní alely. Snížená schopnost bioaktivace 

prokarcinogenů, které jsou obsaženy nejen v cigaretovém kouři jako např. NNK může tedy být 

potenciálním protektivním faktorem vzniku karcinomu pankreatu. Přes tento silný trend nelze vyjádřit 

statistickou významnost vzhledem k tomu, že tato alela nebyla u žádného pacienta s karcinomem 

pankreatu nalezena. 

Výskyt variantní alely GSTP1-Val a genotypu GSTT1-null byl naopak spojen se zvýšeným 

rizikem vzniku karcinomu pankreatu (OR=1,4; 95% CI=1,02-1,92 a OR=1,79; 95% CI=1,12-2,84), 

přičemž kombinace přítomnosti obou alel u nosiče riziko dále zvýšila (OR=2,38; 95% CI=1,17-4,83, 

tabulka č. 16). Tento trend byl sledován zejména u pacientů mladších 50-ti let. Oba enzymy detoxikují 

produkty tabákového kouře a další kontaminanty životního prostředí, např.: polycyklické aromáty. Ani 

zde nebyla nalezena souvislost mezi kouřením a polymorfismy a výskyt variantních alel zvyšoval 

riziko nezávisle na abusu alkoholu a dalších sledovaných epidemiologických faktorech. 

Výskyt polymorfismů v genech kódujících alkoholdehydrogenázy: ADH1B, ADH1C se mezi 

pacienty a kontrolami významně nelišil, a to ani při vzájemné kombinaci (tabulka č. 17). V následné 

podrobné analýze nebyly nalezeny rozdíly v riziku vzniku nádorů pankreatu a funkčními 

polymorfismy v alkoholdehydrogenázách ani v jednotlivých podskupinách abstinentů, příležitostných 

konzumentů a pravidelných konzumentů alkoholu.  

V ostatních sledovaných genech, GSTM1 a EPHX1, stejně jako v genech kódujících enzymy 

metabolizmu volných radikálů: SOD2, SOD3, NQO1 a NQO2 nebyly nalezeny žádné statisticky 

významné vztahy pro analyzové funkční polymorfismy u pacientů a kontrol, a to ani s přihlédnutím 

k dalším modifikujícím rizikovým faktorům životního stylu (tabulky č. 18-21).  
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Tabulka č. 15: Polymorfismus CYP2A13 ve sledované populaci 

Genotyp Kontroly 

(%) 

Případy 

(%) 

OR
†
 95% CI

†
 p

†
 

 

CYP2A13, rs72552266      

Arg/Arg 258 (97,4) 235 (100,0) reference - - 

Arg/STOP     7 (2,6)    0 (0,0) * * * 

STOP/STOP     0 (0,0)    0 (0,0) * * * 

Celkem 265 235    
Legenda: *nelze statisticky zpracovat vzhledem k absenci nosičů variantní alely v jedné nebo obou sledovaných 

skupinách. 

† OR, odds ratio - odhad relativního rizika s přihlédnutím k věku, pohlaví a kouření; CI, 95% interval 

spolehlivosti p, statistická významnost. 

 

 

 

Tabulka č. 16: Polymorfismy glutathion S-transferáz a vztah k věku studovaných objektů 

Genotyp Případy 

(%) 

Kontroly 

(%) 

Bez rozdílu věku   

OR
† 
(95% CI

†
) 

< 50 let  OR
† 

(95% CI
†
) 

≥ 50 let
 
 OR

† 

(95% CI
†
) 

GSTM1      

Plus 115 (45,5)  188 (46,7)  reference  reference  reference  

Null 138 (54,6) 215 (53,4)  0,92 (0,64–1,31) 0,85 (0,39–1,89) 0,90 (0,59–1,36) 

Celkem 253 403     

GSTT1      

Plus 199 (81,9)  308 (88,8)  reference reference reference 

Null   45 (18,1)   39 (11,2)  1,56 (0,93–2,61) 1,13 (0,33–3,93) 1,66 (0,91–3,04) 

Celkem 244 347     

GSTP1      

Ile/Ile  100 (39,5)  192 (47,8)  reference reference reference 

Ile/Val 

nebo 

Val/Val  

153 (60,5)  210 (52,2)  1,38 (0,96–1,97) 3,09 (1,25–7,63) 1,23 (0,81–1,87) 

Celkem 253 402     

Kombinace 

GSTT1 a 

GSTP1 

     

Plus-Ile/Ile    76 (31,3)  146 (42,1)  reference  reference  reference 

Null-Ile/Ile    18 (7,4)    21 (6,0)  1,46 (0,97–2,18)  0,77 (0,10–5,67)  1,69 (0,69–4,13) 

Plus-Ile/Val 

nebo 

Val/Val  

123 (50,6)  162 (46,7)  1,46 (0,69–3,12)  3,00 (1,15–7,82)  1,31 (0,81–2,09) 

Plus-Ile/Val  

nebo 

Val/Val  

  26 (10,7)    18 (5,2)  2,50 (1,20–5,20)  4,40 (0,79–24,7)  2,21 (0,95–5,15) 

Celkem 243  347     
Legenda: † OR, odds ratio- odhad relativního rizika s přihlédnutím k věku, pohlaví a kouření; CI, 95% 

konfidenční interval. 
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Tabulka č. 17: Polymorfismy ADH1B a ADH1C ve sledované populaci 

Genotyp Kontroly 

(%) 

Případy 

(%) 

OR
†
 95% CI

†
 p

†
 

 

ADH1B,rs1229984      

Arg/Arg 242 213 reference   

Arg/His   22   22 1,25 0,56-2,77 0,583 

His/His     1     0 
*
   

Arg/His nebo His/His   23   22 1,16 0,53-2,55 0,706 

Celkem 265 235    

ADH1C,rs698      

Ile/Ile   80    83    

Ile/Val 138 109 0,93 0,56-1,53 0,766 

Val/Val   46   43 1,65 0,87-3,13 0,123 

Ile/Val nebo Val/Val 184 152 1,09 0,68-1,74 0,730 

Celkem 264 235    

Kombinace  

ADH1B a ADH1C I 

     

Arg/Arg a Ile/Ile   70   71 reference   

(Arg/His nebo Arg/Arg)  

nebo  

(Ile/Val nebo Ile/Ile) 

196 164 1,16 0,70-1,90 0,566 

Kombinace  

ADH1B a ADH1C II 

     

Arg/Arg a Ile/Ile   70   71 reference   

(Arg/His nebo Arg/Arg)  

a (Ile/Val nebo Ile/Ile) 

  11   10 1,09 0,31-3,85 0,888 

Legenda: † OR, odds ratio- odhad relativního rizika s přihlédnutím k věku, pohlaví, váze, diabetu, pankreatitidě 

a konzumaci alkoholu, kávy, čaje; CI, 95% interval spolehlivosti; p, statistická významnost. 

*nelze statisticky zpracovat vzhledem k absenci nosičů variantní alely ve skupině pacientů. 

 

Tabulka č. 18: Polymorfismy genů kódujících enzymy metabolizmu volných radikálů:  

SOD2, SOD3, NQO1, a NQO2 ve sledované populaci 

 

Genotyp Kontroly 

(%) 

Případy (%) OR
†
 95% CI

†
 p

†
 

 

SOD2,rs4880      

Ala/Ala   58 (21,9)   48 (2004) reference - - 

Ala/Val 134 (50,6) 121 (51,5) 1,24 0,72 – 2,12 0,440 

Val/Val   73 (27,5)   66 (28,1) 1,04 0,57 – 1,90 0,896 

Ala/Val nebo 

Val/Val 

207 187 1,16 0,70 – 1,93 0,560 

Celkem 265 235    

SOD3,rs1799895      

Arg/Arg 264 (99,6) 229 (97,4) reference - -  

Arg/Gly     1 (0,4)     6 (2,6) 4,41 0,42 – 46,05 0,215 

Gly/Gly     0     0    
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Celkem 265 235    

NQO1,rs1800566      

Pro/Pro 187 (70,6) 164 (69,8) reference - - 

Pro/Ser   71 (26,8)   64 (27,2) 1,12 0,69 – 1,81 0,642 

Ser/Ser     7 (2,6)     7 (3,0) 1,70 0,47 – 6,19 0,418 

Pro/Ser nebo 

Ser/Ser 

  78   71 1,16 0,73 – 1,85 0,523 

Celkem 265 235    

NQO2,rs1143684      

Phe/Phe 153 (57,7) 146 (62,1) reference - - 

Phe/Leu 104 (39,3)   78 (33,2) 0,82 0,53 – 1,27 0,375 

Leu/Leu     8 (3,0)   11 (4,7) 1,23 0,37 – 4,06 0,734 

Phe/Leu nebo 

Leu/Leu 

112   89 0,85 0,55 – 1,30 0,447 

Celkem 265 235    
Legenda: † OR, odds ratio - odhad relativního rizika s přihlédnutím k věku, pohlaví, váze, diabetu, pankreatitidě 

a konzumaci alkoholu, kávy, čaje a kouření; CI, 95% interval spolehlivosti; p, statistická významnost.  

 
Tabulka č. 19: Polymorfismy v podskupině nekuřáků 

Genotyp Kontroly (%) Případy (%) OR
†
 95% CI

†
 p

†
 

 

SOD2,rs4880      

Ala/Ala   21 (19,6)   17 (24,0) reference - - 

Ala/Val   55 (51,4)   33 (46,4) 1,17  0,48 – 2,87 0,733 

Val/Val   31 (29,0)   21 (29,6) 1,19 0,44 – 3,19 0,729 

Ala/Val nebo 

Val/Val 

  86    54  1,18 0,50 – 2,75 0,707 

Celkem 107   71    

SOD3,rs1799895      

Arg/Arg 106 (99,1)   69 (97,2) reference - -  

Arg/Gly     1 (0,9)     2 (2,8) 4,62 0,26 – 82,24 0,297 

Gly/Gly     0     0    

Celkem 107   71    

NQO1,rs1800566      

Pro/Pro   75 (70,1)   50 (70,4) reference - - 

Pro/Ser   30 (28,0)   17 (24,0) 0,94 0,41 –  2,15 0,883 

Ser/Ser   2   (1,9)     4 (5,6) 9,30 1,20 –  71,87 0,033 

Pro/Ser nebo 

Ser/Ser 

  32    21  1,23 0,56 –  2,68 0,605 

Celkem 107   71    

NQO2,rs1143684      

Phe/Phe   60 (56,1)   36 (50,7) reference - - 

Phe/Leu   44 (41,1)   33 (46,5) 1,18 0,59 – 2,36 0,638 

Leu/Leu     3 (2,8)      2 (2,8) 1,29 0,15 – 10,82 0,811 

Phe/Leu nebo 

Leu/Leu 

  47    35  1,19 0,60 –  2,34 0,447 

Celkem 107   71    
Legenda: † OR, odds ratio - odhad relativního rizika s přihlédnutím k věku, pohlaví, váze, diabetu, pankreatitidě 

a konzumaci alkoholu, kávy, čaje; CI, 95% interval spolehlivosti; p, statistická významnost. 
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Tabulka č. 20: Polymorfismy v podskupině kuřáků 

Genotyp Kontroly (%) Případy (%) OR
†
 95% CI

†
 p

†
 

 

SOD2,rs4880      

Ala/Ala   36 (23,7)   24 (20,7) reference - - 

Ala/Val   75 (49,3)   63 (54,3) 1,27  0,63 – 2,58 0,506 

Val/Val   41 (27,0)   29 (25,0) 0,83 0,37 – 1,87 0,649 

Ala/Val nebo 

Val/Val 

116   92 1,10 0,56 – 2,16 0,775 

Celkem 152 116    

SOD3,rs1799895      

Arg/Arg 152 (100,0) 113 (97,4) reference - -  

Arg/Gly     0 (0,0)        3 (2,6) - - - 

Gly/Gly     0     0    

Celkem 152 116    

NQO1,rs1800566      

Pro/Pro 107 (70,4)   77 (66,4) reference - - 

Pro/Ser   40 (26,3)   37 (31,9) 1,26 0,67 – 2,38 0,476 

Ser/Ser     5 (3,3)      2 (1,7) 0,15 0,01 – 1,56 0,111 

Pro/Ser nebo 

Ser/Ser 

  45   39 1,10 0,59 – 2,04 0,768 

Celkem 152 116    

NQO2,rs1143684      

Phe/Phe   89 (58,5)   81 (69,8) reference - - 

Phe/Leu   58 (38,2)   29 (25,0) 0,53  0,28 – 0,98 0,044 

Leu/Leu     5 (3,3)     6 (5,2) 0,86 0,20 – 3,67 0,844 

Phe/Leu nebo 

Leu/Leu 

  63   35 0,56 0,31 – 1,01 0,055 

Celkem 152 116    
Legenda: † OR, odds ratio - odhad relativního rizika s přihlédnutím k věku, pohlaví, váze, diabetu, pankreatitidě 

a konzumaci alkoholu, kávy, čaje; CI, 95% interval spolehlivosti; p, statistická významnost.  

 
Tabulka č. 21: Polymorfismy v podskupině pravidelných konzumentů alkoholu 

Genotyp OR
†
 95% CI

†
 p

†
 

 

SOD2 Ala/Val  1,64 0,70 – 3,82 0,254 

SOD2 Val/Val 0,78 0,29 – 2,08 0,615 

SOD2 Ala/Val nebo Val/Val 1,27 0,57 – 2,84 0,553 

NQO1 Pro/Ser 1,38 0,66 – 2,90 0,399 

NQO1 Ser/Ser 4,90 0,77 – 30,96 0,091 

NQO1 Pro/Ser nebo Ser/Ser 1,58 0,78 – 3,22 0,207 

NQO2 Phe/Leu 0,63 0,31 – 1,27 0,195 

NQO2 Leu/Leu 1,73 0,19 – 15,98 0,627 

NQO2 Phe/Leu nebo Leu/Leu 0,67 0,34 – 1,33 0,252 
Legenda: † OR, odds ratio- odhad relativního rizika s přihlédnutím k věku, pohlaví, váze, diabetu, pankreatitidě, 

konzumaci kávy, čaje a kouření; CI, 95% interval spolehlivosti; p, statistická významnost . 
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4.2.2. Polymorfismy v genech kódující biotransformační enzymy a riziko vzniku 

kolorektálního karcinomu  

 

Souhrn adjustovaných a hrubých odhadů relativního rizika (adjusted odds ratios - aOR a crude 

odds ratios - cOR), 95% intervaly spolehlivosti (95% CI) a odpovídající statistické významnosti (p-

values) jsou shrnuty v tabulkách č. 22 a 23. 

Delece v genu GSTM1 mírně zvýšila riziko vzniku karcinomu kolorekta (cOR=1,23; 95% 

CI=0,96-1,58; p=0,098). Po zohlednění ostatních rizikových faktorů ve výpočtu rizika (věku, pohlaví, 

kouření a bydliště) dosáhl tento vztah statistické významnosti (aOR=1,30; 95% CI=1,01-1,68; 

p=0,044).  

Ani genetické polymorfismy v genech EPHX1, NQO1, GSTP1, a GSTT1, ani aktivita EPHX1, 

odvozená kombinací obou sledovaných polymorfismů, neovlivňovaly riziko vzniku kolorektálního 

karcinomu.  

Podobně jako v předchozích studiích na jiných souborech pacientů [128], byl i pro 

kolorektální karcinom spočítán efekt kombinace funkčně významných polymorfismů v glutathion S-

transferázách a epoxid hydroláze. Bez přihlédnutí k ostatním faktorům žádná z analyzovaných 

kombinací (GSTM1-GSTT1, GSTM1-GSTP1, GSTT1-GSTP1, GSTM1-EPHX1-aktivita, GSTT1-

EPHX1-aktivita, a GSTP1-EPHX1-aktivita) neovlivňovala riziko vzniku kolorektálního karcinomu 

(tabulka č. 23). Adjustovaná analýza zohlednňující věk, pohlaví, kouření a bydliště však ukázala, že 

nosiči kombinace delecí v genech GSTM1 a GSTT1 (GSTM1-null a GSTT1-null) mají mírně vyšší 

riziko vzniku nádorů tlustého střeva ve srovnání s jedinci bez delecí v těchto dvou genech (aOR=1,58; 

95% CI=1,01-2,47; p=0,044).  

Vztah k riziku kolorektálního karcinomu mezi nosiči jednotlivých funkčních polymorfismů v 

podskupině kuřáků a nekuřáků, podobně jako u karcinomu pankreatu, nebyl prokázán. 

 

Tabulka č. 22: Polymorfismy sledovaných genů u kolorektálního karcinomu 

Genotyp Případy 

(%) 

Kontroly 

(%) 

cOR
† 

 
(95% CI

†
) 

 aOR
† 

(95% CI
†
) 

p
†
 

GSTM1      

Plus 228 (46,1)  254 (51,3) reference  reference    

Null 267 (53,9)  241 (48,7)  1,23 (0,96 - 1,58) 1,30 (1,01 - 1,68) 0,044 

Celkem 495 495     

GSTT1      

Plus 392 (79,2)  395 (79,8) reference reference  

Null 103 (20,8)  100 (20,2) 1,04 (0,76 - 1,41) 1,07 (0,78 - 1,47) 0,664 

Celkem 495 495     
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GSTP1, rs1695      

Ile/Ile  223 (45,1)  224 (45,3) reference reference  

Ile/Val nebo Val/Val  272 (54,9) 271 (54,7) 1,01 (0,79 - 1,30) 1,01 (0,78 - 1,30) 0,942 

Celkem 495 495     

EPHX1, rs1051740      

Tyr/Tyr 221 (44,6)  231 (46,7) reference  reference   

Tyr/His nebo His/His 274 (55,4) 264 (53,3) 1,09 (0,85 - 1,39) 1,06 (0,82 - 1,37)  0,635 

Celkem 495 495    

EPHX1, rs2234922      

His/His 297 (60,0) 290 (58,6) reference  reference   

His/Arg nebo Arg/Arg 198 (40,0)  205 (41,4) 0,94 (0,73 - 1,22) 0,91 (0,70 - 1,18) 0,482 

Celkem 495 495     

NQO1, rs1800566      

Pro/Pro 346 (69,9)  344 (69,5) reference  reference   

Pro/Ser nebo Ser/Ser 149 (30,1) 151 (30,5) 0,98 (0,75 - 1,29) 1,03 (0,78 - 1,35)  0,853 

Celkem 495 495     
Legenda: † cOR (crude odds ratio) – hrubý odhad relativního rizika; aOR (adjusted odds ratio) - odhad 

relativního rizika s přihlédnutím k věku, pohlaví, kouření a bydlišti, CI – 95% interval spolehlivosti; p - 

statistická významnost. 

 

Tabulka č. 23: Kombinace polymorfismů v GSTM1, GSTP1, GSTT1 a EPHX1 vzhledem k riziku 

vzniku nádorů kolorekta 

Genotyp Případy  Kontroly  cOR
† 

(95%CI
†
) 

 aOR
†  

(95% CI
†
) 

p
†
 

GSTM1-plus a GSTT1-plus 186 200  reference reference  

GSTM1-null a GSTT1-null   61   46  1,43 (0,93 - 2,20)  1,58 (1,01 - 2,47)  0,044 

GSTM1-plus a GSTP1-Ile/Ile 148 116  reference reference  

GSTM1-null a GSTP1-Ile/Val 

nebo Val/Val 

104 133  1,24 (0,87 - 1,77)  1,26 (0,87 - 1,80)  0,220 

GSTT1-plus a GSTP1-Ile/Ile 174 178  reference reference  

GSTT1-null a GSTP1-Ile/Val 

nebo Val/Val 

  54   54 1,02 (0,67 - 1,57)  1,09 (0,70 - 1,71)  0,694 

GSTM1-plus a EPHX1-

vysoká nebo střední 

147 168  reference reference  

GSTM1-null a EPHX1-nízká   96   84  1,31 (0,91 - 1,89)  1,36 (0,93 - 1,97)  0,111 

GSTT1-plus a EPHX1-

vysoká nebo střední 

260 263  reference reference  

GSTT1-null a EPHX1-nízká   38   45  1,20 (1,75 - 1,91)  1,27 (0,79 - 2,05)  0,330 

GSTP1-Ile/Ile a EPHX1-

vysoká nebo střední 

142 146  reference reference  

GSTP1-Ile/Val nebo Val/Val
 

a EPHX1-nízká 

  96   92  1,07 (0,74 - 1,55)  1,07 (0,73 - 1,56)  0,727 

Legenda: † cOR (crude odds ratio) - hrubý odhad relativního rizika; aOR (adjusted odds ratio) - odhad 

relativního rizika s přihlédnutím k věku, pohlaví, kouření a bydlišti; 95% CI – 95% interval spolehlivosti; p - 

statistická významnost.  

 

 



62 

 

 

4.3. Úloha alterací genu CHEK2 v etiologii karcinomu kolorekta a pankreatu 

 

Statistická analýza ukázala významně vyšší riziko vzniku kolorektálního karcinomu u nosičů 

alterací v oblasti FHA domény CHEK2 (6,2% případů vs. 2,8% kontrol; OR=2,3; 95% CI=1,3–4,0; 

p=0,003), a nejčastější alterace c.470T>C (I157T), která se nachází v třetím exonu genu CHEK2 

(4,8% případů vs. 2,5% kontrol; OR=2,0; 95% CI=1,1–3,6; p=0,03) [125]. Rovněž riziko vzniku 

karcinomu pankreatu bylo vyšší u jedinců s přítomnou alterací v oblasti FHA domény (1,5% případů 

vs. 0,3% kontrol; OR=5,14; 95% CI=0,94-28,23), avšak tento vztah byl na hranici statistické 

významnosti (p=0,057).  

Delece 5395bp nebyla nenalezena ani v souboru pacientů s kolorektálním karcinomem 

(n=631); [125]) ani s karcinomem pankreatu (n=270) a zůstává tak v naší populaci významnou zatím 

pouze pro karcinom prsu [124].  

Klinicko-patologické charakteristiky (věk v době diagnózy, lokalizace tumoru, stádium 

onemocnění, frekvence výskytu nádorových onemocnění v rodinné anamnéze apod.) se ve skupině 

pacientů s alteracemi CHEK2 nelišily od skupiny pacientů bez přítomnosti genetické alterace. 

Výjimkou byl grading tumoru u kolorektálního karcinomu, který byl významně vyšší u pacientů s 

nalezenými alteracemi (p= 0.049) [125].  

Tabulka č. 24: Identifikované alterace oblasti FHA domény genu CHEK2 

Lokalizace 

alterace 

Genetická alterace Případy s 

kolorektálním 

karcinomem 

Případy s 

karcinomem 

pankreatu 

Kontroly 

Exon 2 c.434G>A 1 0 0 

Exon 3 c.470T>C 30 (4,8%) 6 (2,2%) 17 (2,5%) 

Exon 3 c.538C>T 0 0 1 

Exon 3 c.541C>T 2 0 0 

Intron 1 IVS1-5T>A 1 1 0 

Intron 2 IVS2+1G>A 2 1 0 

Intron 2 IVS2+24C>T 3 1 1 

Intron 2 IVS2+65C>T 0 1 0 

Intron 2  IVS2-55C>T 1 0 0 
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4.4. Identifikace referenčních genů pro studium tkání karcinomu pankreatu  

4.4.1. Stanovení kvality a množství RNA 

Celková RNA byla vyizolována z vyoperovaných nádorů slinivky břišní s přilehlou 

nepostiženou tkání od 10 pacientů s diagnózou karcinomu pankreatu. Naměřené koncentrace celkové 

RNA získané z tkání se pohybovaly v rozmezí 0,25-5,51 µg/µl. Medián RIN byl 6,45 ± 1,00 pro 

nádorovou tkáň a 3,25 ± 1,61 pro pankreas bez přítomnosti nádorových buněk (tabulka č 25).  Z 2 µg 

celkové RNA, byla reverzní transkripcí připravena cDNA. Výsledná cDNA byla ověřena z hlediska 

přítomnosti kontaminace genomovou DNA pomocí PCR fragmentu ubiquitinu C a pouze vzorky bez 

kontaminace byly dále zpracovány. 

 

Tabulka č. 25: RNA integrita jednotlivých vzorků 

Vzorky nádorové tkáně RIN Vzorky nenádorové tkáně RIN 

PCI2 7,00 ZPI2 4,70 

PCI4 5,50 ZPI4 2,40 

PCI5 5,90 ZPI5 5,30 

PCI7 6,70 ZPI7 2,10 

PCI8 4,20 ZPI8 2,20 

PCI9 6,80 ZPI9 6,50 

PCI10 6,30 ZPI10 2,20 

PCI12 4,90 ZPI12 2,20 

PCI15 6,60 ZPI15 4,10 

PCI17 7,40 ZPI17 4,60 

Medián 6,45  3,25 

S.D. 1,00  1,61 
Legenda: RIN- RNA integrity number. 

 

4.4.2. Výběr vhodných kandidátních referenčních genů 

Ve všech dostupných párech nádorů a kontrolních tkání pankreatu (n=10) byly studovány 

hladiny transkriptů 24 endogenních kontrol vybraných z nabídky výrobce (Applied Biosystems). 

Průměrné hrubé hodnoty Ct pro všechny geny kromě genu 18S byly 27,06 ± 3,47 pro tkáň nádorovou 

a 27,27 ± 2,88 pro nenádorovou tkáň pankreatu. Průměrné Ct pro jednotlivé geny jsou vidět na 

obrázku č. 15 a 16. Medián hrubých hodnot Ct byl pro nádorovou a okolní tkáň 27,02 a 27,24. Hrubé 

počty cyklů PCR potřebných k amplifikaci daného množství úseků jednotlivých genů byly závislé na 

stupni degradace RNA u jednotlivých vzorků hodnoceném pomocí RIN. Statisticky významná 

závislost mezi RIN a průměrným Ct pro všechny sledované geny byla zjištěna ve vzorcích kontrolních 

tkání (Obrázek č. 15-16). Naopak, u nádorových vzorků takto významná korelace sledována nebyla. 

Po normalizaci dat pomocí podílu Ct(referenčního genu)/Ct(18S kontrolního genu) již tato korelace 

nebyla statisticky významná ani v kontrolách ani v nádorech (p<0,05; obr.č. 16). 
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Obrázek č. 15 a 16: Průměrné Ct pro nádorovou a nenádorovou tkáň pro jednotlivé geny 

 

 

 

Legenda: osa x- RIN jednotlivých vzorků, osa y- pro obr. 15- průměrné Ct všech stanovovaných genů pro 

vzorek, osa y- pro obr. 16- průměrné Ct stanovovvaných genů/18S Ct. 
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4.4.3. Identifikace referenčních genů 

Analýza stability referenčních genů pomocí programů geNorm a NormFinder byla vypočtena 

na základě relativní kvantity Q definované v kapitole 3.5.2. na str. 45. Jako kalibrátor byl zvolen 

vzorek nenádorové pankreatické tkáně ZPI5 s průměrným Ct = 25,27 ± 2,44 a RIN = 5,3. Oba 

programy stanovily srovnatelné výsledky (tabulka č. 26), co se týká stability námi studovaných 

referenčních genů. Mezi pěti nejstabilnějšími geny byly identifikovány: EIF2B1, ELF1, MRPL19 a 

POP4. Stejně tak oba programy vyhodnotily, že pro qPCR v rámci sledování rozdílů mezi nádorovými 

a nenádorovými tkáněmi pankreatu je dostačující kombinace 2-3 referenčních genů. Pro čtyři 

nejvhodnější geny byla dále stanovena účinnost qPCR (E) několikanásobným ředěním kalibrátoru 

(ZPI5). Další analýzou kalibrační křivky vzorku ZPI5 pro geny: EIF2B1, ELF1, MRPL19 a POP4 

byla zhodnocena nejen E, ale také korelace R
2
, sklon kalibrační křivky a Ct kontroly bez templátu 

(NTC). Všechny vybrané geny splnily potřebné parametry pro použití jako referenční kontroly qPCR 

karcinomu pankreatu (tabulka č 27).  

Tabulka č 26: Nejvíce a nejméně stabilní referenční geny vyhodnocené pomocí programů 

geNorm a NormFinder 

Program Nejlépe hodnocené kandidátní geny Nejhůře hodnoceny kandidátní geny 

geNorm ELF1, EIF2B1, MRPL19, POP4, 

PSMC4 

YWHAZ, B2M, ACTB, GAPDH, GADD45 

NormFinder POP4, ELF1, ABL1, EIF2B1, MRPL19 

(TFRC) 

RPS17, GAPDH, ACTB, B2M, YWHAZ 

 

Tabulka č 27: Souhrn hodnocených parametrů pro čtyři nejstabilnější referenční geny 

Vzorek ZPI5 EIF2B1 MRPL19 ELF1 POP4 

Průměrné Cq pro NTC >40 >40 >40 >40 

Průměrné Cq pro STD1 22,02 ± 0,03 24,51 ± 0,01 19,59 ± 0,01 23,29± 0,02 

Průměrné Cq pro STD2 23,24 ± 0,03 25,78 ± 0,04 20,59 ± 0,02 24,53± 0,02 

Průměrné Cq pro STD3 24,52 ± 0,07 27,13 ± 0,04 21,75 ± 0,02         26,11± 0,01 

Průměrné Cq pro STD4 26,81 ± 0,04 29,48 ± 0,12 24,14 ± 0,07 28,28± 0,04 

Průměrné Cq pro STD5 29,24 ± 0,04 31,93 ± 0,14 26,68 ± 0,05 30,62± 0,08 

Účinnost E 98% 94% 98% 96% 

Sklon kalibrační křivky -3,38 -3,48 -3,37 -3,43 

R
2
 0,999 0,999 0,999 0,998 

Legenda: pro sestrojení kalibračních křivek byla použita cDNA vzorku ZPI5v ředění 5-krát (standard 1, STD1), 

10-krát (STD2), 25-krát (STD3), 125-krát (STD4) and 625-krát (STD5). NTC (non-template kontrol, kontrola 

bez templátu) byla použita voda místo cDNA. 
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Obrázek č. 17: Výstup z programu geNorm 

 

Legenda: Relativní kvantity pro hodnocené geny byly zadány do programu geNorm. Obrázek zachycuje 

vyhodnocení stability. Geny s nejnižší průměrnou expresní stabilitou, vyjádřenou jako hodnota M, jsou 

hodnoceny jako nejstabilnější referenční geny a mohou sloužit jako vhodné endogenní kontroly pro další studie 

na souboru těchto vzorků. Geny, které se nacházejí na ose x nejvíce vpravo byly označeny jako nejstabilnější 

referenční geny. 
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Obrázek č. 18: Výstup z programu NormFinder 
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Legenda: Relativní kvantity pro hodnocené geny byly zadány do programu NormFinder. Obrázek zachycuje jak 

variabilitu mezi nádorovou a nenádorovou (inter-group variability), tak i variabilitu v rámci jedné skupiny (intra-

group variability) mezi jednotlivými testovanými vzorky. Kandidátní geny s nejnižší variabilitou mezi expresí 

v nádorové a nenádorové tkání (hodnoty co nejblíže k nule) a zároveň i s co nejnižší variabilitou mezi 

jednotlivými vzorky stejné tkáně (chybové úsečky) byly označeny jako nejvhodnější referenční geny. Tyto geny 

jsou na obrázku zvýrazněny šipkami.  
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4.5. Relativní kvantifikace míry exprese genů ABC a SLC transportérů 

 

U deseti vzorků nádoru pankreatu byla provedena pilotní studie genové exprese všech 49 

členů lidské nadrodiny ABC transportérů. Bylo provedeno srovnání hladin v nádorové tkáni s okolní 

nenádorovou tkání pankreatu. Jedenáct genů mělo statisticky významně (p<0,05) vyšší hladinu 

transkriptu (upregulace) v nádoru a čtyři geny nižší hladinu (downregulace) v tkáni adenokarcinomu 

(tabulka č. 28). Dvanáct genů nelze hodnotit pro obecně nízkou expresi, a to jak v tkáni nádorem 

nepostižené slinivky, tak i v tkáni nádorové. Ostatní geny byly exprimovány podobně v obou typech 

tkání. 

Tabulka č. 28: Hodnocení rozdílů hladin transkriptů ABC transportérů mezi nádorovou a 

kontrolní tkání pomocí softwaru REST 2009 

Gen Poměr hladiny 

nádor/kontrola 

95% CI P (H1) Hladina v nádoru 

ABCA1 1,94 0,25-19,85 0,100 Beze změny 

ABCA2 1,12 0,35-2,83 0,559 Beze změny 

ABCA3 0,39 0,07-1,56 0,003 Snížená 

ABCA4 BLQ† BLQ† BLQ† BLQ† 

ABCA5 0,37 0,04-3,03 0,007 Snížená 

ABCA6 1,13 0,17-4,81 0,680 Beze změny 

ABCA7 1,17 0,15-6,80 0,644 Beze změny 

ABCA8 0,92 0,10-9,09 0,837 Beze změny 

ABCA9 1,95 0,07-54,61 0,257 Beze změny 

ABCA10 1,58 0,11-31,40 0,351 Beze změny 

ABCA12 BLQ† BLQ† BLQ† BLQ† 

ABCA13 BLQ† BLQ† BLQ† BLQ† 

ABCB1 1,35 0,22-8,88 0,361 Beze změny 

ABCB2 2,19 1,04-4,05 0,000 Zvýšená 

ABCB3 2,19 0,89-5,83 0,000 Zvýšená 

ABCB4 5,26 0,77-72,84 0,001 Zvýšená 

ABCB5 BLQ† BLQ† BLQ† BLQ† 

ABCB6 1,29 0,79-2,51 0,023 Zvýšená 

ABCB7 1,06 0,55-2,79 0,654 Beze změny 

ABCB8 1,51 0,76-3,19 0,009 Zvýšená 

ABCB9 1,73 0,33-14,10 0,127 Beze změny 

ABCB10 1,68 0,32-16,13 0,158 Beze změny 

ABCB11 BLQ† BLQ† BLQ† BLQ† 

ABCC1 1,63 0,83-3,23 0,000 Zvýšená 

ABCC2 1,00 0,35-2,98 0,986 Beze změny 

ABCC3 1,92 0,81-4,03 0,002 Zvýšená 

ABCC4 1,18 0,48-2,47 0,293 Beze změny 
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ABCC5 2,25 0,60-8,83 0,001 Zvýšená 

ABCC6 0,30 0,07-1,02 0,000 Snížená 

ABCC7 0,20 0,002-5,09 0,016 Snížená 

ABCC8 0,54 0,11-3,89 0,078 Beze změny 

ABCC9 1,24 0,29-5,39 0,404 Beze změny 

ABCC10 1,58 0,66-3,47 0,005 Zvýšená 

ABCC11 BLQ† BLQ† BLQ† BLQ† 

ABCC12 BLQ† BLQ† BLQ† BLQ† 

ABCC13 BLQ† BLQ† BLQ† BLQ† 

ABCD1 1,53 0,15-17,87 0,339 Beze změny 

ABCD2 BLQ† BLQ† BLQ† BLQ† 

ABCD3 1,12 0,20-20,24 0,684 Beze změny 

ABCD4 1,74 0,26-17,37 0,132 Beze změny 

ABCE1 1,25 0,23-15,69 0,558 Beze změny 

ABCF1 1,30 0,26-17,40 0,510 Beze změny 

ABCF2 1,92 0,49-13,02 0,024 Zvýšená 

ABCF3 1,27 0,19-18,27 0,552 Beze změny 

ABCG1 4,44 0,60-23,35 0,000 Zvýšená 

ABCG2 1,79 0,15-24,81 0,189 Beze změny 

ABCG4 BLQ† BLQ† BLQ† BLQ† 

ABCG5 BLQ† BLQ† BLQ† BLQ† 

ABCG8 BLQ† BLQ† BLQ† BLQ† 

Legenda: †- expresi těchto genů nelze hodnotit, neboť je pod hranicí stanovitelnosti (BLQ, below limit of 

quantification) pomocí zvolené metody. 

 

Kromě ABCG1 a ABCC5, byly nejvýznamněji upregulovány (tedy více jak dvojnásobně, 

p≤0,001) geny podrodiny ABCB, jmenovitě ABCB2, ABCB3 a ABCB4. Z  podrodiny ABCC byly 

zvýšeně exprimovány ABCC1, ABCC3, ABCC5 a ABCC10. U všech těchto genů byl již dřive 

publikovaný vztah k mnohočetné lékové rezistenci.  

Dále bylo analyzováno 6 genů SLC transportérů, a to SLC28A1, SLC28A2, SLC28A3, 

SLC29A1, SLC29A2 a SLC29A3. SLC28A1 byl ve tkáních exprimován pod limitem kvantifikace. 

SLC29A3 byl 1,6 krát upregulován v nádorové tkáni (p=0,033, více viz  tabulka č. 29). Hladiny 

transkriptů genu SLC28A2 genu ve sledovaných tkáních silně kolísaly a proto nalezenou upregulaci 

bude třeba ověřit nezávislou studií. 
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Tabulka č. 29: Vyhodnocení exprese SLC transportérů v nádorové tkáni vůči kontrolám pomocí 

softwaru REST 2009 

Gen Poměr hladiny 

nádor/kontrola 

95% CI P (H1) Hladina v nádoru 

SLC28A1 BLQ† BLQ† BLQ† BLQ† 

SLC28A2 278,06 0,0 - 14401936,5 0,027 Zvýšená 

SLC28A3 0,97 0,19 - 3,09 0,901 Beze změny 

SLC29A1 1,09 0,19 - 17,36 0,826 Beze změny 

SLC29A2 1,07 0,22 - 4,61 0,801 Beze změny 

SLC29A3 1,58 0,48 - 3,88 0,033 Zvýšená 

Legenda: †- expresi těchto genů nelze hodnotit, neboť je pod hranicí stanovitelnosti  (BLQ, below limit of 

quantification) pomocí zvolené metody. 
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5. DISKUZE 
 

5.1. Význam polymorfismů v biotransformačních enzymech a alterací v genu 

CHEK2 pro individuální vnímavost ke karcinomu pankreatu 

 

 Karcinom pankreatu zůstává nádorovým onemocněním s velmi vážnou prognózou a velmi 

vysokou mortalitou. Etiologie a molekulární patogeneze zůstává z velké části neobjasněna. V naší 

studii jsme potvrdili významný efekt většiny dříve publikovaných rizikových faktorů (věk, pohlaví, 

chronická pankreatitida, diabetes). Nepozorovali jsme vliv kouření, alkoholu a pití kávy na riziko 

vzniku tohoto onemocnění, ale jedinci, kteří pili více jak 3 šálky čaje, měli riziko vzniku nádoru 

pankreatu významně nižší než ostatní. Tyto výsledky potvrdily předchozí polskou studii, kde byl 

nalezen obdobný trend nižšího rizika vzniku nádoru slinivky ve vztahu k délce pravidelného pití čaje 

(p>0,001; [129]), ale jsou v rozporu s japonskou studií, kde se pití čaje jako rizikový faktor nepotvrdil 

[130]. Diskrepance v těchto výsledcích může být spojena s rozdíly v kvalitě a druhu čaje, stejně jako v 

designu studie. Lze jen spekulovat zda je protektivní efekt způsoben polyfenolickými antioxidanty, 

kterých je v čaji celá řada [174], nebo jiným mechanismem. V naší studii jsme se zabývali i analýzou 

genů, které modulují oxidativní stres (níže),  avšak nepodařilo se nám najít pojítko mezi funkčními 

polymorfismy v klíčových genech obrany vůči oxidativnímu stresu a rizikem vzniku karcinomu 

pankreatu. Ani nepřímý důkaz naznačující mechanismus ochranného působení čaje proti vzniku 

karcinomu pankreatu, získaný na relevantní populaci, tedy není k disposici. 

Kromě alterací v genech s vysokou penetrancí může i interakce faktorů vnějšího prostředí 

s geny s nízkou penetrancí přispívat ke vzniku karcinomu pankreatu. Přestože ostatní typy nádorů byly 

v minulosti často studovány z hlediska tzv. „gene-environment interactions“neboli vztahů genů a 

vnějšího prostředí, nádory pankreatu zůstavaly v tomto ohledu dlouho opomíjeny. Důvodem může být 

obtížný náběr dostatečného počtu pacientů a vytvoření reprezentativního souboru vzhledem k jejich 

často špatnému výkonnostnímu stavu a krátkému celkovému přežívání. Naší snahou bylo objasnit, 

jakou měrou přispívají k vzniku tohoto onemocnění funkčně významné polymorfismy 

v biotransformačních enzymech ve studii případů a kontrol v české populaci. 

V našem souboru byla nalezena prevalence variantní CYP2A13 alely, způsobující předčasnou 

zástavu translace v kodonu 101 („knockout allele“ *7), v kontrolní skupině. Vzhledem k tomu, že 

nebyl nalezen ani jeden nosič této variantní alely u pacientů s karcinomem pankreatu, nemohla být tato 

závislost statisticky vyjádřena. Nicméně, s přihlédnutím k pilotní studii P450 2A13 u respiračního 

traktu [41] a faktu, že takto pozměněný protein ztrácí svou enzymatickou aktivitu v metabolické 

bioaktivaci prokarcinogenů tabákového kouře (a pravděpodobně i dalších environmentálních 

kontaminant), se naše výsledky jeví jako vysoce relevantní. V genu CYP2A13 existuje několik 
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známých polymorfismů. Přestože nejvíce studovaným SNP zůstává Cys varianta v kodónu 257 

(rs8192789), asociovaná s nižším rizikem vzniku bronchogenního karcinomu (OR=0,41; 95% 

CI=0,23-0,71; [131]), jeho funkční dopad na metabolizmus NNK in vivo není pravděpodobný [132]. 

Alkohol a aldehyd dehydrogenáza (ADH a ALDH) byly detekovány v tkáni slinivky břišní, 

přičemž aktivita ADH byla vyšší než aktivita ALDH [133, 134]. Navíc při srovnání nádorové tkáně a 

zdravého pankreatu byl nalezen výrazný rozdíl pro aktivitu ADH1C. Genotypováním 9080 jedinců 

bílé rasy bylo zjištěno, že pomalí metabolizátoři etanolu s genotypem ADH1B*1/*1 pijí více alkoholu 

a mají vyšší riziko vzniku závislosti než rychlí metabolizátoři (ADH1B*2/*2; rs1229984) [135]. 

K podobným výsledkům dospěla i další studie [136], kde bylo vyšší riziko alkoholismu spojeno 

s pomalejším metabolizmem alkoholu u nosičů haplotypu ADH1B*1-ADH1C*2. Je tedy dobře 

dokumentován vztah mezi aktivitou enzymů ADH a mírou expozice alkoholu. Vzhledem k výskytu 

v tkáních pankreatu se ADH stala atraktivním cílem pro další studium etiologie karcinomu pankreatu. 

Role alkoholu při vzniku nádorů pankreatu je v současnosti poměrně kontroverzní [137, 138]. 

Genkinger et al. [139] provedli analýzu dat ze 14 prospektivních kohortových studií a získali tak 

soubor 862 664 jedinců, z nichž 2 187 tvořily sporadické případy karcinomu pankreatu. Závěrem 

studie je, že existuje mírně vyšší riziko karcinomu pankreatu u osob konzumujících více jak 30g 

alkoholu denně (RR=1,22; 95% CI=1,03-1,45). V našem souboru jsme však nenalezli ani vztah 

k abusu alkoholu, ani k polymorfismům v genech ADH1B a ADH1C, jejichž enzymové produkty 

metabolizují etanol. 

Přestože byl GSTM1-null genotyp uveden jako potenciální rizikový faktor pro bronchogenní 

karcinom [140], podle našich výsledků není pravděpodobné, že významně ovlivňuje riziko karcinomu 

pankreatu. Náš nález na české populaci se shoduje s výsledky amerických studií [59, 141].  

V této studii variantní alela Val v kodónu 105 GSTP1 významně zvýšila riziko vzniku 

karcinomu pankreatu (3,09-krát) u jedinců mladších než 50 let. Role polymorfismů GSTP1 v 

patogenezi tohoto typu nádoru byla popsána i dalším pracovištěm [59], přestože na rozdíl od našich 

výsledků Jiao et al. nalezli vztah naopak u jedinců starších 62 let. Rozpor ve výsledcích obou studií 

může být způsoben sledováním malých souborů pacientů, příspěvkem dalších genů a/nebo genotypů, 

odlišným životním stylem populací nebo rozdílným designem obou studií. U jedinců starších 50 let 

jsme nalezli zvýšené riziko vzniku pankreatu u nosičů genotypu GSTT1-null (1,56-krát). První studie 

tohoto enzymu u nádorového onemocnění pankreatu žádné statisticky významné vztahy neukázala 

[141]. Duell et al. usuzují, že kombinace kouření a delece v GSTT1 je spojena s vyšším rizikem tohoto 

onemocnění, a to více u žen než u mužů [142]. V naší studii však kouření neinteragovalo s žádným ze 

studovaných genů.  
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Oxidativní stres hraje důležitou roli v patologických stavech tkání včetně zánětu a 

karcinogeneze [143]. Kyslíkové radikály vznikají jako vedlejší produkty při metabolizmu endogenních 

i exogenních substrátů, metabolizmu látek cigaretového kouře i alkoholu [62, 63]. Experimentálně 

bylo prokázáno, že cigaretový kouř vede k zánětu pankreatu, tj. pankreatitidě [144] právě zvýšením 

oxidativního stresu buněk [64]. Navíc se zdá, že dysfunkce A-buněk pankreatu u diabetu 2. typu 

vzniká rovněž působením volných radikálů [65]. Přestože pankreatitida i diabetes mellitus 2. typu 

vyšly ve studii jako rizikové faktory (ORpancreatitis= 9,93, p> 0,001; ORdiabetes= 4,09, p> 0,001), 

tak ani alkohol, ani polymorfismy v ADH1B a ADH1C genech nebyly s rizikem vzniku tohoto 

onemocnění asociovány. Vzhledem k tomu jsme předpokládali, že by toto riziko mohlo být ovlivněno 

změnami ve funkci enzymů antioxidační kapacity (SOD2 a SOD3), nebo enzymů zodpovědných za 

vytváření oxidativního stresu (NQO1 a NQO2). Genetické polymorfismy kódující superoxid 

dismutázy a chinon oxidoreduktázy s poškozenou enzymatickou aktivitou a/nebo stabilitou byly často 

studovány ve vztahu k různým typům nádorů [145, 146]. Snížení genové exprese antioxidačních 

enzymů včetně SOD2 bylo popsáno u chronické pankreatitidy a karcinomu pankreatu ve srovnání se 

zdravou tkání pankreatu [147]. Cullen et al. [148] dokonce popsali in vitro potlačení maligního 

fenotypu pankreatických nádorových buněk při inhibici enzymu NQO1. Lze tedy usuzovat, že 

poškozením intracelulárního redoxního prostředí nádorových pankreatických buněk může dojít k 

ovlivnění maligního růstu, a tento proces může být jednou z cest v nových možnostech ovlivnění léčby 

nádorů slinivky břišní. Wheatley-Price et al. [72] publikovali práci, v které popsali vztah mezi rizikem 

vzniku adenokarcinomu pankreatu a polymorfismy v genech  MPO (myeloperoxidáza) a SOD2 

(Ala16Val). Jejich sledovaný soubor byl menší než náš (n=122) a americká populace se svým 

genofondem i životním stylem liší od evropské. Tyto faktory mohou být některými z důvodů, proč se 

naše výsledky rozcházejí a žádné vztahy pro sledované polymorfismy enzymů účastnících se 

metabolizmu volných radikálů nebyly v naší studii nalezeny. 

Existuje několik omezení této studie, ke kterým je nutno přihlédnout při interpretaci výsledků.  

Prvním z nich je limitovaný počet vzorků s kompletními daty. Zejména při stratifikaci dle 

věku, kouření a abusu alkoholu a dalších látek vznikly méně početné skupiny pro statistickou analýzu i 

přesto, že jsme se snažili aby statistická síla studie polymorfismů umožňující zachytit OR > 1,7 byla 

minimálně 80% (Mohelníková et al. Pancreas 2011). Je možné, že při získání většího souboru by se 

závěry a výsledky mohly lišit. Proto by bylo vhodné výsledky pilotní studie potvrdit v rozsáhlejší 

multicentrické studii, popř. meta-analýzou výsledků více studií. 

Mezi další faktory, které mohou být potenciálními zdroji chyb a neměly by být opomíjeny, 

patří předpokládaná genetická různorodost  jednotlivých buněk v rámci tumoru a heterogenita 

fenotypů nádorů v populaci pacientů. Navíc u inoperabilních případů (což je podstatná část pacientů 
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s tímto typem nádorového onemocnění) je histologická verifikace diagnózy velmi obtížná a diagnóza 

se opírá jen o klinické příznaky choroby. Vzhledem k nízké incidenci familiárních případů nelze 

očekávat, že by mohlo dojít k významnému zkreslení výsledků díky těmto případům.  

Kromě polymorfismů v biotransformačních enzymech byly sledovány genetické alterace 

v genu CHEK2, a to jak u karcinomu pankreatu, tak i kolorektálního karcinomu. Důvodem byly 

zajímavé výsledky, které byly touto analýzou zjištěny u karcinomu prsu v naší populaci a vedly 

k započetí diskuze o jeho zařazení do skríninku dědičné predisposice [124,175].  

Mutace c.470T>C postihující FHA-doménu byla nejčasteji zjištěnou alterací v genu CHEK2 u 

pacientů s karcinomem pankreatu (6/269 případů; 2,2%), i u pacientů s kolorektálním karcinomem 

(30/631 pacientů; 4,8%, [125]). Vzhledem k frekvenci této alterace u kontrolní skupiny (2,5%), není 

zřejmě významná pro vznik pankreatických nádorů (p=0,815). Při porovnání všech alterací v FHA- 

kódující doméně (c.470T>C, IVS2+1G>A) a její blízkosti (IVS1-5T>A, IVS2+24C>T, IVS2-55C>T, 

c.538C>T) pak bylo zjištěno jejich vyšší zastoupení u pacientů s karcinomem pankreatu (4/269 

případů; 1,5% vs. 2/683 kontrol; 0,3% ), stejně jako v předchozí studii u kolorektálního karcinomu 

(6,2% případů vs. 2,8% kontrol, p=0,003; [125]). Na rozdíl od pacientů s nádorovým postižením 

tlustého střeva a rekta však u pankreatických nádorů byl tento vztah jen na hranici statistické 

významnosti (p=0,057).  

Všechny 4 polymorfismy nalezené v intronech CHEK2 fragmentu byly podrobně popsány 

v dřívějších studiích na nádorech prsu a kolorekta [124, 125]. Kromě mutace IVS2+1G>A, která 

prokazatelně poškozuje strukturu proteinu CHEK2 (fs154X), je biologická relevance ostatních změn 

in vivo neznámá. Na základě počítačové modelace Kleibl et al. [124] předpokládají, že variantní alely 

IVS1-5T>A a IVS2+24C>T mohou interferovat s vazebnými faktory a faktory sestřihu (splicing), 

zatímco IVS2-55C>T může pravděpodobně postihovat pouze vazebná místa. Záměna c.538C>T 

(R180C) nalezena u jedné kontroly se nachází v méně konzervativní kódující sekvenci přiléhající k C-

konci FHA domény a byla již dříve posána u několika onkologických pacientů. Představuje vzácný a 

pravděpodobně funkčně nevýznamný polymorfismus [124].  

Analýza dalších aktivních míst v CHEK2 jako jsou delece c.1100delC a del5395 nepřinesla 

významné výsledky, neboť nebyl nalezen ani jeden nosič těchto delecí u pacientů s nádorem slinivky, 

ani u pacientů s kolorektálním karcinomem. Tyto alterace tak v naší populaci zůstávají významnými 

jen u karcinomu prsu [124]. Nicméně, námi studovaný soubor pacientů a kontrol byl relativně malý a 

některé vztahy mohly být opomenuty v důsledku omezené síly studie. 

Role genetických změn v  CHEK2 u sporadické formy adenokarcinomu pankreatu zatím takto 

detailně nebyla studována. Bartschel et al. [149] identifikovali mezi 35 případy familiární formy 
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jednoho nosiče 1100delC a předpokládali, že by změny v CHEK2 mohly mít vliv na rozvoji familiární 

formy karcinomu pankreatu. Miyasaka et al. [150] popsali aktivaci CHEK2 dráhy u počátečních stádií 

intraduktálních papilárních mucinózních neoplazií pankreasu (IPMNs) a zároveň poukázali na 

možnost, že tato změna může hrát roli v potlačení jejich další progrese. Porušení této dráhy, ať již 

inaktivací CHEK2 nebo mutací TP53, podle tohoto předpokladu přispívá ke karcinogenezi IPMNs.  

V obou souborech (pacienti s nádorem pankreatu a pacienti s nádorem kolorekta) nebylo 

možné studovat úlohu CHEK2 v etiologii familiární formy, vzhledem k absenci údajů o pacientech 

s tímto typem onemocnění. Vzhledem k tomu, že polymorfismus I157T byl nedávno publikován, jako 

rizikový faktor pro mismatch repair-negativní hereditární nepolypomatózní formy kolorektálního 

karcinomu [151], zůstává otázka alterací genu CHEK2 u familiárních forem stále otevřená. 
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5.2. Význam polymorfismů v biotransformačních enzymech pro individuální 

vnímavost ke kolorektálnímu karcinomu 

 

Česká Republika je na seznamu zemí s nejvyšší incidencí kolorektálního karcinomu na světě. 

Možnými faktory, které se na tomto faktu podílejí, jsou dietní návyky, zejména příjem tučných jídel 

založených na smaženém a grilovaném vepřovém mase [155], relativně homogenní genetické pozadí 

[156], a dobrá úspěšnost záchytu a stanovení diagnózy CRC díky plošně probíhajícímu skríningu a 

dlouhodobě fungujícímu onkologickému registru.  

Hlavním účelem objasnění genetických markerů spojených s nádorovým onemocněním je 

možnost zaměřit preventivní skríningové programy na jedince ve vyšším, nebo vysokém riziku vzniku 

maligního onemocnění (FOBT, kolonoskopie) a schopnost intervence směřující na prevenci 

kolorektálního karcinomu u těchto osob (změny v dietních zvycích, omezení kouření, obezity apod).  

Studie týkající se polymorfismů v genech kódujících biotransformační enzymy a jejich vztahu 

k nádorovým onemocněním musí být dobře zmapované z hlediska možných faktorů, které mohou 

výsledky ovlivňovat. Jedná se zejména o věk a pohlaví účastníků studie, stejně tak jako další rizikové 

faktory nádorových onemocnění - kouření, obezita apod. [154, 157]. V této práci bylo vzato mezi 

sledované faktory, které mohou ovlivnit výsledky i vzdělání, protože vypovídá o předpokládané socio-

ekonomické situaci pacientů, což je rovněž považováno za potenciálně důležitý faktor. Bydliště 

(městské oblasti vs. venkov) se jeví jako důležité z hlediska životního stylu tamních obyvatel a míry 

kontaminace životního prostředí polutanty. Obojí, bydliště i vzdělání, se k těmto účelů běžně sledují 

[158]. K výběru vhodných kontrol byla použita skupina pacientů s provedenou kolonoskopií 

s negativním závěrem, jelikož kolonoskopie je v současnosti považována za metodu, která je schopna 

objektivně vyloučit nádorové postižení tlustého střeva a konečníku [159].  

Frekvence variantních alel ve sledovaných polymorfismech biotransformačních enzymů se 

nelišila u kontrolní skupiny od frekvencí v dříve publikovaných studiích na české populaci [128, 154]. 

Polymorfismy v EPHX1 (a to ani jejich vzájemné kombinace), GSTP1 a NQO1 neměly významný 

vztah k riziku vzniku kolorektálního karcinomu. Výsledky získané v této studii korespondují 

s některými dříve publikovanými pracemi (EPHX1 - negativní výsledky [46, 47, 153]), ale nepotvrdily 

výsledky publikované jinými laboratořemi (NQO1 jako rizikový faktor [48, 152, 161]; EPHX1 jako 

protektivní faktor [160]). Je obecně přijímáno, že studie tohoto typu jsou populačně velmi specifické, 

a liší se, jak genetickým pozadím studované populace, tak i životním stylem a návyky. Tento fakt, 

spolu s obvykle různým pojetím náběru vzorků a použitou metodikou stanovení polymorfismů, má za 

následek vznik některých rozporů ve výsledcích. K interpretaci výsledků je tedy nezbytné mít 
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dostatečně velký soubor vzorků z etnicky dobře definované populace a pokud možno výsledky 

replikovat na nezávislých populacích, které se neliší v genetickém pozadí a životním stylu [128,176].  

V této studii bylo nalezeno vyšší riziko vzniku kolorektálního karcinomu u jedinců s GSTM1-

null genotypem (1,3-krát vyšší), které bylo ještě výraznější při kombinaci s GSTT1-null genotypem 

(1,6-krát). GSTM1-null a GSTT1-null genotypy byly identifikovány jako rizikové faktory 

kolorektálního karcinomu rovněž v turecké (OR=1,62 a OR=1,64, [162]) a v japonské populaci [163]. 

Zvýšení rizika vzniku kolorektálního karcinomu u nosičů GSTM1-null (OR=1,41) bylo pozorováno i 

ve Velké Británii, přestože tento vztah nedosáhl statistické významnosti [164]. Na druhou stranu, ve 

studii prováděné v oblasti Skotska [165] se žádný vztah mezi polymorfismy GSTM1 nebo GSTT1 a 

rizikem vzniku a rozvoje kolorektálního karcinomu prokázat nepodařilo. Kombinace delece GSTM1 a 

GSTT1 se jevila jako rizikový faktor pro rozvoj tumoru v příčném tračníku a rektu [162]. Funkční 

studie na 208 německých jedincích, kteří podstoupili kolonoskopii, ukázala pokles aktivity GST a 

exprese GSTP1 ve směru od proximálního tračníku k jeho distálnímu konci [166]. Navíc, GSTP1 se 

zdá být relevantní i pro terapii kolorektálního karcinomu. Pacienti léčeni kombinací 5-fluorouracilu 

s oxaliplatinou vykazovali lepší přežívání pokud byli nosiči variantní alely funkčního polymorfismu 

GSTP1 v kodonu 105 [167]. Kromě významu těchto enzymů pro predikci rizika vzniku onemocnění je 

tedy pravděpodobné, že testování polymorfismů námi sledovaných genů bude využito i pro predikci 

účinků chemoterapie. 

Huang et al. [168] ve své práci na populaci afroameričanů a američanů evropského původu 

popsali vztahy mezi polymorfismy v genech GSTT1 a GSTM1 a mírně vyšším rizikem kolorektálního 

karcinomu. Autoři této studie naznačili možnost etnických odlišností ve vztahu mezi kouřením a 

genetickou výbavou jedince. V naší studii na homogenní české populaci se však modifikující efekt 

kouření nepodařilo potvrdit. Moore et al. [169] publikoval vztah mezi vilózním adenomem kolorekta 

(považován za prekancerózu) a GSTM1-plus i GSTT1-null genotypy u kuřáků. Roli GSTM1-null 

genotypu jako potenciálního rizikového faktoru kolorektálního karcinomu, zejména u bělošské 

populace, potvrdila i nedávná metaanalýza [170].  

Dosud publikované výsledky, ve spojení s daty získanými v této dizertační práci, ukazují na 

určitou roli biotransformačních enzymů, především glutation S-transferáz, v rozvoji kolorektálního 

karcinomu. Přesnou povahu a význam těchto interakcí je třeba dále detailně studovat na větších 

souborech jedinců. Některé subpopulace mohou mít vyšší vnímavost k rozvoji malignit a mechanismy, 

které se na tomto faktu podílejí, se mohou lišit. 

Limitace v interpretaci výsledků této studie vlivu polymorfismů genů biotransformace na 

vznik a rozvoj kolorektálního karcinomu, zejména v oblasti síly studie a kompletnosti sledovaných 

dat, jsou podobné jako u podobně koncipované studie karcinomu pankreatu (viz. str. 73). 
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5.3. Identifikace referenčních genů pro qPCR tkání karcinomu pankreatu 

 

 Výzkum nádorů slinivky břišní je velmi obtížný, zejména co se týká získávání kvalitních 

vzorků tkání a dat u pacientů s krátkou dobou celkového přežívání a špatným výkonnostním stavem. 

Většina pacientů má v době diagnózy již inoperabilní stádium tumoru, takže není možné z etických 

důvodů získat tkáň k histologické verifikaci. Navíc, vzhledem k vysokému množství degradačních 

enzymů, jako jsou zejména RNázy, přítomných v pankreatické tkáni od operovaných pacientů, je 

velmi obtížné vyizolovat dostatečně množství kvalitní RNA. Z těchto důvodů je velmi důležité sestavit 

a dodržovat vhodný protokol náběru vzorků, jejich transportu a další manipulace, včetně izolace 

nukleových kyselin, kontroly jejich kvality a skladování. 

 Jedním z úkolů této práce bylo zavést protokol nakládání se vzorky tkání pankreatu, izolace a 

kontroly kvantity i kvality RNA preparátů. Dalším úkolem bylo identifikovat nejstabilnější endogenní 

kontrolní geny ve studovaných vzorcích získaných od pacientů s adenokarcinomem slinivky břišní, 

které budou sloužit pro další analýzy hladin transkriptů kandidátních genů pomocí qPCR metody. 

Pozornost byla věnována zejména kvalitě RNA, efektu degradace na výsledky qPCR a otázce 

minimalizace těchto efektů vhodnou normalizací výsledků. 

 Vzorky byly nabírány za striktně shodných podmínek (reprezentativní vzorek tumoru i přilehlé 

tkáně slinivky bez nádorových změn byly odebrány z chirurgického resekátu ve stejnou dobu a 

okamžitě zmraženy) a i další zpracování, skladování a izolace se nelišily. Přesto jsme nalezli 

významný rozdíl v kvalitě RNA hodnocené pomocí RIN mezi nádorovou tkání a kontrolní 

pankreatickou tkání bez nádorových změn. U všech deseti párů vzorků nádorová tkáň vykazovala nižší 

stupeň degradace RNA vůči své párové kontrolní tkáni. Nabízí se tedy otázka, zda je množství RNAáz 

v tumoru významně nižší než ve výchozí tkáni slinivky. Již dříve bylo publikováno, že doba ischemie 

díky ligaci velkých cév zásobujících pankreas a duodenum během operace je z hlediska genetických 

analýz příliš dlouhá a způsobuje masivní degradaci RNA. Bohužel je doba ischemie tkáně během 

těchto rozsáhlých výkonů na pankreatu faktorem, který nelze eliminovat, a izolace RNA je tak u 

vzorků pankreatu velmi obtížnou procedůrou [116]. Průměrný RIN v námi hodnocených nádorech byl 

6,4±1,0 a v okolní kontrolní tkáni 3,2±1,6. Toto zjištění je ve shodě s dříve otištěnou prací, která 

uvádí, že RIN u RNA izolované z různých tkání se obvykle pohybuje mezi 6-8, kromě tkání 

gastrointestinálního traktu, kde jsou výraznější rozdíly s RINem kolem 4. Navíc tyto výsledky byly 

zaznamenány na orgánech skotu, tudíž za podmínek, které jsou pro získání RNA významně 

výhodnější ve srovnání s chirurgickými výkony, u nichž je na prvním místě výsledek operace a další 

osud pacienta [171]. 
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 Fleige et al. [114] nalezli významný vliv hodnoty RIN na výsledek qPCR, zejména na počet 

cyklů PCR (Ct) a méně pak na úspěšnost PCR reakce (E). Antonov et al. [172] dále demonstrovali na 

biologicky homogenním materiálu intaktní a částečně degradované RNA z buněčných linií, že 

degradací způsobený posun v Ct hodnotách může být kompenzován pomocí výpočtů deltaCt mezi 

testovanými geny a průměrným Ct několika referenčních genů. Tyto deltaCt hodnoty byly méně 

citlivé k fragmentaci RNA a nebyly ovlivněny ani rozdílným množstvím použité RNA. V našem 

experimentu korelovalo průměrné Ct všech testovaných genů v kontrolní tkáni s RIN. Použili jsme 

normalizaci pomocí interního standardu 18S (Ctgenu/Ct18S), čímž došlo k normalizaci vztahu mezi 

RINem a Ct hodnotou studovaných genů. U nádorové tkáně nebyla významná korelace pozorována 

před ani po této normalizaci a u tkáně kontrolní tato normalizace korelaci zcela eliminovala. 

Demonstrovali jsme tedy, že degradací způsobený posun v Ct hodnotách, u expresních studií 

pomocí qPCR metody, lze kompenzovat normalizací Ct sledovaných genu pomocí Ct hodnoty 

endogenní kontroly genu 18S. 

Provedli jsme stanovení hladin transkriptů 24 kandidátních referenčních genů vybraných 

z komerčně dostupných endogenních kontrol. V literatuře je popsáno několik přístupů, jak vybrat 

nejstabilnější referenční geny pro qPCR, včetně různých programů k hodnocení výsledků. Pro tuto 

analýzu byly vybrány 2 nejčastěji používané programy a to NormFinder a geNorm. Oba tyto programy 

vyhodnotily výsledky podobně, přestože se pořadí genů podle stability zcela neshodovalo. Geny 

EIF2B1, ELF1, MRPL19 a POP4 však patřily mezi nejstabilnější ve výsledcích obou programů. 

Účinnnost qPCR reakce, stejně jako sklon a linearita kalibračních křivek referenčních genů by měla 

být prověřena před samotným profilováním [173]. Ověřili jsme tedy, že námi vybrané geny splňují 

kritéria pro použití v qPCR dle MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-

Time PCR Experiments, [115]) a můžeme tyto referenční geny použít pro další studium 

pankreatických nádorů pomocí qPCR.  
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5.4. Expresní studie ABC a SLC transportérů u karcinomu pankreatu 

 

ABC transportéry hrají významnou roli v mnoha aspektech nádorových onemocnění. Kromě 

výše zmíněné a dobře známé mnohočetné lékové rezistence, která byla popsána u 14 zástupců této 

rodiny enzymů, se ABC transportéry podílejí i na vzniku a rozvoji nádorového procesu.  

König et al. [98] stanovovali pomocí real-time PCR hladiny exprese mRNA devíti členů 

ABCC podrodiny a genu ABCG2 ve vzorcích tkáně zdravé nenádorové slinivky břišní a v nádorech 

pankreatu (n=37). V tomto souboru byla nalezena jak v nádorové, tak i nenádorové tkáni exprese 

mRNA genů ABCC1, ABCC3, ABCC4 a ABCC5. cDNA fragmenty odpovídající délky byly 

identifikovány i pro geny ABCC2, ABCC6, ABCC10 a ABCC12, ale míra jejich amplifikace po 

korelaci s mRNA expresí beta-aktinu byla velmi nízká a ABCC11 nebyl amplifikován vůbec. V našem 

souboru vzorků byly hladiny exprese mRNA ABCC11, ABCC12 a ABCC13 rovněž velmi nízké, ale na 

rozdíl od předchozí studie zde byly naměřeny dobře detekovatelné hladiny transkriptů pro geny 

ABCC2, ABCC6 a ABCC10. Bylo popsáno, že se hladiny expresí mRNA ABCC1 a ABCC4 neliší 

mezi nádorovou a nenádorovou tkání slinivky břišní, zatímco v tkáni karcinomu pankreatu dochází 

k upregulaci genů ABCC3 a ABCC5 [98]. Autoři usuzují, že právě tyto geny (ABCC3 a ABCC5) jsou 

zapojeny do vzniku chemorezistence buněk adenokarcinomu pankreatu vůči cytostatikům a analýza 

jejich exprese u pacientů může prispět ke zlepšení predikce jejich odpovědi na terapii. Naše studie 

potvrdila upregulaci ABCC3 a ABCC5 v nádorové tkáni na nezávislém souboru vzorků. Na rozdíl od 

předchozí studie jsme nalezli rovněž upregulaci v nádorech u dalších dvou genů (ABCC1 a ABCC10). 

ABCC1 protein zajišťuje transmembránový transport celé řady léků, včetně cytostatik, a může hrát roli 

při vzniku lékové rezistence u řady maligních nádorů jako jsou nádory prsu, prostaty a neuroblastomu 

[177]. Zvýšená exprese mRNA genu ABCC10 byla zjištěna u buněčných linií rezistentních 

k doxorubicinu (MCF7), a exprese tohoto genu se zdá být závislá na aktivaci genu TP53 [178]. 

Nicméně, nukleotidová analoga, která jsou nejvíce využívána při léčbě pacientů s karcinomem 

pankreatu, nejsou substrátem přenašeče ABCC10 [96].  

Úloha rodiny ABCC transportérů v chemorezistenci nádorů pankreatu vůči nukletidovým 

analogům tedy zůstává stále neobjasněna. Exprese ABCC5 mRNA v buněčných liniích 

adenokarcinomu pankreatu významně korelovala s jejich citlivostí vůči 5-fluorouracilu (5-FU) (r
2
 = 

0,738, p < 0,05) [179]. Tyto výsledky poukazují na fakt, že ABCC5 protein je exprimován a plně 

funkční v buňkách karcinomu pankreatu a přispívá k jejich chemorezistenci vůči 5-FU. Nám se 

podařilo zjistit, že je v nádorových buňkách ex vivo karcinomu pankreatu exprimován ve vyšší míře 

než v okolní nenádorové tkáni. Pro objasnění bližších vztahů mezi mírou exprese, jeho aktivitou a 

nádorovou rezistencí je však nutný další podrobnější výzkum. 
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ABCB4 translokuje lipidy jako fosfatidylcholin z vnitřní na vnější stranu membrány 

hepatocytu. Jeho aktivita je pro správnou funkci jaterních buněk klíčová, neboť u jedinců s defektním 

ABCB4 proteinem dochází k rozvoji závažných jaterních onemocnění (např. progresivní familiární 

intrahepatická cholestáza 3. typu) [180]. Mutace v genu ABCC4 byly nalezeny i u pacientů 

s rekurentní biliární pankreatitidou [181]. In vitro, bylo prokázáno, že overexprese ABCB4 přispívá 

k rezistenci buněk vůči řadě chemoterapeutik, jako např. paklitaxelu, nebo doxorubicinu [182,183].  

Námi vysledovaná upregulace genů ABCB4, ABCC1, ABCC3, ABCC5 a ABCC10  (p ≤ 

0,005) v tumorózní tkáni pankreasu je tedy v souladu s jejich již stanoveným fenotypem mnohočetné 

lékové rezistence. Na základě výsledků této pilotní studie lze usuzovat, že tyto ABC transportéry 

mohou být možnými genetickými markery nádorové odpovědi, a je třeba provést další podrobnější 

analýzy, jak tento fenotyp tumorů koreluje s léčebnou odpovědí pacientů. 

Nádorové buňky dokáží uniknout před rozpoznáním T-lymfocytů (tumor antigen- specifické 

cytotoxické T lymfocyty- CTL) pomocí downregulace komponent účastnících se procesu rozpoznání a 

prezentace antigenu  (antigen processing machinery- APM). Mezi tyto komponenty patří transportéry 

spojené s přípravou  antigenu pro prezentaci (TAP1/ABCB2 a TAP2/ABCB3) [184,185,186]. 

V našem souboru jsme nalezli významnou upregulaci těchto dvou ABC transportérů v nádorové tkáni. 

Defektní exprese molekul HLA-I a APM komponent byla nalezena v souvislosti se špatnou prognózou 

nádorového onemocnění, zejména u nádorů kolorekta [187,188,189]. Podle našich výsledků se další 

výzkum deregulace genů podílejících se na zpracování antigenu a jejich významu v prognóze pacientů 

s nádory pankreatu se ukazuje jako zajímavé téma pro další studie. 

Naopak byly nalezeny čtyři geny downregulované v tumorech pankreatu, a to ABCA3, 

ABCA5, ABCC6 a ABCC7. ABCA3 transportér je nejvíce exprimován v plicní tkáni, ale jeho exprese 

byla nalezena také v mozku, srdci a tkáni zdravé slinivky břišní [190]. Mutace tohoto genu jsou 

spojeny  se syndromem dechové tísně a nedostatkem surfaktantu u novorozenců [191].  Funkce 

ABCA3 v tkáních pankreatu zatím nebyla objasněna. 

Mutace v genu ABCC6 se vyskytují u multisystémového onemocnění Pseudoxanthoma 

elasticum, kdy dochází k ektopické mineralizaci pojivové tkáně [192]. Jeho přítomnost a funkce ve 

tkáních slinivky nebo jejích nádorech zatím nebyla studována. Mutace CFTR/ABCC7 jsou podkladem 

pro závažné onemocnění cystickou fibrózu [193]. Navíc transportér ABCC7 váže syntaxin 1A 

(regulátor membránové fúze) [194], sodný kanál [195] a endocystický adaptórový komplex AP-2 

[196].   

Díky existenci těchto závažných genetických poruch se tak ukazuje, že ABC transportéry, jako  

komponenty větších membránových komplexů, se s největší pravděpodobností podílejí na širším 
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spektru biologických aktivit. Vzhledem k nedostatku údajů v literatuře o významu těchto genů pro 

vznik, vývoj a terapii  nádorů  slinivky,  zůstává jejich  zjištěná downregulace předmětem spekulací a 

slibným polem pro další výzkum. 

Studie hladin transkriptů genů v tkáních bez korelace s expresí proteinů stanovenou 

imunohistochemicky se jeví jako jedna z největších limitací této práce. Nicméně imunohistochemická 

analýza je semi-kvantitativní metodou a odráží pouze přítomnost proteinů bez průkazu jejich skutečné 

aktivity. Navíc stanovování přítomnosti proteinů je silně ovlivněno i volbou protilátek, jejich 

specifitou a selektivitou. Korelace mezi mírou exprese genů a jimi kódovaných proteinů je v případě 

ABC transportérů zatím málo známá a míra genové transkripce se považuje za nezávislý ukazatel 

ABC exprese ve tkáních. Pro stanovování hladin transkriptů byla využita metoda založená na 

polymerázové řetězové reakci v reálném čase, která je v současnosti považována za přesnější metodu 

ve srovnání se semi-kvantitativními metodami (imunohistochemie, RT-PCR, apod.). Mezi další 

limitace patří malý soubor pacientů a absence klinických dat týkajících se léčby a průběhu 

onemocnění. Proto všechny tyto výsledky musí být interpretovány s příhlednutím k těmto limitacím a 

je nezbytné je ověřit pomocí dalších typů analýz na větším souboru vzorků. 
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6. ZÁVĚRY 
 

V České republice má incidence zhoubných nádorů kolorekta a pankreatu trvale rostoucí 

charakter. Etiologie a patogeneze těchto onemocnění není stále objasněna. Porozumění této 

problematice by mohlo nejen zvýšit účinnost prevence (vytipování rizikových skupin a potřebných 

skríningových vyšetření), ale mohlo by významně ovlivnit i léčbu. Následně by se významně snížily 

náklady vynaložené na diagnostiku a léčbu nádorových onemocnění. 

Cíl práce se opíral o hypotézu, že polymorfismy v biotransformačních enzymech mohou 

ovlivňovat riziko karcinogeneze. Prvním úkolem tohoto projektu bylo studovat vztahy mezi 

polymorfismy v genech metabolizmu složek cigaretového kouře a alkoholu, jmenovitě CYP2A13, 

EPHX1, GSTM1, GSTP1, GSTT1, NQO1, NQO2, SOD2, SOD3, ADH1B a ADH1C a rizikem vzniku 

karcinomu kolorekta a pankreatu. Pomocí metody PCR-RFLP, alel-specifické PCR reakce a PCR 

v reálném čase bylo vyšetřeno 235 pacientů s diagnózou nádorového onemocnění slinivky břišní, 495 

pacientů s kolorektálním karcinomem a 760 zdravých kontrol bez přítomnosti onkologického 

onemocnění.  

Pro většinu námi sledovaných polymorfismů se nepodařilo prokázat vztah mezi jejich 

přítomností a rizikem vzniku obou těchto malignit. Negativní výsledky studií jsou cenným příspěvkem 

do meta-analýz, které podávají ucelenou informaci o významu genetických faktorů v etiologii 

onemocnění. Podařilo se nám získat některé prioritní a zajímavé výsledky. Variantní alela CYP2A13*7 

(Arg101STOP), kódující inaktivní enzym byla nalezena u 7 z 265 hodnocených zdravých kontrol, ale 

nebyla nalezena u žádného pacienta s karcinomem pankreatu (n=235). Tento silný trend, u kterého 

vzhledem k absenci variantní alely v souboru pacientů nelze vyjádřit statistickou významnost, 

naznačuje možnost úlohy genu CYP2A13 v etiologii karcinomu pankreatu. Výskyt variantní alely 

GSTP1-Val a genotypu GSTT1-null byl naopak spojen se zvýšeným rizikem vzniku nádoru pankreatu 

(OR=2,38; 95% CI=1,17-4,83). V souboru pacientů s kolorektálním karcinomem byl genotyp GSTT1-

null v kombinaci s GSTM1-null genotypem spojen s mírně zvýšeným rizikem (OR=1,58; 95% 

CI=1,01-2,47) a samotná delece GSTM1 zvyšovala riziko kolorektálního karcinomu po zohlednění 

ostatních sledovaných faktorů (OR=1,30; 95% CI=1,01-1,68).  

Naše výsledky ukazují, že polymorfismy v genech kódující biotransformační enzymy, 

zejména aktivační cytochrom P450 2A13 a detoxikační glutation S-transferázy, mohou ovlinovat 

riziko vzniku maligního onemocnění slinivky břišní a tlustého střeva v české populaci. Výsledky 

získané v rámci uvedené pilotní studie jsou dobrým základem pro nutné ověřující analýzy na větších 

souborech pacientů, eventuálně meta-analýzy souborů charakterizujících bělošskou populaci 

s obdobným životním stylem. 
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Dalším úkolem bylo charakterizovat úlohu vybraných funkčně významných alterací v genu 

CHEK2 (FHA doména s přilehlou oblastí, del1100, rozsáhlá delece del 5395bp) v patogenezi 

sporadického karcinomu pankreatu. Checkpoint kináza 2 je enzym zapojený v procesu zachování 

integrity genomu, regulace buněčného cyklu a apoptózy. Řada předchozích analýz uvádí CHEK2 jako 

gen, jehož mutace potenciálně zvyšují riziko vzniku řady nádorových onemocnění. Stejně jako dříve 

v případě kolorektálního karcinomu, i v naší studii bylo riziko vyšší pro jedince s přítomnou mutací 

v oblasti FHA domény, avšak tento vztah byl na hraně statistické významnosti (p=0,057). Delece 5395 

bp nebyla v žádném ze sledovaných souborů nalezena a zůstává tak zatím významnou pouze pro 

karcinom prsu v naší populaci.  

Další hypotéza byla postavena na faktu, že pacienti s nádory odpovídají rozdílně na podanou 

chemoterapii. V řadě modelových systémů byly identifikovány geny interagující s účinkem cytostatik 

používaných pro léčbu karcinomu kolorekta a pankreatu. Rozdílné exprese těchto genů by tedy měly 

být hlavním důvodem pro vznik rezistence vůči chemoterapii. Pro studium rozdílů expresí genů 3. fáze 

biotransformace (zejména ABC transportérů) bylo nutné zavedení optimální metodiky.  

Karcinom pankreatu se řadí k velmi problematickým nádorům z hlediska analýzy genové 

exprese, a to díky obtížnému náběru vzorků i izolace RNA pro vysoký obsah degradačních enzymů ve 

tkáni. Podařilo se nalézt optimální protokol odběru tkáně, transportu, skladování, izolace celkové RNA 

s následnou analýzou její kvality a kvantity podle nejnovějších metod a doporučení. Úkolem této práce 

bylo i identifikovat nejstabilnější referenční geny ve studovaných vzorcích získaných od pacientů 

s adenokarcinomem slinivky břišní, které budou sloužit pro normalizaci výsledků analýzy pomocí 

qPCR metody. Provedli jsme skríning 24 kandidátních referenčních genů, vybraných z komerčně 

dostupných endogenních kontrol. Ověřili jsme, že námi vybrané nejstabilnější geny v pankreatické 

tkáni a karcinomu pankreatu EIF2B1, ELF1, MRPL19 a POP4 splňují všechna potřebná kritéria a jsou 

vhodnými pro studium pankreatických nádorů pomocí qPCR. 

Porovnáním exprese všech 49 členů lidské nadrodiny ABC transportérů u deseti vzorků 

nádoru pankreatu s okolní nenádorovou tkání pankreatu pomocí qPCR jsme zjistili, že 11 genů bylo 

statisticky významně upregulováno a 4 downregulovány (p<0,05) v tkáni adenokarcinomu. Zjištěná 

zvýšená exprese ABCB2 (2,2x), ABCB3 (2,2x), ABCB4 (5,3x), ABCC1 (1,6x), ABCC5 (2,2x) 

v nádorové tkáni může, ve shodě s jejich dříve prokázaným fenotypem mnohočetné lékové rezistence, 

ovlivnit výseledek léčby onemocnění. Downregulace ABCA3 (p = 0,002), ABCA5 (p = 0,010), ABCC6 

(p < 0,001) a ABCC7 (p = 0,016) ve tkáni karcinomu pankreatu zatím nebyla publikována.  

Výsledky pilotní studie zaměřené na expresi ABC transportérů ve tkáni karcinomu pankreatu 

tedy prokázaly významné rozdíly v hladinách transkriptů těchto membránových enzymů, které jsou 

klíčové pro transport cytostatik ven z nádorových buněk. K ověření výsledků pilotní studie probíhá 
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rozsáhlejší studie, kde bude navíc zohledněna i odpověď na podávanou chemoterapii. Pomocí 

metodiky zavedené v této práci nyní na našem pracovišti probíhá výzkum exprese ABC transportérů a 

hodnocení jejich významu pro výsledek chemoterapie u kolorektálního karcinomu a karcinomu prsu. 
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8. SEZNAM ZKRATEK 

Zkratka 
Plný název 

18S  Gen 18S (18S ribosomal RNA) 

95% CI 95% konfidenční interval (Confidence Interval) 

5-FU 5-Fluorouracil (cytostatikum) 

A Adenin (6-aminopurin; purinová báze) 

ABC transportéry ATP-binding cassette transporters 

ABCA1  ABC transportér- člen 1 podrodiny ABCA 

ABCA10  ABC transportér- člen 10 podrodiny ABCA 

ABCA11 ABC transportér- člen 11 podrodiny ABCA 

ABCA12  ABC transportér- člen 12 podrodiny ABCA 

ABCA13  ABC transportér- člen 13 podrodiny ABCA 

ABCA2  ABC transportér- člen 2 podrodiny ABCA 

ABCA3  ABC transportér- člen 3 podrodiny ABCA 

ABCA4  ABC transportér- člen 4 podrodiny ABCA 

ABCA5  ABC transportér- člen 5 podrodiny ABCA 

ABCA6   ABC transportér- člen 6 podrodiny ABCA 

ABCA7  ABC transportér- člen 7 podrodiny ABCA 

ABCA8  ABC transportér- člen 8 podrodiny ABCA 

ABCA9  ABC transportér- člen 9 podrodiny ABCA 

ABCB1  ABC transportér- člen 1 podrodiny ABCB 

ABCB10  ABC transportér- člen 10 podrodiny ABCB 

ABCB11  ABC transportér- člen 11 podrodiny ABCB 

ABCB2 ABC transportér- člen 2 podrodiny ABCB 

ABCB3 ABC transportér- člen 3 podrodiny ABCB 

ABCB4  ABC transportér- člen 4 podrodiny ABCB 

ABCB5  ABC transportér- člen 5 podrodiny ABCB 

ABCB6  ABC transportér- člen 6 podrodiny ABCB 

ABCB7  ABC transportér- člen 7 podrodiny ABCB 

ABCB8 ABC transportér- člen 8 podrodiny ABCB 

ABCB9 ABC transportér- člen 9 podrodiny ABCB 

ABCC1  ABC transportér- člen 1 podrodiny ABCC 

ABCC10  ABC transportér- člen 10 podrodiny ABCC 

ABCC11 ABC transportér- člen 11 podrodiny ABCC 

ABCC12  ABC transportér- člen 12 podrodiny ABCC 

ABCC13 ABC transportér- člen 13 podrodiny ABCC 

ABCC2  ABC transportér- člen 2 podrodiny ABCC 

ABCC3  ABC transportér- člen 3 podrodiny ABCC 

ABCC4  ABC transportér- člen 4 podrodiny ABCC 

ABCC5   ABC transportér- člen 5 podrodiny ABCC 

ABCC6  ABC transportér- člen 6 podrodiny ABCC 

ABCC7 ABC transportér- člen 7 podrodiny ABCC 

ABCC8  ABC transportér- člen 8 podrodiny ABCC 

http://en.wikipedia.org/wiki/Gene_cassette
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ABCC9  ABC transportér- člen 9 podrodiny ABCC 

ABCD1  ABC transportér- člen 1 podrodiny ABCD 

ABCD2  ABC transportér- člen 2 podrodiny ABCD 

ABCD3  ABC transportér- člen 3 podrodiny ABCD 

ABCD4  ABC transportér- člen 4 podrodiny ABCD 

ABCE1  ABC transportér- člen 1 podrodiny ABCE 

ABCF1  ABC transportér- člen 1 podrodiny ABCF 

ABCF2  ABC transportér- člen 2 podrodiny ABCF 

ABCF3  ABC transportér- člen 3 podrodiny ABCF 

ABCG1 ABC transportér- člen 1 podrodiny ABCG 

ABCG2  ABC transportér- člen 2 podrodiny ABCG 

ABCG3  ABC transportér- člen 3 podrodiny ABCG 

ABCG4  ABC transportér- člen 4 podrodiny ABCG 

ABCG5  ABC transportér- člen 5 podrodiny ABCG 

ABCG8  ABC transportér- člen 8 podrodiny ABCG 

ABL1  
Gen ABL1 (Abelson murine Leukemia viral oncogene, 

homolog 1) 

ACTB  Gen ACTB (Actin-Beta) 

ADH Alkohol dehydrogenáza 

ADH1B 
Gen ADH1B (Alcohol dehydrogenase, class 1,  

beta polypeptide) 

ADH1C 
Gen ADH1C (Alcohol dehydrogenase, class 1,  

gamma polypeptide) 

AKR Aldo-Keto Reduktáza 

Ala Alanin (α-aminopropanová kyselina) 

ALDH Aldehyd dehydrogenáza 

ALR 
Gen ALR (Augmenter of Liver Regeneration, 

synonymum je gen GFER-growth factor, ERV1- like) 

APC  Gen APC (Adenomatous Polyposis Coli) 

APM Antigen processing machinery 

Arg Arginin (2-amino-5-guanidinopentanová kyselina) 

ATP Adenosintrifosfát (Adenosine-5'-triphosphate) 

B2M (567) Gen B2M (Beta-2 Microglobuline) 

BCRP 
Protein BCRP (Breast Cancer Resistance Protein), 

produkt genu ABCG2 

BMI 
Body Mass Index- poměr hmotnosti osob (kg) a  

druhé mocniny jejich výšky (m) 

bp 
base pairs- počet párů bazí označující velikost DNA  

fragmentu 

BRCA1/2 

Gen BRCA1/2 (Breast Cancer gene 1,  

Breast Cancer gene 2) 

C Cytosin (2-oxo-4-aminopyridin; pyrimidinová báze) 

CBR Karbonyl reduktáza (carbonyl reductase) 

CDA Cytidin deamináza (Cytidine deaminase) 

CDKN2A Gen CDKN2 (Cyclin-Dependent Kinase inhibitor 2A) 

cDNA Komplementární DNA (complementary DNA) 
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CE Karboxyl esteráza (Carboxylesterase) 

CPR Cytochrom P450 reduktáza 

CR Karbonyl reduktáza (Carbonylreductase) 

CRC Rakovina tlustého střeva a konečníku (Colorectal Cancer) 

Ct 
Cycle treshold- cyklus kvantitativní PCR reakce, kdy 

fluorescence stanovovaného genu překročí daný práh 

CT Počítačová tomografie (computed tomography) 

CTL Cytotoxické  T Lymfocyty 

CYP Cytochrom P 450 

CYP1A1 CYP- člen 1 podrodiny CYP1A 

CYP1A2 CYP- člen 2 podrodiny CYP1A 

CYP1B1 CYP- člen 1 podrodiny CYP1B 

CYP2A13 CYP- člen 13 podrodiny CYP2A 

CYP2C8 CYP- člen 8 podrodiny CYP2C 

CYP2D6 CYP- člen 6 podrodiny CYP2D 

CYP3A4 CYP- člen 4 podrodiny CYP3A 

CYP3A5 CYP- člen 5 podrodiny CYP3A 

DCK Gen DCK (Deoxycitidinekinase) 

DNA Deoxyribonukleová kyselina (Deoxyribonucleic Acid) 

dNTP 
DeoxyriboNucleoside triphosphate- stavební jednotky při 

syntéze DNA 

E Účinnost PCR reakce (Efficiency) 

EC 
Enzyme Commission number (EC number) – číselné  

schéma klasifikace enzymů dle reakcí, které katalyzují 

EDTA 
disodná sůl ethylendiamintetraoctové kyseliny 

(Ethylenediaminetetraacetic Acid) 

EGFR 

Receptor pro epidermální růstový faktor (Epidermal 

Growth Factor Receptor) 

EIF2B1  
Gen EIF2B1 (Eukaryotic translation Initiation Factor 2B, 

podjednotka 1) 

ELF1  Gen ELF1 (E74-Like Factor 1) 

EPHX1 Gen EPHX1 (Epoxide hydrolase 1) 

ERCP Endoskopická retrográdní cholangiopankreatografie 

FHA ForkHead-Associated domain  

FMO Flavin obsahující Monooxygenáza 

FRET 
Fluorescence Resonance Energy Transfer- mechanismus 

popisující energetický přenos mezi dvěma chromofory 

G Guanin (2-amino-6-hydroxypurin; purinová báze) 

GADD45A  
Gen GADD45A (Growth Arrest and DNA Damage 

Inducible gene, Alpha) 

GAPDH  
Gen GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate  

dehydrogenase) 

GSTM1 
Glutation-S-transferáza M1 

(Glutathione S-transferase, class MU-1) 

GSTP1 
Glutation-S-transferáza P1 

(Glutathione S-transferase, class PI) 

GSTT1 
Glutation-S-transferáza T1 

(Glutathione S-transferase, theta-1) 

http://leccos.com/index.php/clanky/soli
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GUSB  Gen GUSB (Beta-glucuronidase) 

hCNT 
Nukleosidové transportéry (human Concentrative  

Nucleoside Transporter, rodina SLC28) 

hENT 
Nukleosidové transportéry (human Equilibrative 

Nucleoside Transporter, rodina SLC29) 

His 
Histidin (kyselina 2-amino-3-(1H-imidazol-4-yl) 

 propanová) 

HLA I 
Hlavní histokompatibilní komplex 1. třídy (Human Leucocyte 

Antigen) 

HMBS  Gen HMBS (Hydroxymethylbilane Synthase) 

HPRT1  
Gen HPRT1 (Hypoxantjine Guanine  

Phosphoribosyltransferase 1) 

CHEK2 Gen CHEK2 (Checkpoint Kinase 2) 

i.v. Intravenous- podání preparátu do žíly 

IHC Imunohistochemie 

Ile Isoleucin ((2S,3S)-2-amino-3-methylpentanová kyselina) 

IPO8  Gen IPO8 (Importin 8) 

K Draslík (Kalium) 

kp Kilo base pairs, odpovídá 1 000 bp 

KRAS 

Gen KRAS (V-Ki-ras2 Kirsten Rat Sarcoma viral  

oncogene homolog) 

Leu Leucin (2-amino-4-methylpentanová kyselina) 

LRP 
Gen LRP (Lung Resistance-related protein, synonymum  

Major Vault protein, MVP) 

MAO Gen MAO (Monoamine Oxidase) 

MAPK Gen MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) 

MDR Mnohočetná léková rezistence (Multidrug Resistance) 

MDR1 Gen MDR1 (Multidrug resistance 1, synonymum ABCB1) 

MgCl2 Chlorid hořečnatý  

MQ Milli Q- destilovaná sterilizovaná voda 

MR Magnetická Resonance 

mRNA 
Informační RNA (Messenger RNA) - ribonukleová  

kyselina nesoucí informaci pro syntézu polypeptidů 

MRP Multidrug Resistant Protein  

MRP1 
Gen MRP1 (Multidrug Resistance-Associated Protein 1,  

Synonymum ABCC1) 

MRP2 
Gen MRP2 (Multidrug Resistance-Associated Protein 2,  

Synonymum ABCC2) 

MRP3 
Gen MRP3 (Multidrug Resistance-Associated Protein 3,  

Synonymum ABCC3) 

MRP4 
Gen MRP4 (Multidrug Resistance-Associated Protein 4,  

Synonymum ABCC4) 

MRP5 
Gen MRP5 (Multidrug Resistance-Associated Protein 5,  

Synonymum ABCC5) 

MRP6 
Gen MRP6 (Multidrug Resistance-Associated Protein 6,  

Synonymum ABCC6) 

MRP7 
Gen MRP7 (Multidrug Resistance-Associated Protein 7,  

Synonymum ABCC10) 

MRP8 Gen MRP8 (Multidrug Resistance-Associated Protein 8,  

http://cs.wikipedia.org/wiki/Propan
http://leccos.com/index.php/clanky/synteza
http://leccos.com/index.php/clanky/synteza
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Synonymum ABCC11) 

MRP9 
Gen MRP9 (Multidrug Resistance-Associated Protein 9,  

Synonymum ABCC12) 

MRPL19  Gen MRPL19 (Mitochondrial Ribosomal Protein L19) 

MVP Viz. LRP 

NaCl Chlorid sodný 

NADPH 

Redukovaná forma Nikotinamidu adeninu  

dinucleotidfosfátu (Nicotinamide Adenine Dinucleotide 

Phosphate)  

NAT N-acetyl transferáza 

NBD Doména vážící nukleotidy (Nucleotide Binding Domain) 

NF-kB Gen NF-kB (Nuclear Factor kappa-B) 

NNK 
Nitrosamin 4-(methylnitrosamino)-1- 

(3-pyridyl)-1- butanon 

NQO NAD(P)H:chinon dehydrogenáza  

NQO1 Gen NQO1 (NADPH Quinone Oxidoreductase 1) 

NQO2 Gen NQO2 (NADPH Quinone Oxidoreductase 2) 

NTC 
No Template Control- vzorek obsahující vodu místo templátu 

nukleotidové kyseliny, negativní kontrola PCR 

OMIM 

Online Mendelian Inheritance in Man-databáze všech  

známých onemocnění spolu s jejich genetickými  

komponentami 

OR 
Odds Ratio- angl. poměr dvou odds, neboli podílů 

pravděpodobností. Je mírou relativního rizika. 

p 
p-value- udává jaké chyby se dopouštíme, pokud 

 zamítneme nulovou hypotézu  

P 450 Cytochrom P 450 

PanC Rakovina slinivky břišní (Pancreatic Cancer) 

PCR 
Polymérázová řetězová reakce  

(Polymerase Chain Reaction) 

PES1  Gen PES1 (human homolog 1 of zebrafish Pescadilo gene) 

PGK1  Gen PGK1 (Phosphoglycerate Kinase-1) 

pH 

potential of hydrogen- vodíkový exponent je záporně vzat 

dekadický logaritmus aktivity oxoniových kationtů,  

Vyjadřuje, zda roztok reaguje kysele, či zásaditě. 

Phe Fenylalanin  ((2S)-2-amino-3-fenylpropanová kyselina) 

PI3K Phosphatidyl Inositol 3- Kinase 

PMM1 Gen PMM1 (Phosphomannomutase 1) 

POLR2A  
Gen POLR2A (DNA-dependent RNA Polymerase II,  

subunit A) 

POLR2L 
Gen POLR2A (DNA-dependent RNA Polymerase II,  

subunit L) 

PON Gen PON1-3 (Paraoxonase 1-3) 

POP4  
Gen POP4 (Processing Of Precursor 4, synonymum 

Ribonuclease P/MRP, podjednotka 29kD; RPP29) 

POR Gen POR (Cytochrom P450 Oxidoreductase) 

PPIA  
Gen PPIA (Peptidyl-Prolyl Isomerse A, synonymum  

Cyclophilin A) 

Pro Prolin ((2S)-Pyrrolidin-2-karboxylová kyselina, (2S)-

http://cs.wikipedia.org/wiki/Logaritmus
http://cs.wikipedia.org/wiki/Aktivita_%28chemie%29
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kationt
http://cs.wikipedia.org/wiki/Propan
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Azacyklopentan-2-karboxylová kyselina) 

PSMC4  Gen PSMC4 (Proteasome 26S Subunit, ATPase, 4) 

Q Relativní kvantita (Relative Quantity) 

QARS Gen QUARS kóduje Glutaminyl-tRNA Syntetázu 

qPCR 

Kvantitativní polymerázová řetězová reakce (real-time 

polymerase chain reaction, také Quantitative real time 

polymerase chain reaction; Q-PCR/qPCR/qrt-PCR) je 

metoda založena na principu klasické PCR, umožňuje však 

kvantifikaci sledovaného úseku DNA. 

R
2
 Determinační koeficient užíváný v regresních modelech 

RAL-GTP Ras-realated protein 

RFLP 
Polymorfismus délky restrikčních fragmentů  

(Restriction Fragment Length Polymorphism) 

RIN 
Koeficient vyjadřující míru integrity RNA 

(RNA Integrity Number) 

RNA Ribonukleová kyselina (Ribonucleic Acid) 

RPL30  Gen RPL30 (Ribosomal Protein L30) 

RPS17  Gen RPS17 (Ribosomal Protein S17) 

rs 

Referenční číslo polymorfismu (reference SNP ID number) 

v databázi (Single Nucleotide Polymorphism  

Database- dbSNP) http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP 

RT-PCR 
Reverzně-transkripční polymerázová řetězová reakce  

(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) 

S.D. Standard Deviation- ang. směrodatná odchylka 

SCLC 
Small Cell Carcinoma of Lung- ang. malobuněčný 

karcinoma plic 

SDS Dodecylsíran sodný (Sodium dodecyl sulfate) 

Ser Serin ((2S)-2-amino-3-hydroxypropanová kyselina) 

siRNA 

- angl. small interfering RNA, případně short interfering  

RNA či silencing RNA) je označení pro skupinu 

dvouvláknových RNA o délce 20-25 nukleotidů. 

SLC transportéry 
Solute carrier transporters- skupina transportérů obsahující 

přes 300 rozdělených do 51 rodina 

SLC28A1  SLC transportér- člen 1 rodiny 28A 

SLC28A2  SLC transportér- člen 2 rodiny 28A 

SLC28A3  SLC transportér- člen 3 rodiny 28A 

SLC29A1  SLC transportér- člen 1 rodiny 29A 

SLC29A2 SLC transportér- člen 2 rodiny 29A 

SLC29A3  SLC transportér- člen 3 rodiny 29A 

SNP(s) 
Jednonukleotidový polymorfismus/polymorfismy (Single 

Nucleotide Polymorphismus/(s)-označuje množné číslo) 

SOD2 Gen SOD2 (Superoxide dismutase 2) 

SOD3 Gen SOD3 (Superoxide dismutase 3) 

STD Standard 

SULT Sulfotransferáza 

SZÚ Státní zdravotní ústav v Praze 

T 

Thymin (2,6-dihydroxy-5-methylpyrimidin,  

5-methyluracil; pyrimidinová báze) 

http://cs.wikipedia.org/wiki/PCR
http://cs.wikipedia.org/wiki/DNA
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_summary.cgi
http://cs.wikipedia.org/wiki/Dvouvl%C3%A1knov%C3%A1_RNA
http://cs.wikipedia.org/wiki/Nukleotid
http://leccos.com/index.php/clanky/pyrimidin
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TAP1/2 
Transportér související s přípravou antigenu pro prezentaci 

(Transporter associated with antigen processing 1/ 2) 

TBE 
TBE (Tris/Borate/EDTA)- pufr obsahující mix  Tris, 

Kyselinu boritou, EDTA 

TBP  Gen TBP (Tata Box-binding Protein) 

TFRC  Gen TFRC (Transferrin receptor) 

TMD 
Doména přemosťující buněčnou membránu 

(Transmembrane Domain) 

TNM klasifikace 

odráží znalost rozsahu primárního tumoru (T-tumor),  

nepřítomnost či přítomnost metastáz v regionálních 

lymfatických uzlinách (N-nodes) a nepřítomnost či  

přítomnost vzdálených metastáz (M-metastasis) 

TP53 Gen TP53 (Tumor protein p53) 

Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol 

Tyr 
Tyrosin ((2S)-2-Amino-3-(4-hydroxyfenyl)- 

propanová kyselina) 

UGT UDP-glukuronosyl transferáza 

Val Valin ((2S)-2-amino-3-methyl-butanová kyselina) 

XME 
Enzymy metabolizující cizorodé sloučeniny (Xenobiotic 

metabolizing enzymes) 

YWHAZ  
Gen YWHAZ (Tyrosine 3-Monooxygenase/Tryptophan 5-

Monooxygenase Activation protein, Zeta isoform) 
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CYP2A13, ADH1B, and ADH1C Gene Polymorphisms
and Pancreatic Cancer Risk

Beatrice Mohelnikova-Duchonova, MD,*Þ David Vrana, MD,*þ Ivana Holcatova, MD, PhD,§
Miroslav Ryska, MD, PhD,|| Zdenek Smerhovsky, MD, PhD,¶ and Pavel Soucek, PhD*

Objectives: Pancreatic carcinoma etiology and molecular pathogenesis
are weakly understood. Based on the assumption that genetic variation in
carcinogen metabolism further modifies the risk of exposure-related
cancers, we studied the association of polymorphisms in the tobacco
carcinogen-metabolizing gene CYP2A13 (Arg101Stop) and the alcohol-
metabolizing genes ADH1B (Arg48His) and ADH1C (Ile350Val ) with
pancreatic cancer risk.
Methods: Polymorphisms were studied by allelic discrimination.
Results: In a hospital-based case-control study, CYP2A13 variant al-
leles coding an inactive enzyme were found in 7 of 265 cancer-free
controls and in none of 235 pancreatic carcinoma patients. Neither
ADH1B or ADH1C polymorphisms alone nor their combinations
showed a significant effect on pancreatic cancer risk.
Conclusions: The first study of the roles of CYP2A13, ADH1B, and
ADH1C in pancreatic cancer etiology suggested that the controls may
have a lower ability to bioactivate tobacco-derived procarcinogens than
the cases.

Key Words: pancreas, cancer, polymorphism, CYP2A13, ADH1

(Pancreas 2010;39: 144Y148)

Pancreatic carcinoma (International Statistical Classification
of Diseases, 10th Revision; C25; OMIM, 260350) is the

fourth leading cause of cancer-related deaths in the Czech
Republic, with only a minimum number of patients surviving in
5 years.1,2 Contrary to the poor prognosis associated with this
disease, its etiology and molecular pathogenesis are still weakly
understood.

Tobacco smoke has been evaluated as a potential risk fac-
tor for pancreatic cancer, and a number of studies have also
suggested that ethanol, together with elements of cigarette smoke,
may act as a cocarcinogen and enhance tumor formation.3Y5 It
is assumed that genetic variation in carcinogen metabolism fur-
ther modifies the risk of exposure-related cancer.6

Tobacco carcinogens such as 4-(methylnitrosamino)-1-(3-
pyridyl)-1-butanone (NNK) are metabolized in the human body
by cytochromes P450 (P450, EC 1.14.14.1). NNK induces lung
tumors in all laboratory animals tested and nasal cavity tu-
mors, pancreatic cancer, and liver tumors in rats.7,8 P450 2A13

was suggested as the most active enzyme in metabolic activa-
tion of NNK.9 The nonsense polymorphism, CYP2A13*1/*7
(rs72552266 and Arg101Stop), may be an important modifier of
tobacco-associated cancer risk because the truncated protein
lacks enzymatic activity.10

Ethanol metabolism in pancreatic acinar cells is mediated
by both the oxidative and the nonoxidative pathways.11Y13 The
oxidative pathway is particularly catalyzed by alcohol dehy-
drogenases (ADH, EC 1.1.1.1), aldehyde dehydrogenases
(ALDH, EC 1.2.1.5), and less by P450 2E1.14 Previous case-
control studies proved the association between the ADH1B*1
allele and an increased risk of esophageal cancer,15,16 and squa-
mous cell carcinoma of the head and neck.17 Slow metabolizers
(because of ADH1B*1) had also significantly increased the risk
of colorectal cancer in a Japanese population (odds ratio [OR],
1.32; 95% confidence interval [CI], 1.07Y1.63). Carriage of the
ADH1C*2/*2 genotype increased the risk of oral squamous
cell carcinoma in heavy (OR, 2.65; 95% CI, 1.08Y2.14) and
moderate (OR, 1.6; 95% CI, 1.15Y2.03) drinkers.18

The goal of this study was to explore whether polymor-
phisms in the genes of the principal tobacco- and ethanol-
metabolizing enzymes CYP2A13 (OMIM, 608055), ADH1B
(OMIM, 103720), and ADH1C (OMIM, 103730) modify sus-
ceptibility to pancreatic cancer. These associations were not
studied in pancreatic cancer etiology so far.

MATERIALS AND METHODS

Subjects
Both the cases and the cancer-free controls were of white

Czech origin recruited in the period between September 2004
and February 2008. A total of 630 participants were recruited
during the study period. All cases were incident pancreatic
cancer patients attending 5 oncology and surgery departments in
Prague and 1 in Pribram (central Bohemia). Pancreatic cancer
diagnosis in patients was periodically reconfirmed. Thirty-eight
patients were excluded because of a diagnosis other than pan-
creatic cancer (15, pancreatitis and 23, other diagnoses) found
during follow-up. As a result, 142 patients with a histologi-
cally verified diagnosis and 118 patients with a clinically veri-
fied diagnosis were included into the study. Twenty-five of
the verified cases were excluded because variables needed for
the analysis (such as age) were not available to investigators.
Clinical-pathological data on patients were collected from their
medical records (date of diagnosis, stage, grade, and histologic
diagnosis were available). The randomly selected controls were
332 healthy individuals from the same catchment areas as
the cases and consisted of 2 independent groups: cancer-free
subjects recruited during the 3 months after the recruitment of
the cases by general practitioners in Prague (179 controls) and
blood donors from 2 centers in Prague and Pribram (153 con-
trols). The controls were included into the study under the con-
dition that the difference in their age was not larger than 5 years
from cases recruited in the same period. No other selection
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criteria were applied to the recruitment of the controls. Basic
epidemiological data on all participants were collected from a
face-to-face questionnaire survey (personal and family history,
short occupational history, smoking and drinking history, his-
tory of physical activity, reproductive history, and nutritional
information). Sixty-seven controls were excluded because var-
iables needed for the analysis were missing. Blood samples of
235 cases and 265 controls were available in sufficient quality
for genotyping. All participants were informed and gave their
written consent to participate in the study. The design of the
study was approved by the ethical committee of the First Fac-
ulty of Medicine, Charles University, Prague, Czech Republic.

DNA Isolation and Genotyping
Blood was collected during diagnostic procedures using

tubes with a K3EDTA anticoagulant. Genomic DNA was ex-
tracted from peripheral lymphocytes using a BioSprint 15 DNA
Blood kit (Qiagen, Valencia, Calif ) by KingFisher mL automated
system (Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finland) accord-
ing to the procedure supplied by the manufacturer. Polymor-
phisms in CYP2A13 (*1/*7, Arg101STOP), ADH1B (Arg48His,
rs1229984), and ADH1C (Ile350Val, rs698) were determined by
TaqMan Drug Metabolism Genotyping Assays (assay ID Nos.
C_30634006_10, C_2688467_20, and C_26457410_10, respec-
tively) obtained from Applied Biosystems (Foster City, Calif ).
Reaction mixtures for real-time polymerase chain reaction
(PCR) contained 5 KL of 2� TaqMan Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems) for CYP2A13 and ADH1C or 5 KL
AB Solute QPCR ROX Mix (Thermo Fisher Scientific,
Rockford, Ill) for ADH1B, 0.25 KL of TaqMan drug metabolism
genotyping assays, and 4.75 KL of DNA template diluted to a
concentration of 0.7 ng/KL. Cycling parameters for CYP2A13
and ADH1C were initial denaturation at 95-C for 10 minutes,
followed by 55 cycles consisting of denaturation at 92-C for
15 seconds and annealing at 58-C for 90 seconds. The following
cycling conditions were used for ADH1B: initial denaturation
at 95-C for 15 minutes, followed by 50 cycles consisting of de-
naturation at 95-C for 15 seconds and annealing at 62-C for 60
seconds. The nontemplate control consisted of a reaction tube in
which water was used in place of DNA sample. Real-time PCR
was performed using the RotorGene 6000 (Corbett Research,
Sydney, Australia). Ten percent of the randomly selected samples
were reanalyzed with 100% concordance of the results.

Statistical Analysis
In the first round of analyses, the Hardy-Weinberg equi-

librium was assessed for the control group. The distribution of
genotypes did not significantly deviate from the equilibrium.
Then, we used the binary logistic regression to estimate the ORs,
the 95% CI for the OR, and the corresponding P values of the
different genotype frequencies among the pancreatic cancer and
the control groups, adjusting for the age at recruitment, sex,
weight, diabetes, pancreatitis, smoking, alcohol drinking, and
coffee and tea consumption. Furthermore, we attempted to test for
modifying the effect of smoking and alcohol, coffee, and tea
consumptions on the associations of interest. Because we failed to
demonstrate interactions between potential modifiers of effect and
studied genotypes, this part of the statistical analysis is not
reported. A P G 0.05 would be considered significant. Analyses
were performed using the Win SPSS v13.0 (SPSS, Chicago, Ill).

RESULTS

Characteristics of the Studied Population
Complete characteristics of the studied population are

presented in Table 1. Our analyses confirmed high age at re-

cruitment (OR, 1.03; 95% CI, 1.00Y1.05; P = 0.016), male
sex (OR, 2.70; 95% CI, 1.65Y4.43; P G 0.001), low weight
(OR, 1.06; 95% CI, 1.04Y1.08; P G 0.001), and positive per-
sonal history of pancreatitis (OR, 9.93; 95% CI, 2.63Y37.52;
P = 0.001) or diabetes (OR, 4.09; 95% CI, 1.95Y8.55; P G 0.001)
as pancreatic cancer risk predictors. Tea drinkers (more than
3 teacups per day) had significantly reduced pancreatic cancer

TABLE 1. Characteristics of the Studied Population

Controls Cases

Sex, n
Male 158 148
Female 107 87
Total 265 235

Age at recruitment, yr
Mean T SD 57.9 T 10.6 61.9 T 10.5
Total 265 235

Weight, kg
Mean T SD 76.0 T 14.5 67.5 T 15.0
Total 262 235

Personal history of diabetes, n
Negative 245 194
Positive 17 33
Total 262 227

Personal history of pancreatitis, n
Negative 258 212
Positive 4 15
Total 262 227

Smoking, n
Never smoker 104 71
Former smoker (910 yr) 53 34
Former smoker (0Y10 yr) 22 25
Current smoker 75 57
Total 254 187

Alcohol, n
Teetotaller 77 68
Former drinker 39 51
Regular drinker 140 68
Total 256 187

Coffee, n
Never (or G1/mo) 34 73
G1/wk 4 7
1Y2/wk 26 14
3Y5/wk 14 18
1Y2/d 135 85
3Y4/d 43 22
94/d 6 9
Total 262 228

Tea, n
Never (or G1/mo) 68 99
G1/wk 15 14
1Y2/wk 32 28
3Y5/wk 36 27
1Y2/d 70 52
3Y4/d 32 7
94/d 9 1
Total 262 228
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risk than others (less than 3 teacups per day; OR, 0.16; 95% CI,
0.07Y0.40; P G 0.001). Smoking, alcohol consumption, and
coffee drinking played no role as independent risk factor (re-
sults not shown).

CYP2A13, ADH1B, ADH1C Polymorphisms and
Pancreatic Cancer Risk

In age-, sex-, weight-, diabetes-, pancreatitis-, smoking-,
alcohol-, coffee- and tea-adjusted analyses, neither ADH1B or
ADH1C polymorphisms alone nor their combinations showed a
significant effect on pancreatic cancer risk (Table 2). Both in-
teractions and potential additive effects were followed in sta-
tistical analyses. Neither ADH1B nor ADH1C polymorphisms
showed significant association with pancreatic cancer risk in
drinkers compared with nondrinkers in adjusted analyses (re-
sults not shown). CYP2A13 variant allele *7 coding inactive
enzyme was found in 7 of the 265 cancer-free controls and in
none of the 235 pancreatic carcinoma patients (Table 2). Al-
though the trend seems strong, it could not be confirmed by
statistical analysis because of the absence of CYP2A13*7 car-
riers in the pancreatic cancer case group. In the subgroup anal-
ysis, 2 of 104 smokers and 4 of 150 nonsmokers carried the
CYP2A13*7 allele among the controls with data available.

DISCUSSION
Pancreatic cancer typically has poor prognosis and very

high mortality. The etiology and the molecular pathogenesis of
this cancer are still weakly understood. In our study, we con-

firmed a significant effect of most of the previously published
pancreatic cancer risk factors (age, sex, weight, and personal
history of chronic pancreatitis or diabetes).19,20 We have not
observed any effect of tobacco smoking, alcohol consumption,
and coffee drinking, but individuals who drunk more than 3
teacups per day had significantly reduced pancreatic cancer risk
than others. This result supports the previous study on Polish
pancreatic cancer patients that found a strongly significant trend
of decreasing risk with increasing lifetime consumption of tea
(P G 0.001)21 but contradicts to the recent Japanese study re-
porting null result.22 Discrepancy of results may be due to the
differences in tea drinking habits, tea quality, or study design.

Besides alterations of high-penetrance genes, interaction
of environmental factors with low-penetrance genes is suspected
to contribute to pancreatic cancer onset. Despite the fact that
other cancer types were frequently studied regarding gene-
environment interactions, pancreatic cancer belongs to the
least-studied cancers. Perhaps, because of the difficulties with
recruitment of patients who are quite often in very poor per-
formance status and have rather short overall survival, the
number of published studies is rather low. We aimed to in-
vestigate the contribution of functionally relevant polymor-
phisms in CYP2A13, ADH1B, and ADH1C to pancreatic cancer
susceptibility in the case-control study of a central European
population with one of the highest incidences in the Western
world. We observed clear prevalence of the variant CYP2A13
alelle causing premature stop at codon 101 (knockout allele *7)
among the controls in comparison with the pancreatic cancer
patients. Because there was no carrier of CYP2A13*7 among
the cases, the significance of this association with pancreatic

TABLE 2. Genotype Distribution in the Studied Population

Gene/Genotype Controls Cases OR* 95% CI* P

CYP2A13
Arg/Arg 258 235 Reference
Arg/STOP 7 0 V†

STOP/STOP 0 0 V†

Total 265 235
ADH1B
Arg/Arg 242 213 Reference
Arg/His 22 22 1.25 0.56Y2.77 0.583
His/His 1 0 V†

Arg/His + His/His 23 22 1.16 0.53Y2.55 0.706
Total 265 235

ADH1C
Ile/Ile 80 83 Reference
Ile/Val 138 109 0.93 0.56Y1.53 0.766
Val/Val 46 43 1.65 0.87Y3.13 0.123
Ile/Val + Val/Val 184 152 1.09 0.68Y1.74 0.730
Total 264 235

ADH1B + ADH1C I
Arg/Arg + Ile/Ile 70 71 Reference
(Arg/His or Arg/Arg) or (Ile/Val or Ile/Ile) 196 164 1.16 0.70Y1.90 0.566

ADH1B � ADH1C II
Arg/Arg + Ile/Ile 70 71 Reference
(Arg/His or Arg/Arg) and (Ile/Val or Ile/Ile) 11 10 1.09 0.31Y3.85 0.888

*Adjusted for age at recruitment, sex, weight, diabetes, pancreatitis, smoking, alcohol drinking, and coffee and tea consumptions.
†Statistics could not be performed because of the absence of individuals in 1 or more of the analyzed groups.
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cancer risk could not be statistically evaluated. Nevertheless,
bearing in mind the well-proven pivotal role of P450 2A13
in bioactivation of tobacco smoke-borne xenobiotics9 and the
hypothetically lower activity of this enzyme in the control group
than in the patients (lacking the knockout allele), our result
seems highly relevant. Moreover, the previously published mul-
tivariate analysis showed an elevated risk for small cell lung
cancer in subjects heterozygous for CYP2A13*7 (OR, 9.9; 95%
CI, 1.9Y52.2).23 Several polymorphisms exist in CYP2A13. Al-
though the most frequently studied Cys variant in codon 257
of CYP2A13 (Single Nucleotide Polymorphism database,
rs8192789) has been associated with the substantially reduced
risk of lung adenocarcinoma in the Chinese population (OR,
0.41; 95% CI, 0.23Y0.71),24 it unlikely impacts NNK metabo-
lism in vivo.25 However, a protective or additive effect of other
CYP2A13 alleles with unknown functional relevance cannot be
ruled out.26

Alcohol dehydrogenase and ALDH activities were detected
in the human pancreas, and the activity of ADH was much
higher than that of ALDH.27,28 Moreover, in pancreatic cancer
tumors, the activity of ADH1C was significantly higher than
that in healthy tissues (P G 0.001). By genotyping 9080 white
individuals from the general population, the ADH1B slow me-
tabolizers with genotype ADH1B*1/*1 drank more alcohol and
had a higher risk of alcoholism than fast alcohol metabolizers
(ADH1B*2/*2; rs1229984).29 In addition, the slower ADH ac-
tivity haplotype (ADH1B*1-ADH1C*2) was associated with
a higher risk of being a drinker.30 The relation between ADH
activity and alcohol exposure is thus well documented, and the
presence of high levels of ADHs in pancreatic cancer tissues
makes these enzymes an attractive target for the study of pan-
creatic cancer etiology. The role of alcohol in pancreatic can-
cer etiology is controversial.31,32 Genkinger et al33 conducted a
pooled analysis of the primary data from 14 prospective cohort
studies. The study sample consisted of 862,664 individuals,
among whom 2187 incident pancreatic cancer cases were iden-
tified. Their findings are consistent with a modest increase in
the risk of pancreatic cancer (RR, 1.22; 95% CI, 1.03Y1.45) with
a consumption of 30 or more grams of alcohol per day.33

However, in our study, ADH1B or ADH1C polymorphisms
alone nor their combinations showed a significant effect on
pancreatic cancer risk in risk factor-adjusted analyses. Drinking
status did not play a significant role in the stratified analyses
as well.

To our knowledge, we present the first study evaluating
the role of CYP2A13, ADH1B, and ADH1C polymorphisms in
pancreatic cancer in a white population. The observed preva-
lence of the CYP2A13*7 knockout allele among pancreatic
cancer patients requires replicate studies in related populations
of white origin.
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Superoxide Dismutase and Nicotinamide
Adenine Dinucleotide Phosphate

Quinone Oxidoreductase Polymorphisms and Pancreatic Cancer Risk
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Objectives: Pancreatic carcinoma etiology and molecular pathogenesis
is weakly understood. According to the assumption that genetic variation
in carcinogen metabolism further modifies the risk of exposure-related
cancers, an association of functional polymorphisms in oxidative stressY
modifying genes superoxide dismutase 2 (SOD2 [Ala16Val, rs4880]),
SOD3 (Arg231Gly, rs1799895), nicotinamide adenine dinucleotide phos-
phate:quinone oxidoreductase (NQO1 [Pro187Ser, rs1800566], and NQO2
(Phe47Leu, rs1143684) with pancreatic cancer risk was studied.
Methods: Polymorphisms were studied by allelic discrimination.
Results: In a hospital-based case-control study on 500 individuals
(235 cases and 265 controls) of Czech white origin, SOD2, SOD3, NQO1,
and NQO2 polymorphisms showed no significant association with pan-
creatic cancer risk. Major lifestyle factors such as smoking and alco-
hol, coffee, or tea consumption did not modify the effect of the studied
polymorphisms.
Conclusions: The first European study of the SOD2, SOD3, NQO1,
and NQO2 roles in pancreatic cancer etiology did not find significant
associations. Despite this observation, other populations with different
lifestyle(s) may be at risk and should be further studied.

Key Words: pancreas, cancer, susceptibility, superoxide dismutase,
quinone oxidoreductase

(Pancreas 2011;40: 72Y78)

Pancreatic carcinoma (International Statistical Classification
of Diseases, 10th Revision, C25; Online Mendelian Inheri-

tance in Man [OMIM], 260350) is the fourth leading cause of
cancer-related death in the Czech Republic, with only a mini-
mum number of patients surviving by 5 years.1,2

The etiology and molecular pathogenesis of the disease is
still weakly understood. Published risk factors include age, sex,
diabetes, obesity, history of chronic pancreatitis, diet rich in fat,
tobacco, and infection by Helicobacter pylori.3Y5 Alcohol is
suspected to promote carcinogenesis. However, epidemiologic
studies have reported inconsistent results on associations of
alcohol intake with pancreatic cancer risk.6,7 Metabolism of

environmentally important contaminants (both activation of pre-
carcinogens and detoxification of carcinogens) may present an
important susceptibility factor as well. Polymorphisms in geneti-
cally variable xenobiotic-metabolizing enzymes may modify the
risk of carcinogenesis.8

Reactive oxygen species are potential carcinogens because
they facilitate mutagenesis and tumor promotion and progres-
sion.9Y11 The genotoxic superoxide anion radical is formed by
the univalent reduction of triplet-state molecular oxygen. This
process is mediated by enzymes such as nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) oxidases and xanthine oxidase
or nonenzymatically by redox-reactive compounds such as the
semi-ubiquinone compound of the mitochondrial electron trans-
port chain.12

Manganese superoxide dismutase (MnSOD or SOD2;
OMIM, 147460) converts the superoxide anion radical into
hydrogen peroxide and oxygen in mitochondria and plays a key
role in protecting cells from oxidative damage. The SOD2 poly-
morphism (Ala16Val, rs4880) in gene signal sequence leads to
a conformational change in the helical structure of the protein.
The Val variant of the enzyme has lower efficiency of transport
into mitochondria.13 Previous studies found a significantly higher
risk of lung,14 bladder,15 and breast cancer16 in individuals car-
rying the variant Val allele. Contrary to these findings, association
of the wild-type SOD2 Ala variant with increased acoustic neu-
roma and prostate cancer risk was found.17,18 The homozygous
variant genotype (Val/Val) has been associated with a higher risk
of pancreatic cancer (odds ratio [OR], 1.96; 95% confidence in-
terval [CI], 1.0Y3.8).19 The extracellular isoform of SOD has Cu
and Zn in the catalytic center (extracellular SOD or SOD3;
OMIM, 185490). Several polymorphisms in SOD3 have been
studied (Ex3-631C9G, rs1799895; IVS1-186C9T, rs699473;
Ex3-516 C9T, rs2853796; and Ex3-489 C9T, rs2855262), but the
association with cancer risk has not been found.18

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate:quinone oxi-
doreductase (NQO1; OMIM, 125860) protects cells from oxida-
tive damage by catalyzing the reduction of carcinogenic quinoid
compounds to their hydroquinone forms. Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate:quinone oxidoreductase can use NADH
and NADPH as cofactors, whereas NQO2 (OMIM, 160998) re-
quires the nonbiogenic compound dihydronicotinamide riboside
or related molecules.20 Both proteins have also been involved in
the stabilization of tumor protein p53 (OMIM, 191170).21

Polymorphisms in exon 6 of NQO1 (Pro187Ser, rs1800566)
and exon 3 of NQO2 (Phe47Leu, rs1143684) are associated with
lower enzyme activities.22,23 Nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate:quinone oxidoreductase expression was suggested to
be a possible candidate as a biomarker for pancreatic cancer,
especially in smokers.24

This study aimed to evaluate whether the association of
pancreatic cancer risk with functional polymorphisms in SOD2
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(Ala16Val, rs4880), SOD3 (Arg231Gly, rs1799895), NQO1
(Pro187Ser, rs1800566), and NQO2 (Phe47Leu, rs1143684)
exists. For this purpose, the first case-control study on European
white population was conducted.

MATERIALS AND METHODS

Subjects
The study design was described in detail elsewhere.25 In

brief, a total of 630 individuals of Czech white ancestry were
included into the study in the period between September 2004
and February 2008. The cases were 298 incident pancreatic
cancer patients attending 5 oncology and surgery departments in
Prague and one in Pribram (central Bohemia). Patients were
eligible for the study when they fulfilled at least 1 of the fol-
lowing criteria: (a) histology- or cytology-confirmed pancreatic
adenocarcinoma and (b) at least 3 clinical signs of pancreatic
cancer (presence of tumor mass revealed by endoscopic retrograde
cholangiopancreatography, endoscopic ultrasound with fine nee-
dle aspiration biopsy, computed tomography or magnetic reso-
nance imaging, weight loss, anorexia/cachexia, and obstructive
jaundice). Clinical and pathological data on the cases (date of
diagnosis, stage, grade, and histologic diagnosis where available)
were collected from their medical records. Thirty-eight patients
were excluded because of diagnoses other than pancreatic cancer
(15 pancreatitis and 23 other diagnoses) found during follow-up.
Randomly selected controls were 332 healthy individuals from the
same catchment areas as the cases and consisted of 2 independent
groups: cancer-free subjects recruited during the 3 months after
recruitment of the cases by general practitioners in Prague (179
controls) and blood donors from 2 centers in Prague and Pribram
(153 controls). The controlswere included into the study under the
condition that the difference in their age and that of the cases
recruited in the same period was not larger than 5 years. No other
selection criteria were applied to the recruitment of the controls.
Basic epidemiologic data on all participants (personal and family
history, short occupational history, physical activity, smoking-and-
drinking history, and nutritional information) were collected.
Sixty-seven controls and 25 cases were excluded because vari-
ables needed for the analysis were missing. All participants
were informed and gave their written consent to participate in
the study. The design of the study was approved by the Ethical
Committee of the First Faculty of Medicine, Charles University in
Prague, Praque, Czech Republic.

Study Questionnaires
All study participants filled out a self-guided, structured

questionnaire to determine demographic characteristics and po-
tential risk factors. The study subjects provided information on
their lifestyle habits (smoking and drinking of alcohol, coffee, or
tea), weight (in kilograms), personal history of diabetes, pan-
creatitis, and family/personal history of cancer. The characteris-
tics of the study population have been reported previously.25

DNA Isolation and Genotyping
Blood was collected during the diagnostic procedures by

using tubes with a K3EDTA anticoagulant. Genomic DNAwas
extracted from peripheral lymphocytes by using a BioSprint
15 DNA blood kit (Qiagen, Valencia, Calif ) by KingFisher mL
automated system (Thermo Electron Corporation, Vantaa, Fin-
land) according to the procedure supplied by the manufacturer.
Polymorphisms in SOD2 (rs4880), SOD3 (rs1799895), NQO1
(rs1800566), and NQO2 (rs1143684) were determined by real-
time polymerase chain reaction using the RotorGene 6000
(Corbett Research, Sydney, Australia) apparatus. The reaction

mixture contained 5 KL of ABsolute QPCR ROX Mix (Thermo
Fisher Scientific, Rockford, Ill), 0.25 KL of TaqMan Drug
Metabolism Genotyping Assays (Assay IDs: C_8709053_10 for

TABLE 1. Characteristics of the Studied Population

Controls, n (%) Cases, n (%)

Sex
Male 158 (60) 148 (63)
Female 107 (40) 87 (37)
Total 265 235

Age at recruitment, yr
Mean T SD 57.9 T 10.6 61.9 T 10.5
Total 265 235

Weight, kg
Mean T SD 76.0 T 14.5 67.5 T 15.0
Total 262 235

Personal history of diabetes
Negative 245 (94) 194 (85)
Positive 17 (6) 33 (15)
Total 262 227

Personal history of pancreatitis
Negative 258 (98) 212 (93)
Positive 4 (2) 15 (7)
Total 262 227

Smoking
Never smoker 106 (41) 71 (38)
Former smoker 910 yr 54 (21) 34 (18)
Former smoker 0Y10 yr 22 (9) 25 (13)
Current smoker 75 (29) 57 (31)
Total 257 187

Alcohol
Nondrinker 78 (30) 68 (36)
Occasional drinker 40 (16) 51 (28)
Current drinker* 141 (54) 68 (36)
Total 259 187

Coffee
Never or G1/mo 35 (13) 73 (32)
G1/wk 4 (2) 7 (3)
1Y2/wk 26 (10) 14 (6)
3Y5/wk 16 (6) 18 (8)
1Y2/d 135 (51) 85 (37)
3Y4/d 43 (16) 22 (10)
94/d 6 (2) 9 (4)
Total 265 228

Tea
Never or G1/mo 68 (25) 99 (43)
G1/wk 15 (6) 14 (6)
1Y2/wk 32 (12) 28 (12)
3Y5/wk 37 (14) 27 (12)
1Y2/d 71 (27) 52 (23)
3Y4/d 32 (12) 7 (3)
94/d 10 (4) 1 (1)
Total 265 228

*Consumed more than 1 serving per day, where serving means ap-
proximately 15Y20g of ethanol. This is the mean amount of ethanol in a
common glass of beer (0.5 L), wine (0.2 L), and spirit (0.05 L) in the
Czech Republic.
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SOD2, C_2307506_10 for SOD3, C_2091255_30 for NQO1,
and C_8774861_1 for NQO2; obtained from Applied Biosys-
tems, Foster City, Calif), and 4.75 KL of DNA template diluted
to a concentration of 0.7 ng/KL. Cycling parameters were ini-
tial denaturation at 95-C for 15 minutes, followed by 50 cycles
consisting of a denaturation at 95-C for 15 seconds and an
annealing: for SOD2 at 64-C for 15 seconds; SOD3 and NQO1,
60-C for 60 seconds; and NQO2, 62-C for 60 seconds. The
nontemplate control consisted of a reaction tube in which water
was used in place of a DNA sample. Ten percent of randomly
selected samples were reanalyzed, with 100% concordance of
the results.

Statistical Analyses
In the first round of analyses, the Hardy-Weinberg equi-

librium was assessed for the control group. The distribution of
genotypes did not significantly deviate from the equilibrium.
Differences in distribution of the genotypes between the cases
and the controls were assessed from 2� 2 tables, and the Pearson
W
2 test was used to test for their significance. Then the binary

logistic regression was used to model the association between
the risk of pancreatic cancer and the studied genotypes when
controlling for the effects of age at recruitment, sex, weight, dia-
betes, pancreatitis, smoking, and alcohol, coffee, and tea con-
sumption. Finally, the data were stratified according to different
levels of variables for smoking and alcohol, coffee, and tea con-
sumption to check for the presence of the modifying effect. A
2-sided P G 0.05 would be considered statistically significant.
Analyses were performed using the Win SPSS v13.0 (SPSS,
Chicago, Ill). The study had 80% power to detect an OR of 1.7
for NQO1 and NQO2 polymorphisms by using a dominant model

and SOD2 by using a recessive model as calculated by Quanto
v1.2.4 program (http://hydra.usc.edu/gxe).

RESULTS

Characteristics of the Studied Population
The complete characteristics of the studied population are

displayed in Table 1. Our previous study showed advanced age at
recruitment (P = 0.016), low weight (P G 0.001), positive personal
history of pancreatitis (P G 0.001), and diabetes (P G 0.001) as the
pancreatic cancer risk predictors.25 Tea drinkers (93 teacups per
day) had a significantly reduced pancreatic cancer risk than those
who drunk less than 3 teacups per day (P G 0.001). Smoking,
alcohol consumption, and coffee drinking played no role as in-
dependent risk factors.25

SOD2, SOD3, NQO1, and NQO2 Polymorphisms
and Pancreatic Cancer Risk

Unadjusted analyses did not detect any of the genotypes
as a potential pancreatic cancer risk factor (results not shown).
Age-, sex-, weight-, diabetes-, pancreatitis-, smoking-, alcohol-,
coffee- and tea-adjusted logistic regression also failed to find any
significant association of all analyzed genotypes and alleles with
the risk (Table 2). No significant interactions between the potential
modifiers of effect, that is, the exposure factors (smoking, alcohol,
coffee, and tea) and the studied genotypes were found either
(Tables 3Y6).

DISCUSSION
Pancreatic cancer is a dreadful disease with medium

incidence but extremely high mortality and short survival.

TABLE 2. Associations of SOD2, SOD3, NQO1, and NQO2 Polymorphisms With Pancreatic Cancer Risk

Genotype Controls, n (%) Cases, n (%) OR* 95% CI P

SOD2, rs4880
Ala/Ala 58 (21.9) 48 (20.4) Reference V V
Ala/Val 134 (50.6) 121 (51.5) 1.24 0.72Y2.12 0.440
Val/Val 73 (27.5) 66 (28.1) 1.04 0.57Y1.90 0.896
Ala/Val + Val/Val 207 187 1.16 0.70Y1.93 0.560
Total 265 235

SOD3, rs1799895
Arg/Arg 264 (99.6) 229 (97.4) Reference V V
Arg/Gly 1 (0.4) 6 (2.6) 4.41 0.42Y46.05 0.215
Gly/Gly 0 0 V† V† V†

Total 265 235
NQO1, rs1800566
Pro/Pro 187 (70.6) 164 (69.8) Reference V V
Pro/Ser 71 (26.8) 64 (27.2) 1.12 0.69Y1.81 0.642
Ser/Ser 7 (2.6) 7 (3.0) 1.70 0.47Y6.19 0.418
Pro/Ser + Ser/Ser 78 71 1.16 0.73Y1.85 0.523
Total 265 235

NQO2, rs1143684
Phe/Phe 153 (57.7) 146 (62.1) Reference V V
Phe/Leu 104 (39.3) 78 (33.2) 0.82 0.53Y1.27 0.375
Leu/Leu 8 (3.0) 11 (4.7) 1.23 0.37Y4.06 0.734
Phe/Leu + Leu/Leu 112 89 0.85 0.55Y1.30 0.447
Total 265 235

*Adjusted for the effects of age at recruitment, sex, weight, diabetes, pancreatitis, smoking, and alcohol, coffee, and tea consumptions.
†Significance could not be determined because of the absence of variants in both studied groups.
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Despite efforts of molecular epidemiologists and geneticists,
the etiology and molecular pathogenesis of this cancer is still
weakly understood.

Oxidative stress is associated with several pathological
conditions including inflammation and infection.26 An excess
of oxidative stress above the physiological level important for
cell signaling belongs to the generally suspected factors leading

TABLE 3. Genotype Distribution According to Smoking Status

Genotype Controls Cases OR* 95% CI P

Never smokers
SOD2, rs4880
Ala/Ala 22 18 Reference V V
Ala/Val 53 32 0.74 0.34Y1.58 0.434
Val/Val 31 21 0.83 0.36Y1.96 0.657
Ala/Val + Val/Val 84 53 0.77 0.38Y1.57 0.474
Total 106 71

SOD3, rs1799895
Arg/Arg 103 69 Reference V V
Arg/Gly 3 2 0.99 0.16Y6.11 0.996
Gly/Gly 0 0 V† V† V†

Total 106 71
NQO1, rs1800566
Pro/Pro 74 50 Reference V V
Pro/Ser 29 17 0.87 0.43Y1.74 0.690
Ser/Ser 3 4 1.97 0.42Y9.20 0.387
Pro/Ser + Ser/Ser 32 21 0.97 0.50Y1.87 0.931
Total 106 71

NQO2, rs1143684
Phe/Phe 58 36 Reference V V
Phe/Leu 46 33 1.16 0.63Y2.13 0.642
Leu/Leu 2 2 1.61 0.22Y11.95 0.641
Phe/Leu+Leu/Leu 48 35 1.18 0.64Y2.15 0.600
Total 106 71

Current and former smokers
SOD2, rs4880
Ala/Ala 36 24 Reference V V
Ala/Val 72 63 1.31 0.71Y2.43 0.388
Val/Val 43 29 1.01 0.50Y2.03 0.974
Ala/Val + Val/Val 115 92 1.20 0.67Y2.15 0.541
Total 151 116

SOD3, rs1799895
Arg/Arg 151 113 Reference V V
Arg/Gly 0 3 V† V† V†

Gly/Gly 0 0 V† V† V†

Total 151 116
NQO1, rs1800566
Pro/Pro 103 77 Reference V V
Pro/Ser 44 37 1.12 0.66Y1.91 0.662
Ser/Ser 4 2 0.67 0.12Y3.75 0.647
Pro/Ser + Ser/Ser 48 39 1.09 0.65Y1.82 0.751
Total 151 116

NQO2, rs1143684
Phe/Phe 93 81 Reference V V
Phe/Leu 53 29 0.63 0.37Y1.08 0.093
Leu/Leu 5 6 1.38 0.40Y4.68 0.608
Phe/Leu+Leu/Leu 58 35 0.69 0.41Y1.16 0.162
Total 151 116

*Crude OR.
†Significance could not be determined because of the absence of

variants in both studied groups.

TABLE 4. Genotype Distribution According to Alcohol
Drinker Status

Genotype Controls Cases OR* 95% CI P

Nondrinkers
SOD2, rs4880
Ala/Ala 14 14 Reference V V
Ala/Val 41 31 0.76 0.31Y1.82 0.531
Val/Val 23 23 1.00 0.39Y2.56 0.999
Ala/Val + Val/Val 64 54 0.84 0.37Y1.92 0.686
Total 78 68

SOD3, rs1799895
Arg/Arg 76 66 Reference V V
Arg/Gly 2 2 1.15 0.16Y8.40 0.889
Gly/Gly 0 0 V† V† V†

Total 78 68
NQO1, rs1800566
Pro/Pro 56 52 Reference V V
Pro/Ser 19 15 0.85 0.39Y1.85 0.682
Ser/Ser 3 1 0.36 0.04Y3.56 0.381
Pro/Ser + Ser/Ser 22 16 0.78 0.37Y1.65 0.521
Total 78 68

NQO2, rs1143684
Phe/Phe 45 36 Reference V V
Phe/Leu 30 28 1.16 0.59Y2.29 0.655
Leu/Leu 3 4 1.67 0.35Y7.935 0.521
Phe/Leu + Leu/Leu 33 32 1.21 0.63Y2.33 0.630
Total 78 68

Occasional and current drinkers
SOD2, rs4880
Ala/Ala 44 29 Reference V V
Ala/Val 86 63 1.11 0.63Y1.97 0.717
Val/Val 51 27 0.80 0.41Y1.56 0.516
Ala/Val + Val/Val 137 90 1.00 0.58Y1.71 0.581
Total 181 119

SOD3, rs1799895
Arg/Arg 180 116 Reference V V
Arg/Gly 1 3 4.66 0.48Y45.29 0.185
Gly/Gly 0 0 V† V† V†

Total 181 119
NQO1, rs1800566
Pro/Pro 123 76 Reference V V
Pro/Ser 54 38 1.14 0.69Y1.89 0.613
Ser/Ser 4 5 2.02 0.53Y7.77 0.305
Pro/Ser + Ser/Ser 58 43 1.20 0.74Y1.95 0.464
Total 181 119

NQO2, rs1143684
Phe/Phe 108 81 Reference V V
Phe/Leu 69 35 0.68 0.41Y1.11 0.124
Leu/Leu 4 3 1.00 0.22Y4.59 0.999
Phe/Leu + Leu/Leu 73 38 0.69 0.43Y1.13 0.141
Total 181 119

*Crude OR.
†Significance could not be determined because of the absence of

variants in both studied groups.
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to carcinogenesis.26 Reactive oxygen species may be generated
as byproducts of the metabolism of both endogenous and ex-
ogenous substrates, for example, tobacco smoke27 or alcohol.28

Pancreatic cancer risk has been linked to chronic pancreatitis,

suggesting a role of inflammation in the disease etiology. In-
deed, the tobacco smoke was experimentally proven to lead
to pancreatic inflammation29 through induction of oxidative

TABLE 5. Genotype Distribution According to Coffee
Drinker Status

Genotype Controls Cases OR* 95% CI P

Never or G3 cups per day
SOD2, rs4880
Ala/Ala 48 45 Reference V V
Ala/Val 106 92 0.93 0.56Y1.52 0.759
Val/Val 62 59 1.01 0.59Y1.73 0.957
Ala/Val + Val/Val 168 151 0.96 0.60Y1.52 0.858
Total 216 196

SOD3, rs1799895
Arg/Arg 214 191 Reference V V
Arg/Gly 2 5 2.80 0.54Y14.60 0.222
Gly/Gly 0 0 V† V† V†

Total 216 196
NQO1, rs1800566
Pro/Pro 149 138 Reference V V
Pro/Ser 62 54 0.94 0.61Y1.45 0.780
Ser/Ser 5 4 0.86 0.23Y3.28 0.830
Pro/Ser + Ser/Ser 67 58 0.93 0.61Y1.42 0.753
Total 216 196

NQO2, rs1143684
Phe/Phe 122 122 Reference V V
Phe/Leu 90 66 0.73 0.49Y1.10 0.133
Leu/Leu 4 8 2.00 0.59Y6.82 0.268
Phe/Leu + Leu/Leu 94 74 0.79 0.53Y1.17 0.235
Total 216 196

Q3 Cups per day
SOD2, rs4880
Ala/Ala 11 4 Reference V V
Ala/Val 24 23 2.63 0.73Y9.47 0.138
Val/Val 14 5 0.98 0.21Y4.55 0.982
Ala/Val+Val/Val 38 28 2.03 0.58Y7.03 0.266
Total 49 32

SOD3, rs1799895
Arg/Arg 48 31 Reference V V
Arg/Gly 1 1 1.58 0.10Y25.68 0.760
Gly/Gly 0 0 V† V† V†

Total 49 32
NQO1, rs1800566
Pro/Pro 35 23 Reference V V
Pro/Ser 12 7 0.89 0.30Y2.59 0.827
Ser/Ser 2 2 1.52 0.20Y11.58 0.685
Pro/Ser + Ser/Ser 14 9 0.98 0.36Y2.63 0.965
Total 49 32

NQO2, rs1143684
Phe/Phe 35 19 Reference V V
Phe/Leu 11 11 1.84 0.67Y5.03 0.234
Leu/Leu 3 2 1.23 0.19Y8.00 0.830
Phe/Leu + Leu/Leu 14 13 1.71 0.67Y4.38 0.263
Total 49 32

*Crude OR.
†Significance could not be determined because of the absence of

variants in both studied groups.

TABLE 6. Genotype Distribution According to Tea Drinker Status

Genotype Controls Cases OR* 95% CI P

Never or G3 cups per day
SOD2, rs4880
Ala/Ala 58 48 Reference V V
Ala/Val 101 111 1.33 0.83Y2.12 0.235
Val/Val 64 61 1.15 0.68Y1.93 0.594
Ala/Val + Val/Val 165 172 1.26 0.81Y1.95 0.302
Total 223 220

SOD3, rs1799895
Arg/Arg 220 214 Reference V V
Arg/Gly 3 6 2.06 0.51Y8.33 0.312
Gly/Gly 0 0 V† V† V†

Total 223 220
NQO1, rs1800566
Pro/Pro 158 158 Reference V V
Pro/Ser 60 57 0.95 0.62Y1.45 0.813
Ser/Ser 5 5 1.00 0.28Y3.52 0.999
Pro/Ser + Ser/Ser 65 62 0.95 0.63Y1.44 0.822
Total 223 220

NQO2, rs1143684
Phe/Phe 131 137 Reference V V
Phe/Leu 87 73 0.80 0.54Y1.19 0.272
Leu/Leu 5 10 1.91 0.64Y5.75 0.248
Phe/Leu + Leu/Leu 92 83 0.86 0.59Y1.26 0.448
Total 223 220

Q3 Cups per day
SOD2, rs4880
Ala/Ala 1 1 Reference V V
Ala/Val 29 4 0.14 0.01Y2.67 0.190
Val/Val 12 3 0.25 0.01Y5.26 0.373
Ala/Val + Val/Val 31 7 0.17 0.01Y3.06 0.230
Total 42 8

SOD3, rs1799895
Arg/Arg 42 8 Reference V V
Arg/Gly 0 0 V† V† V†

Gly/Gly 0 0 V† V† V†

Total 42 8
NQO1, rs1800566
Pro/Pro 26 3 Reference V V
Pro/Ser 14 4 2.48 0.48Y12.66 0.276
Ser/Ser 2 1 4.33 0.30Y63.30 0.284
Pro/Ser + Ser/Ser 16 5 2.71 0.57Y12.90 0.211
Total 42 8

NQO2, rs1143684
Phe/Phe 26 4 Reference V V
Phe/Leu 14 4 1.86 0.40Y8.58 0.428
Leu/Leu 2 0 V† V† V†

Phe/Leu + Leu/Leu 16 4 1.62 0.36Y7.42 0.531
Total 42 8

Drinkers were divided to groups (never or G1cup per day vs Q1 cup per
day) for the study of interactions with genotypes to achieve reasonable
study power considering the genotype frequencies in the followed up
groups.

*Crude OR.
†Significance could not be determined because of the absence of

variants in both studied groups.
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stress.30 Moreover, it seems that A-cell dysfunction in human
type 2 diabetes is also mediated by oxidative stress.31 Our pre-
vious study confirmed a positive personal history of pancre-
atitis (OR, 9.93; 95% CI, 2.63Y37.52; P G 0.001) or diabetes
(OR, 4.09; 95% CI, 1.95Y8.55; P G 0.001) as a pancreatic cancer
risk predictor.25 However, neither alcohol alone nor polymor-
phisms in alcohol dehydrogenase ADH1B (OMIM, 103720) and
ADH1C (OMIM, 103730) genes were associated with pancreatic
cancer risk.25 Therefore, the present study addressed the ques-
tion whether polymorphisms in enzymes taking part in antioxi-
dant capacity (SOD2 and SOD3) or mediating oxidative stress
formation (NQO1 and NQO2) may be related to the risk of pan-
creatic carcinogenesis.

Genetic polymorphisms coding superoxide dismutases or
quinone oxidoreductases with altered activity and/or stability were
frequently studied as potential susceptibility factors in various
cancers.32,33 However, pancreatic cancer generally belongs to the
least studied cancers. Reduced antioxidant gene expression in-
cluding SOD2 has been described in chronic pancreatitis and
pancreatic cancer compared with the normal pancreas in con-
trols.34 Furthermore, Cullen et al35 concluded that inhibition of
NQO1 increases intracellular superoxide anion radical produc-
tion and inhibits an in vitro malignant phenotype of pancreatic
cancer. These mechanisms suggest that altering the intracellular
redox environment of pancreatic cancer cells may inhibit growth
and delineate a potential strategy directed against pancreatic
cancer. Wheatley-Price et al19 reported the first association between
pancreatic adenocarcinoma risk and polymorphisms in inflam-
matory pathway genes myeloperoxidase MPO (OMIM, 606989;
G463A) and SOD2 (Ala16Val). Their results are in line with
preclinical models of pancreatic carcinoma cell lines, where re-
duced SOD2 protein levels were correlated with increased rates
of tumor cell proliferation.36 Nevertheless, no significant associ-
ation between SOD2 Ala16Val or the additionally studied SOD3
(Arg231Gly) functional polymorphisms and pancreatic cancer
risk was found by the present study. Study design, for example,
lower number of studied patients (n = 122,Wheatley-Price et al19),
different structure of data used for adjusted analyses (in unad-
justed analyses borderline significances, P = 0.05 and P = 0.04
were observed in dominant and recessive models, respectively19),
or population-specific differences (US vs central European whites),
may be among the possible reasons for disagreement between
both studies. Because of this discrepancy, the elucidation of the
role of superoxide dismutases in pancreatic cancer etiology will
require validation in larger studies on homogeneous popula-
tions with well-defined environmental exposure. No association
of the functionally relevant polymorphisms in NQO1 and NQO2
with pancreatic cancer risk was found as well. Our study thus
confirmed the null results of a previously published small-sized
explorative study on NQO1 rs1800566 polymorphism in pancre-
atic cancer and pancreatitis patients.37 The association of poly-
morphisms in SOD3 and NQO2with pancreatic cancer was never
studied.

In conclusion, the first study evaluating the role of SOD2,
SOD3, NQO1, and NQO2 polymorphisms in the pancreatic
cancer etiology in the central European population with one of
the highest incidences in the Western world did not find any
association. It remains to be discovered whether other popula-
tions with different lifestyle(s) may be at risk.
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a b s t r a c t

In the first case-control study on pancreatic cancer conducted on 253 cases and 403 controls in the
Czech Republic we observed that the GSTP1-codon 105 Val variant allele and the GSTT1-null genotype
were associated with an elevated risk for pancreatic cancer (OR = 1.38; 95%CI = 0.96–1.97 and OR = 1.56;
95%CI = 0.93–2.61, respectively). Combination of GSTT1-null and GSTP1-codon 105 Val variants further
increased the risk for pancreatic cancer (OR = 2.50; 95%CI = 1.20–5.20). In conclusion, this study suggests
population-specific associations of polymorphisms in key biotransformation genes with elevated risk for
pancreatic cancer.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The incidence of pancreatic cancer (ICD-10: C25) in the Czech
Republic reached a total of 15.4 cases per 100,000 inhabitants in
2005 [1]. The majority of these cases are clinically silent until symp-
toms arise, such as dyspepsia, weight loss, epigastric pain radiating
into the back, and jaundice. Despite significant efforts in therapy,
the 5-year survival rate does not surpass 5% [2]. Pancreatic cancer
rarely occurs in the young population. Most often it affects individu-
als between 45 and 85 years of age. Because of its growing incidence
and high fatality rate, there is a strong need to identify risk factors
that contribute to the onset of the disease. Approximately 4–16% of
pancreatic cancers are attributed to a genetic predisposition (famil-
ial cases) due to germ-line mutations in highly penetrant genes [3].
These mutations involve genes contributing to the regulation of
the cell cycle, tumor-suppressor genes as well as proto-oncogenes,
such as BRCA1/2 or CDKN2A, CDKN2B, etc. Nevertheless, the major-
ity of pancreatic cancer cases occur in individuals without a prior
family history (sporadic cases). Published risk factors include age,
sex, diabetes, obesity, history of chronic pancreatitis, diet rich in

∗ Corresponding author. Tel.: +420 267082711; fax: +420 267311236.
E-mail address: psoucek@szu.cz (P. Soucek).

fat, tobacco, and infection by Helicobacter pylori [4,5]. Metabolism
of environmentally important contaminants (both activation of
pre-carcinogens and detoxification of carcinogens) may present an
important susceptibility factor as well. Polymorphisms in genet-
ically variable xenobiotic-metabolizing enzymes may modify the
risk for carcinogenesis [6].

Glutathione S-transferases (GST, EC 2.5.1.18) GSTM1 (OMIM:
138350), GSTP1 (OMIM: 134660) and GSTT1 (OMIM: 600436) are
frequently studied in molecular epidemiology of cancer. Large
genomic deletions of GSTM1 and GSTT1 (null genotype) pro-
duce a complete lack of enzyme activities. GSTP1 polymorphism
(Ile105Val, rs1695) generates an enzyme with different heat sta-
bility and substrate affinity [7]. GSTP1 variants confer a possibly
protective effect against pancreatic cancer in older individuals
and a significant survival advantage in patients who received 5-
fluorouracil [8]. Results of Ferraz et al. suggested that GSTT1 and
GSTP1 could play a role in the occurrence of TP53 mutations in
colorectal cancer [9]. An interaction was reported between XRCC1
(OMIM: 194360; Arg399Gln, rs25487) and GSTT1/GSTM1-null/null
[10], and between GSTT1-null and cigarette smoking, which was
more prominent among women than among men with pancreatic
cancer [11].

In this study we evaluated whether GSTM1, GSTP1 and GSTT1
polymorphisms influence the risk for pancreatic cancer in a case-
control study conducted in the Czech Republic, in a central

1383-5718/$ – see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.mrgentox.2009.09.005
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European, predominantly Slavonic population. Special attention
was paid to the effect of gene combinations, age, sex, and smoking
status.

2. Patients and methods

2.1. Study population

The association between pancreatic cancer risk and genetic polymorphisms was
investigated in a case-control study. A total of 768 participants were recruited in the
period between September 2004 and February 2008. Cases were incident pancreatic
cancer patients from five oncology and surgery departments in Prague. Pancreatic
cancer diagnosis was periodically reconfirmed. Patients were eligible for the study
when they fulfilled at least one of the following criteria: (a) histologically or cyto-
logically confirmed pancreatic adenocarcinoma or (b) at least three of the clinical
signs of pancreatic cancer (ERCP, EUS with FNAB, mass on CT or MRI, weight loss,
anorexia/cachexia, obstructive jaundice). Among cases, there were 136 patients with
histological verification and 117 patients with clinically verified diagnosis. Thirty-
eight other patients (potential cases) were excluded from the study due to other
than pancreatic cancer diagnosis (15 individuals with pancreatitis and 23 individu-
als with other diagnoses). Seven further cases were excluded as variables needed for
the analysis (such as age) were not available to the investigators. Randomly selected
controls were healthy individuals from two independent groups: 179 healthy sub-
jects recruited by general practitioners in Prague during the same period as the case
recruitment, and 224 blood donors from two centers, in Prague and Pribram. Con-
trols had a similar sex and age distribution as cases. Personal data were collected
by face-to-face interview using a structured questionnaire (data such as short occu-
pational history, smoking habits, education, reproductive history and nutritional
information). In addition, clinical data were collected from medical records (date
of diagnosis, stage, grade and histology where available). Sixty-seven controls were
excluded because variables needed for the analysis were missing. At the end of study
period we had 253 cases and 403 controls included into the study, for whom blood
samples and filled questionnaires were available. Written informed consent to par-
ticipate in the study was obtained from all participants. The study was approved
by the Ethical Committee of the 1st Medical Faculty of Charles University, Prague,
Czech Republic.

2.2. Genotyping

Blood was collected during diagnostic procedures using tubes with K3EDTA
anticoagulant. DNA was isolated from lymphocytes using the phenol/chloroform
extraction method as described earlier [12]. The GSTP1-codon 105 polymorphism
was assayed by use of allelic discrimination with the TaqMan Drug Metabolism
Genotyping Assay (rs1695, kit no.: C 3237198 20, Applied Biosystems, Foster City,
CA) with real-time PCR in RotorGene 6000 (Corbett Research, Brisbane, Australia).
Determination was performed according to instructions provided by the manu-
facturer (Applied Biosystems). Deletion polymorphisms in GSTM1 and GSTT1 were
assessed by allele-specific multiplex PCR [13]. Quality control was performed
by reanalysis of 10% randomly selected samples. Results were fully concordant.
Oligonucleotide primers for GSTM1 and GSTT1 analyses were synthesized by Generi
Biotech (Hradec Kralove, Czech Republic). Genotyping could not be done on all sub-
jects: data on GSTM1 were available for 253 cases and 403 controls, on GSTP1 for 253

cases and 402 controls, and on GSTT1 for 244 cases and 347 controls. Unsuccessful
genotyping of GSTT1 was caused by inadequate quality or quantity of DNA (lack of
control PCR product).

2.3. Statistical analysis

Odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (CI) for examining the association
between genetic factors and cancer risk were estimated by logistic regression. Age,
sex, smoking status (current smoker, past smoker, never smoker) and education
(primary or less, vocational, secondary, higher) were used as potential confound-
ing factors or effect modifiers (interaction term used in the regression model) in
adjusted analysis. Potential gene–gene interactions were tested in a further step.
The likelihood-ratio test was used to test the significance of the main effects, poten-
tial effect modifications and gene–gene interactions. For each analysis (depending
on the genetic variable/s used) the maximal dataset was used, including all available
data were used. A two-sided p < 0.05 would be considered significant. All analyses
were conducted with Stata 10 software (Stata Corp, TX, USA).

3. Results

There were 253 cases and 403 controls aged 25 years and older
in the dataset (age range 25–87 years). The main characteristics
of the study population are presented in Table 1. There were no
significant differences in age and sex distribution between cases
and controls.

The GSTP1-codon 105 Val allele and the GSTT1-null geno-
type were associated with increased pancreatic cancer risk in
unadjusted analyses (results not shown). Because no statistically
significant heterogeneity was found, both control groups were
pooled together for further analysis. In Table 2 the results are given
for all subjects and for younger and older individuals separately.
While the interaction between genotypes and age was not signif-
icant (p-values 0.15, 0.61 and 0.99 for age interaction with GSTP1,
GSTT1 and GSTM1, respectively), the magnitude of the effect seems
to differ by age. In particular, the effect of the combination GSTT1-
GSTP1 seems to differ per age group, being stronger in subjects
younger than 50 years (however, the p-value for interaction with
age is 0.47). In addition, it seems possible that the effect of GSTT1-
GSTP1 among individuals younger than 50 years differs by sex:
the odds ratio (OR) for null-Ile/Val or null-Val/Val combination vs.
present-Ile/Ile combination is 2.35 in men and 7.36 in women, but
the numbers are small and neither the main effects nor the interac-
tion are statistically significant (results not shown). No statistically
significant interaction of the studied polymorphisms with smoking
was found (while the main effect of smoking was borderline signif-
icant with an OR between 1.4 and 1.7 depending on genotype used

Table 1
Descriptive characteristics of the study groups.

Characteristics Total Cases Controls P-value*

N (%) N (%) N (%)

Age <40 years 114 (17.4) 40 (15.9) 74 (18.3) <0.001
40–50 126 (19.2) 22 (8.7) 104 (25.7)
50–60 173 (26.4) 48 (19.1) 125 (30.9)
60–70 149 (22.7) 86 (34.1) 63 (15.6)
70–80 68 (10.4) 44 (17.5) 24 (5.9)
80+ 26 (4.0) 12 (4.8) 14 (3.5)

Sex Men 410 (61.6) 156 (61.9) 254 (62.9) 0.85
Women 246 (38.4) 96 (38.1) 150 (37.1)

Smoking status Never 244 (37.2) 83 (32.9) 161 (39.9) <0.001
Past smoker 193 (29.4) 71 (28.2) 122 (30.2)
Current smoker 171 (26.1) 57 (22.6) 114 (28.2)
Status unknown 48 (7.3) 41 (16.3) 7 (1.7)

Education Primary or less 111 (15.2) 63 (24.2) 48 (10.2) <0.001
Vocational 225 (30.8) 70 (26.9) 155 (33.0)
Secondary 260 (35.6) 69 (26.5) 191 (40.6)
Higher 112 (15.3) 42 (16.2) 70 (14.9)
Unknown 22 (3.0) 16 (6.2) 6 (1.3)

* Chi-square test for the association between exposure and outcome.
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Table 2
Glutathione S-transferases and age interaction in pancreatic cancer (only subjects with complete data).

Gene/genotype Cases, N (%) Controls, N (%) All subjects <50 years ≥50 years

OR (95%CI)a N OR (95%CI)a N OR (95%CI)a

GSTM1
Present 115 (45.5) 188 (46.7) 1.00 (reference) 114 1.00 (reference) 189 1.00 (reference)
Null 138 (54.6) 215 (53.4) 0.92 (0.64–1.31) 125 0.85 (0.39–1.89) 228 0.90 (0.59–1.36)

N total 253 403

GSTT1
Present 199 (81.6) 308 (88.8) 1.00 (reference) 181 1.00 (reference) 326 1.00 (reference)
Null 45 (18.4) 39 (11.2) 1.56 (0.93–2.61) 27 1.13 (0.33–3.93) 57 1.66 (0.91–3.04)

N totalb 244 347

GSTP1-codon 105
Ile/Ile 100 (39.5) 192 (47.8) 1.00 (reference) 116 1.00 (reference) 176 1.00 (reference)
Ile/Val or Val/Val 153 (60.5) 210 (52.2) 1.38 (0.96–1.97) 123 3.09 (1.25–7.63) 240 1.23 (0.81–1.87)

N totalb 253 402

GSTT1-GSTP1 interaction
Present-Ile/Ile 76 (31.3) 146 (42.1) 1.00 (reference) 89 1.00 (reference) 133 1.00 (reference)
Null-Ile/Ile 18 (7.4) 21 (6.0) 1.46 (0.97–2.18) 13 0.77 (0.10–5.67) 26 1.69 (0.69–4.13)
Present-Ile/Val or Val/Val 123 (50.6) 162 (46.7) 1.46 (0.69–3.12) 92 3.00 (1.15–7.82) 193 1.31 (0.81–2.09)
Null-Ile/Val or Val/Val 26 (10.7) 18 (5.2) 2.50 (1.20–5.20) 14 4.40 (0.79–24.7) 30 2.21 (0.95–5.15)

N totalb 243 347

a Adjusted for age, sex, smoking status and education.
b Missing genotypes due to inadequate quality or quantity of DNA.

in the analysis). When adjusted for education, the results remained
virtually unchanged.

4. Discussion

Pancreatic cancer has typically a poor prognosis and a very high
mortality. The etiology and molecular pathogenesis of this cancer
are still poorly understood. Besides alterations of high-penetrance
genes, interaction of environmental factors with low-penetrance
genes is suspected to contribute to the onset of pancreatic cancer.
We aimed to investigate the contribution of well-characterized and
functionally relevant polymorphisms in GSTM1, GSTP1 and GSTT1 to
susceptibility to pancreatic cancer. To this end, a case-control study
was conducted among a central-European population with one of
the highest incidences of this type of cancer in the western world.
Age and smoking, the published strong risk factors for pancreatic
cancer [14,15] were followed as possible interacting factors.

Although the GSTM1-null genotype is a suspected risk factor
in lung cancer [16], according to our results it is unlikely that it
influences the risk for pancreatic cancer. Our observation is in con-
cordance with previously published studies [8,10,17].

We observed that the GSTP1-codon 105 Val variant allele was
associated with elevated pancreatic cancer risk (3.09-fold) in indi-
viduals younger than 50 years of age. Our study supports the
previously proposed role of GSTP1 polymorphism in pancreatic
pathogenesis [8]. However, Jiao et al. suggested that individuals
aged 62 years or older who carried the GSTP1*C (codon 105 Val-
codon 114 Val)-containing genotype tended to have a reduced
risk compared with younger individuals who carried the non-
*C genotype (OR = 0.54, CI = 0.29–1.02, ref. [8]). Thus, there is a
clear discrepancy between both studies: we found an associa-
tion of GSTP1-codon 105 with pancreatic cancer risk in individuals
younger than 50 years, but Jiao et al. found association in individ-
uals aged 62 or older. Both observations may be result of small
sample sizes, effect of other genes and/or genotypes not analyzed
in these studies, or a different study design.

We found that the GSTT1-null genotype was associated with an
increased risk for pancreatic cancer (1.56-fold, non-significant) in

the adjusted analyses. This effect was evident in individuals aged
50 or older (1.66-fold, non-significant) but not in younger sub-
jects. The first study of this kind found no association of GSTT1-null
with pancreatic cancer [17]. However, Duell et al. suggested that
the combination of heavy smoking and a deletion polymorphism
in GSTT1 is associated with an increased risk for pancreatic can-
cer among Caucasians, with the association possibly being stronger
in women than in men [11]. In our study, smoking did not inter-
act with any of the genes studied, both in adjusted and stratified
analyses.

The combination of GSTT1 and GSTP1 had a multiplicative effect
on the risk for pancreatic cancer, the association being significant
when all subjects were analyzed together (OR, 2.5). There is no
statistical evidence for a departure from multiplicativity of the
association (p-value 0.76 for gene–gene interaction).

Our study has a limitation in the fact that although our time for
data collection was long, the sample size is still relatively small.
The power of the study for gene–gene interactions and strati-
fied analyses was low and it can be assumed that the probability
of chance findings in these analyses was quite high. It is essen-
tial to use multi-centric design in the future to collect data on
large numbers of cases for such analysis. Among other limitations,
the presumed genetic variability and phenotypic heterogeneity of
tumors in patient populations should be mentioned. A study of a
homogeneous (at least pathologically) population of patients is,
however, almost impossible due to the difficulties with recruit-
ment of pancreatic cancer cases with a rather short survival and
poor performance status. Additionally, in inoperable patients (the
majority in pancreatic cancer) the verification of diagnosis is com-
plicated by the lack of a pathological specimen. In our study, familial
cases based on family history were not distinguished from sporadic
cases. However, due to the fact that familial pancreatic cancer is
very rare, it is unlikely that the unknown hereditary genetic back-
ground of patients would have had a high impact on the study
findings.

To our knowledge we here present the first study that evaluates
the role of GST polymorphisms in pancreatic cancer in a Slavonic
population. Conflicting results in comparison with few published



Author's personal copy

D. Vrana et al. / Mutation Research 680 (2009) 78–81 81

data warrant further research and similar studies in related popu-
lations of Caucasian origin.
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A B S T R A C T

Checkpoint kinase 2 gene (CHEK2) alterations increase risk of several cancer types. We analyzed selected

CHEK2 alterations in 270 Czech pancreatic cancer patients and in 683 healthy controls. The pancreatic

cancer risk was higher in individuals who inherited rare alterations in CHEK2 region involving forkhead-

associated domain other than I157T (OR = 5.14; 95% CI = 0.94–28.23) but the observed association was

non-significant (p = 0.057). The most frequent I157T mutation did not alter the pancreatic cancer risk

and neither the followed deletion of 5395 bp nor c.1100delC were found in any of pancreatic cases. We

conclude that the I157T, other alterations in its proximity, del5395 and c.1100delC in CHEK2 do not

predispose to pancreatic cancer risk in the Czech population.
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1. Introduction

Pancreatic carcinoma (OMIM: 260350) is the fourth leading
cause of cancer-related deaths in the Czech Republic with a 5-year
survival rate less than 5% [1,2]. The majority of genetic changes,
identified in ductal pancreatic adenocarcinoma target the core
intracellular signaling pathways including apoptosis, cell cycle and
also DNA repair [3].

Checkpoint kinase 2 (CHEK2, CHK2, OMIM 604373) is a nuclear
phosphoprotein involved primarily in DNA repair signaling and
hence genome integrity maintenance, however, its activities also
contribute to cell cycle regulation, apoptosis and senescence [4].
Mutation analyses have been indicating that CHEK2 acts as a
multiorgan cancer susceptibility low or moderate penetrant gene
modifying the risk of sporadic and/or familial breast, colorectal,
prostate, ovarian, thyroid, kidney and lung cancers [5–8]. The role
of CHEK2 in sporadic pancreatic cancer development has not been
studied so far, however, it has been shown that the risk of
pancreatic cancer development is increased in several hereditary
cancer syndromes resulting from inherited mutations in genes
* Corresponding author. Tel.: +420 26708 2711, fax: +420 26731 1236.

E-mail address: psoucek@szu.cz (P. Soucek).
1 These authors contributed equally to this work.

1877-7821/$ – see front matter � 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/j.canep.2010.06.008
directly involved in DNA repair pathways (e.g. BRCA1, BRCA2) [9].
Our previous studies on the Czech population have shown
significant associations of alterations flanking to or localized
within the CHEK2 forkhead-associated (FHA) domain-coding
region (residues 112–175; containing the most prevalent CHEK2

mutation – I157T) with the increased risk of sporadic colorectal but
not breast cancer [10,11].

We aimed to assess the relevance of the previously identified
cancer risk-modifying CHEK2 alterations including alterations
encompassing the FHA domain-coding region, c.1100delC mutation,
and the large genomic deletion of 5395 bp (del5395) in exons 8 and 9
[12] for pancreatic cancer risk in the Czech population.

2. Patients and methods

2.1. Subjects

A total of 953 individuals of Czech Caucasian ancestry were
included into the study in the period between January 2003 and
February 2009. The cases included 270 incident pancreatic cancer
patients. The design, eligibility criteria, and characteristics of the
cases were described in detail previously [13].

Randomly selected controls represented 683 unrelated non-
cancer individuals from the same catchments area as the cases.
Characteristics and recruitment criteria of the control group

http://dx.doi.org/10.1016/j.canep.2010.06.008
mailto:psoucek@szu.cz
http://www.sciencedirect.com/science/journal/18777821
http://dx.doi.org/10.1016/j.canep.2010.06.008


Table 1
Identified alterations in sequence surrounding the CHEK2 FHA domain.

Cases, N (%) Controls, N (%) ORa 95% CIa pa

No alterationsb 259 (96.3) 664 (97.2) Reference (1.00)

c.470T>C (I157T) 6 (2.2) 17 (2.5) 0.89 0.35–2.29 0.815

c.538C>T (R180C) 0 1 (0.1) – – –

IVS1-5T>A 1 (0.4) 0 – – –

IVS2+24C>T 1 (0.4) 1 (0.1) – – –

IVS2+1G>A (fs154X) 1 (0.4) 0 – – –

IVS2-55C>T 1 (0.4) 0 – – –

Alterations excluding I157T 4 (1.5) 2 (0.3) 5.14 0.94–28.23 0.057

All alterations 10 (3.7) 19 (2.8) 1.35 0.62–2.94 0.451

a Common odds ratio (OR) estimate with 95% confidence interval (CI) and significance p by 2-sided Fisher’s Exact Test.
b Alterations were not determined in one case due to the absence of PCR product in the sample.
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including the results of mutation analysis of CHEK2 FHA domain,
del5395, and c.1100delC were previously described [11,12,14].

All participants gave their informed written consent to
participate in the study approved by the Ethical Committee of
the First Faculty of Medicine, Charles University in Prague and
Masaryk Memorial Cancer Institute, Brno, Czech Republic.

2.2. Mutation analyses

Genomic DNA was isolated from peripheral blood lymphocytes
by published protocols [13,14]. The analyses of CHEK2 alterations
in FHA domain-coding exons 2 and 3 (with adjacent intronic
sequences of introns 1 and 3 and whole sequence of intron 2) and
the c.1100delC mutation were based on denaturing high-perform-
ance liquid chromatography (DHPLC WAVE system 3500) and
sequencing of samples with aberrant chromatograms, whereas the
del5395 mutation was resolved by fragment analysis of long-range
PCR products on agarose gel electrophoresis as we described in
details recently [11,12,14].

2.3. Statistical analyses

Two-sided Fisher’s Exact Test was used for evaluation of
significance of results. Crude odds ratios (OR) were calculated from
2 � 2 tables by unconditional Mantel–Haenszel statistics using
Win SPSS v 15.0 program (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3. Results and discussion

We analyzed the impact of CHEK2 alterations to the development
of sporadic pancreatic cancer in 270 Czech patients. The c.470T>C
(p.I157T) mutation affecting the FHA-coding domain was the most
prevalent CHEK2 alteration in pancreatic cancer cases found in six
out of 269 analyzed cases (2.2%). However, this frequency was
similar to that noted in controls (2.5%) resulting in non-significant
association with the pancreatic cancer risk (p = 0.815; Table 1). The
occurrence of other alterations within the CHEK2 FHA domain-
coding sequence (IVS2+1G>A) or those localized in its proximity
(IVS1-5T>A, IVS2+24C>T, IVS2-55C>T, c.538C>T) was in our study
higher among cases (4/269; 1.5%) compared to controls (2/683;
0.3%) but the association with the pancreatic cancer risk was non-
significant (p = 0.057; Table 1). All four intronic alterations
characterized in this CHEK2 fragment were described previously
in breast and/or colorectal cancer cases from the Czech Republic
[10,11]. Except the mutation IVS2+1G>A demonstrably altering the
CHK2 protein structure (fs154X), the biological relevance of the
others remains unknown in vivo. Based on computer prediction, we
previously deduced that intronic variants IVS1-5T>A and
IVS2+24C>T may interfere with binding of splicing factors [11],
whereas IVS2-55C>T may affect the most probable branching site
[10]. The c.538C>T (R180C) found in one control individual occurs in
the less conservative coding sequence flanking to C-terminal
proportion of the FHA domain and it has been described previously
in several cancer patients representing rare, probably neutral
polymorphism [10]. Analyses of other CHEK2 hot-spot regions in
our set of pancreatic cancer patients revealed no carrier of either
CHEK2 c.1100delC mutation or the del5395 (described as Czech
founder mutation in breast cancer cases) [12]. The frequency of
c.1100delC in the Czech population is low (0.3%) and our results
indicate that this alteration unlikely contributes to the sporadic
pancreatic cancer development [14]. One heterozygote carrier of
del5395 was previously identified in the control group only (1/565;
0.2%) and thus the del5395 remains relevant exclusively for breast
cancer families [11,12]. However, the overall number of detected
variants in our study was relatively small, and some associations
may have been missed as a result of limited study power.

The role of CHEK2 alterations in sporadic pancreatic cancer has
not been studied so far. Bartsch et al. identified one 1100delC
mutation carrier among 35 German familial cancer patients and
suggested a possible contribution of this alteration to onset of
familial pancreatic cancer [15]. Miyasaka et al. indicated that DNA
damage checkpoint activation occurs at an early stage of
intraductal papillary mucinous neoplasms of pancreas (IPMNs)
and prevents their progression [16]. Disturbance of this pathway
due to CHK2 inactivation or TP53 mutation was suggested to
contribute to carcinogenesis of IPMNs.

Due to the limited sample size, the effect of familial etiology could
not have been discerned but it remains an interesting task for future
studies as the I157T was recently demonstrated to positively
associate (OR = 2.1; p = 0.0004) with mismatch repair-negative
hereditary non-polyposis colorectal cancer in Polish population [17].

In conclusion, our data suggest that in contrary to breast and
colorectal cancers, alterations in the CHEK2 FHA domain-coding
region, c.1100delC and del5395 do not significantly modify the risk
in sporadic pancreatic cancer.
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Abstract. Associations of functional single nucleotide poly-
morphisms in cytochrome P450 1B1, epoxide hydrolase 1,
NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1, glutathione S-trans-
ferase Pi-1 and deletions of glutathione S-transferases Mu-1
and ı-1 with colorectal cancer risk were investigated in a
hospital-based case-control study on 495 matched pairs of
Czech Caucasians. Polymorphisms were assessed by poly-
merase chain reaction restriction fragment length polymor-
phism-based methods, allele-specific multiplex and allelic
discrimination by real-time polymerase chain reaction.
Carriers of variant Ser allele in codon 453 of cytochrome
P450 1B1 (rs1800440) were at a significantly lower risk of
colorectal cancer compared to carriers of the wild-type allele
(adjusted odds ratio, aOR=0.68, CI=0.51-0.89, p=0.006). The
combination of polymorphisms in codons 453 and 432
(rs1056836) of cytochrome P450 1B1 further increased the
protective effect (aOR=0.53, CI=0.34-0.83, p=0.005). The
glutathione S-transferase Mu-1 deletion was associated with a
moderately elevated colorectal cancer risk (aOR=1.30,
CI=1.01-1.68, p=0.044). Combination of glutathione S-
transferase Mu-1 and ı-1 deletion was associated with a
significantly higher colorectal cancer risk compared to the
presence of both full-length genes (aOR=1.58, CI=1.01-2.47,
p=0.044). Genetic polymorphisms in glutathione S-

transferase Pi-1, NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1, epoxide
hydrolase 1 and deduced epoxid hydrolase 1 activity did not
modify the risk of colorectal cancer. These results provide
further evidence that interaction between metabolic gene
variants contributes to colorectal carcinogenesis.

Introduction

Worldwide, colorectal cancer (CRC) is the third most common
cancer with an estimated 1,023,256 newly diagnosed cases
and 529,020 deaths per year (1). In terms of CRC incidence,
the Czech Republic ranks second in Europe (2) and the
number of new cases is rapidly increasing (3). It is postulated
that 20-30% of all patients with CRC have a family history of
CRC that suggests a genetic contribution, common exposures
among family members, or a combination of both (4). Red
meat consumption has frequently shown an association with
an increased risk of CRC. It has been proposed that this risk
may be due to carcinogenic polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs) and heterocyclic amines produced when meat is
cooked at high temperatures (5). These chemicals, aromatic
amines and nitroso compounds may be found in tobacco
smoke which is also recognized as a potential CRC risk
factor (6). Metabolism of these chemicals is performed by
the genetically variable xenobiotic-metabolizing enzymes
(XME). Briefly, phase I XME such as cytochromes P450
(e.g. CYP1B1), epoxide hydroxylases (e.g. EPHX1) or
oxidoreductases (e.g. NQO1) produce reactive metabolites
which are then conjugated by transferases (e.g. GSTM1,
GSTP1, GSTT1) to polar compounds in phase II reactions.
Phase II metabolites may be further processed (metabolism,
cleavage, hydrolysis, acetylation, etc.) by phase III XME (7).
Genetic polymorphisms in XME genes that alter the expression
and activity of the protein products are thus strong candidates
for CRC risk modifiers.
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Cytochromes P450 (CYPs) are the most important
enzymes involved in the phase I of biotransformation. CYPs
catalyze a large number of reactions modifying dietary and
smoking-derived pre-carcinogens and participate in the meta-
bolism of endogenous compounds including hormones and
bile acids (8). CYP1B1 plays an important role in activating
PAHs or heterocyclic amines to reactive metabolites that cause
DNA damage. Polymorphisms in CYP1B1 have recently been
associated with CRC susceptibility (9). Epoxide hydrolase
(EPHX1) catalyzes the hydrolysis of major metabolites of
PAHs (epoxides) to less reactive trans-dihydrodiols. Two
common alleles of EPHX1 in codons 113 (site T337C, amino
acid change Tyr113His, dbSNP: rs1051740) and 139
(A415G, His139Arg, rs2234922) affect enzyme activity (10).
However, a lack of association of EPHX1 polymorphisms
with CRC risk has been reported (11,12). NAD(P)H:quinone
oxidoreductase (NQO1) is an obligate two-electron reductase
that can either bioactivate or detoxify quinones and may
play an important role in chemoprevention (13). An NQO1
polymorphism in codon 187 (C609T, Pro187Ser, rs1800566),
resulting in an inactive enzyme, has been associated with the
risk of CRC (12,14) and sporadic distal colorectal adenomas
(15). Glutathione S-transferases (GST), GSTM1, GSTP1 and
GSTT1 belong to the most frequently studied XMEs in mole-
cular epidemiology of cancer. Large genomic deletions (null
genotype) of GSTM1 and GSTT1 result in a complete lack
of enzyme activities. A GSTP1 polymorphism in codon 105
(A313G, Ile105Val, rs1695) generates an enzyme with
different heat stability and substrate affinity (16). A study by
Ferraz et al (17) suggested that GSTT1 and GSTP1 could
play a role in the occurrence of KRAS and TP53 mutations in
CRC and a report by Moore et al (18) showed associations
between colorectal adenomas and GSTM1-plus and GSTT1-
null among smokers. Recently, we have reported an asso-
ciation of combined EPHX1, GSTM1 and GSTT1 polymor-
phisms with genetic damage (higher DNA single-strand
breaks) in general Czech population (19).

This study evaluated associations between polymor-
phisms in CYP1B1, EPHX1, NQO1, GSTM1, GSTP1, GSTT1
and risk of CRC in a relatively homogeneous population with
one of the highest CRC incidences.

Materials and methods

Subjects. The study population comprised 495 patients
with CRC (cases) and 495 individuals with no evidence of
colorectal malignancy (controls). Eligibility criteria for study
participation of cases and controls included Czech origin,
ages 29 years or more, and consent to provide biological
samples for genetic analysis. To reduce selection bias, only
those subjects with no previous diagnosis were included in
the study to avoid inclusion of patients with chronic diseases
who may be repeatedly admitted to hospital and modify their
habits because of their disease. Recruitment of participants
was coordinated by Department of Oncology, General
Teaching Hospital in Prague in the period between September
2004 and February 2006. Cases with histologically-confirmed
positively-diagnosed CRC were recruited from patients visiting
nine oncology departments (two in Prague, one in Benesov,
Brno, Liberec, Ples, Pribram, Usti nad Labem and Zlin). The

participating hospitals are located throughout the Czech
Republic; therefore, it is reasonable to expect, that the cases
represent the general Czech population. During the study
period, a total of 968 CRC cases provided consent to parti-
cipate in the study. Of the recruited group, 16 cases met the
Amsterdam criteria I and II for hereditary CRC and were
excluded from the study (20). Four hundred and fifty-seven
cases were excluded because eligibility criteria were not met
or incomplete lifestyle and potential risk factor information
was available or biological material was lacking.

Controls were recruited over the same period as the cases
from individuals undergoing colonoscopy for various gastro-
intestinal complaints (macroscopic bleeding, positive fecal
occult blood test, hemorrhoids, abdominal pain of unknown
origin) from five large gastroenterological departments
(Prague, Brno, Jihlava, Liberec, and Pribram). Due to the high
incidence of CRC in the Czech Republic, colonoscopy is
highly recommended and widely practiced. Controls were
selected from those showing negative colonoscopy results
for malignancy or idiopathic bowel diseases. Controls had
no diagnosis of chronic disease necessitating repeated admit-
tance to hospital (21). One hundred and ninety-three controls
were excluded because eligibility criteria were not met or
incomplete lifestyle and potential risk factor information
was available or biological material was lacking. In the last
step, controls were matched on the basis of age (±2.5 years)
to cases and thus 495 case-control pairs were established
for this study. Study subjects provided by self-guided ques-
tionnaire information on their education, living area, lifestyle
habits, body mass index (BMI), diabetes, family/personal
history of cancer and long-term (at least 6 consecutive months)
drug use. The case-control set was not collected specifically
for the present study, but for previous studies on the risk of
genetic polymorphisms in different pathways, as recently
described (21).

All subjects were informed and gave written consent to
participate in the study. The design of the study was approved
by the Ethics Committee of the Institute of Experimental
Medicine, Prague, Czech Republic.

Genotyping. Blood was collected during diagnostic procedures
using tubes with K3EDTA anticoagulant. DNA was isolated
from lymphocytes using the phenol/chloroform extraction
method as described earlier (22). Polymorphisms in CYP1B1
(Leu432Val, dbSNP: rs1056836 and Asn453Ser, rs1800440),
GSTM1 (gene deletion) and GSTT1 (gene deletion) were
assayed by published methods: polymerase chain reaction
(PCR) restriction fragment length polymorphism and allele-
specific multiplex PCR (23). Oligonucleotide primers were
synthesized by Generi Biotech (Hradec Kralove, Czech
Republic). Polymorphisms in GSTP1 (Ile105Val, rs1695),
NQO1 (Pro187Ser, rs1800566) and EPHX1 (His113Tyr,
rs1051740 and Arg139His, rs2234922) were assayed
by allelic discrimination with TaqMan Drug Metabolism
Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA)
using real time PCR in RotorGene 6000 (Corbett Research,
Brisbane, Australia). The TaqMan assays (GSTP1, Ile105Val,
C-3237198_20; NQO1, Pro187Ser, C-2091255_30; EPHX1,
His113Tyr, C-14938_30 and Arg139His, C-11638783_30)
were performed according to manufacturer's instructions
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(Applied Biosystems). EPHX1 enzyme activity was inferred
according to the results of His113Tyr and Arg139His geno-
typing (22). For quality control, 10% of the samples were
randomly selected and re-genotyped with 100% concordance
of the results.

Statistical analysis. In the first round of analyses, Hardy-
Weinberg equilibrium was assessed for the control group.
The distribution of genotypes did not significantly deviate
from equilibrium. The differences in distribution of the geno-
types between cases and controls were assessed from 2x2
tables and Pearson's ¯2 test was used to test significance. We
further employed binary logistic regression to model the
association between the risk of CRC and the studied geno-
types and their combinations while adjusting for the effects
of the age at recruitment, sex, BMI, smoking, alcohol con-
sumption, living area and education. The two-sided p<0.05
was considered statistically significant. Analyses were per-
formed using Win SPSS v13.0 (SPSS, Chicago, IL). Our study
had 85% power to detect odds ratio (OR) 1.5 at ·=0.05 for the
0.15 rare allele frequency of CYP1B1 codon 453 (the lowest
frequency from the analyzed polymorphisms). The rest of the
studied polymorphisms had higher power to detect this OR.

Results

Characteristics of study population. This case-control study
is based on a comparison of 495 CRC cases and 495 controls.
Basic characteristics and crude comparison of the cases and
controls with respect to the potential confounders are given
in Table I. The cases and controls differ significantly in their
smoking status, education and living area. Despite the effort
to match the controls and cases for age, the controls tend to
be slightly younger than the cases (mean difference 1.7 years,
p=0.036). A biological significance of this age difference is
unlikely; nevertheless, when evaluating the effects of studied
genotypes and their combinations on the CRC risk, we
accounted for age and for effects of the other potential risk
factors by means of the binary logistic regression.

Associations of polymorphisms and selected gene com-
binations with colorectal cancer risk. The summary of crude
and adjusted odds ratios (cOR and aOR), 95% confidence
intervals (CI) and corresponding p-values is given in Tables II
and III. Carriers of the variant Ser allele in codon 453 of
CYP1B1 were at significantly lower risk of CRC than the
carriers of the wild-type (cOR=0.74, 95% CI=0.56-0.96,
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Table I. Characteristics of the studied population.
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––

Cases Controls cORa 95% CIa P-value
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Gender

Female 206 (41.6) 230 (46.5) 1.00 (reference)

Male 289 (58.4) 265 (53.5) 1.22 0.95-1.57 0.125a

Age at recruitment (years)

Mean ± SD 57.2±11.5 55.5±13.8 1.01b 1.00-1.02 0.036c

Range 23-89 25-91

BMI

Mean ± SD 26.6±4.3 26.7±4.5 1.00 0.96-1.03 0.821c

Range 13.1-44.9 16.6-44.3

Smoking status

Never smokers 243 (49.1) 195 (39.4) 1.00 (reference)

Smokers 74 (14.9) 76 (15.4) 0.78 0.54-1.13 0.193a

Ex-smokers >5 years 99 (20.0) 76 (15.4) 1.05 0.73-1.49 0.806a

Ex-smokers ≤5 years 47 (9.5) 17 (3.4) 2.22 1.24-3.99 0.008a

Missing 32 (6.5) 131 (26.4) 0.20 0.13-0.30 <0.001a

Education

Basic 112 (22.6) 89 (18.0) 1.00 (reference)

High school 174 (35.2) 200 (40.4) 0.69 0.49-0.98 0.036a

University 41 (8.3) 72 (14.5) 0.45 0.28-0.73 0.001a

Missing 168 (33.9) 134 (27.1) 1.00 0.70-1.43 0.984a

Living area

Countryside 98 (19.8) 79 (16.0) 1.00 (reference)

Suburban 50 (10.1) 78 (15.8) 0.52 0.33-0.82 0.005a

Urban 207 (41.8) 212 (42.8) 0.79 0.55-1.12 0.184a

Missing 140 (28.3) 126 (25.4) 0.90 0.61-1.31 0.572a

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Percentages in brackets. aPearson ¯2 test; cOR, crude odds ratio; 95% CI, 95% confidence interval; bincrease of risk per one unit change in age at recruitment;
cANOVA test.
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
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Table II. Associations of polymorphisms in CYP1B1, EPHX1, NQO1, GSTM1, GSTT1 and GSTP1 with colorectal cancer risk.
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Gene Genotype Cases Controls cORa 95% CIa P-valuea aORb 95% CIb P-valueb

––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
CYP1B1 Leu/Leu 174 (35.2) 155 (31.3) 1.00 (reference) 1.00 (reference)

codon 432 Leu/Val 237 (47.9) 262 (52.9) 0.81 0.6 -1.07 0.129 0.84 0.63-1.11 0.222

Val/Val 84 (17.0) 78 (15.8) 0.96 0.66-1.40 0.829 1.04 0.70-1.52 0.862

Leu/Val+Val/ 321 340 0.84 0.65-1.10 0.200 0.88 0.67-1.16 0.360

Val

qValc 0.41 0.42

CYP1B1 Asn/Asn 353 (71.3) 320 (64.6) 1.00 (reference) 1.00 (reference)

codon 453 Asn/Ser 134 (27.1) 163 (32.9) 0.75 0.57-0.98 0.035 0.69 0.52-0.91 0.010

Ser/Ser 8 (1.6) 12 (2.4) 0.60 0.24-1.50 0.277 0.52 0.21-1.29 0.157

Asn/Ser+Ser/ 142 175 0.74 0.56-0.96 0.025 0.68 0.51-0.89 0.006

Ser

qSerc 0.15 0.19

CYP1B1 Leu/Leu+Asn/ 103 77 1.00 (reference) 1.00 (reference)

diplotype Asn

Val+Serd 71 97 0.55 0.36-0.84 0.005 0.53 0.34-0.83 0.005

NQO1 Pro/Pro 346 (69.9) 344 (69.5) 1.00 (reference) 1.00 (reference)

codon 187 Pro/Ser 134 (27.1) 138 (27.9) 0.97 0.73-1.28 0.806 1.00 0.75-1.33 0.997

Ser/Ser 15 (3.0) 13 (2.6) 1.15 0.54-2.45 0.722 1.32 0.61-2.85 0.481

Pro/Ser+Ser/ 149 151 0.98 0.75-1.29 0.890 1.03 0.78-1.35 0.853

Ser

qSerc 0.17 0.17

GSTM1 plus 228 (46.1) 254 (51.3) 1.00 (reference) 1.00 (reference)

(deletion) null 267 (53.9) 241 (48.7) 1.23 0.96-1.58 0.098 1.30 1.01-1.68 0.044

GSTT1 plus 392 (79.2) 395 (79.8) 1.00 (reference) 1.00 (reference)

(deletion) null 103 (20.8) 100 (20.2) 1.04 0.76-1.41 0.813 1.07 0.78-1.47 0.664

GSTP1 Ile/Ile 223 (45.1) 224 (45.3) 1.00 (reference) 1.00 (reference)

codon 105 Ile/Val 229 (46.3) 226 (45.7) 1.02 0.78-1.32 0.895 1.01 0.77-1.32 0.944

Val/Val 43 (8.7) 45 (9.1) 0.96 0.61-1.52 0.861 1.01 0.63-1.61 0.969

Ile/Val+Val/ 272 271 1.01 0.79-1.30 0.949 1.01 0.78-1.30 0.942

Val

qValc 0.32 0.32

EPHX1 Tyr/Tyr 221 (44.6) 231 (46.7) 1.00 (reference) 1.00 (reference)

codon 113 Tyr/His 224 (45.3) 212 (42.8) 1.10 0.85-1.44 0.460 1.09 0.83-1.43 0.534

His/His 50 (10.1) 52 (10.5) 1.01 0.65-1.55 0.982 0.96 0.62-1.49 0.869

Tyr/His+His/ 274 264 1.09 0.85-1.39 0.523 1.06 0.82-1.37 0.635

His

qHisc 0.33 0.32

EPHX1 His/His 297 (60.0) 290 (58.6) 1.00 (reference) 1.00 (reference)

codon 139 His/Arg 173 (34.9) 183 (37.0) 0.92 0.71-1.20 0.551 0.89 0.68-1.17 0.411

Arg/Arg 25 (5.1) 22 (4.4) 1.11 0.61-2.01 0.732 1.06 0.58-1.96 0.845

His/Arg+Arg/ 198 205 0.94 0.73-1.22 0.651 0.91 0.70-1.18 0.482

Arg

qArgc 0.23 0.23
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Number of genotype carriers presented (percentages in brackets). aCrude odds ratios (cOR) and 95% confidence intervals (95% CI); bodds ratios (aOR) and 95%
confidence intervals (95% CI) adjusted for age at diagnosis, gender, smoking, education and living area; cfrequency of variant allele carriage in studied subgroups;
dcarriers of at least one variant allele in codons 432 and 453.
––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
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p=0.025, Table II). The protective effect was more apparent,
when the carriers of the wild-type genotype in both codons
432 and 453 of CYP1B1 were combined and compared to
carriers of the variant alleles in these codons (cOR=0.55, 95%
CI=0.36-0.84, p=0.005, Table II). The adjusted analyses of
the polymorphism in codon 453 of CYP1B1 and the codon
432-453 diplotype also showed significant associations with
CRC risk (aOR=0.68, 95% CI=0.51-0.89, p=0.006 and
aOR=0.53, 95% CI=0.34-0.83, p=0.005, respectively, Table II).
The deletion of GSTM1 was associated with a moderate
increase in the CRC risk (cOR=1.23, 95% CI=0.96-1.58,
p=0.098, Table II). This association reached the level of
statistical significance after adjustment (aOR=1.30, 95%
CI=1.01-1.68, p=0.044, Table II). Neither genetic polymor-
phisms in EPHX1, NQO1, GSTP1 and GSTT1 nor the inferred
EPHX1 activity modified CRC risk (results not shown). In
agreement with our previous studies (19,22), the effect of
functionally-relevant combinations of polymorphisms in
GSTs and EPHX1 was also analyzed. Of the analyzed
combinations (GSTM1-GSTT1, GSTM1-GSTP1, GSTT1-
GSTP1, GSTM1-EPHX1-activity, GSTT1-EPHX1-activity, and
GSTP1-EPHX1-activity), none were significantly associated
with the CRC risk in crude analyses (Table III). However,
adjusted analyses showed a significantly higher risk in
individuals carrying the combination of GSTM1-null and
GSTT1-null genotype when compared to GSTM1-plus and
GSTT1-plus carriers (aOR=1.58, 95% CI=1.01-2.47,
p=0.044, Table III). Smoking did not modify the observed
effects of any studied polymorphisms (results not shown).

Discussion

The Czech Republic has one of the highest CRC incidences
worldwide. Possible factors contributing to the high CRC

incidence in the Czech Republic may involve dietary habits,
e.g. high content of fat containing diet based on fried and
roasted pork meat (24), relatively homogeneous genetic back-
ground (25), and a good capture of CRC cases due to well
established cancer registry.

The major purpose for defining genetic markers asso-
ciated with cancer disease is to target preventive screening
programs to high-risk individuals (FOBT, colonoscopy or
flexible sigmoidoscopy in CRC) and interventions to prevent
the development of cancer (dietary changes, cessation of
smoking, avoidance of obesity). The study of association of
XME polymorphisms with cancer needs to be controlled very
carefully in terms of exposure, age and gender of participants
(23,26). This was our primary focus during the statistical
analyses. Most of the variables (age, gender, BMI and
smoking) included in our statistical analyses as potential
confounders are so-called obligatory confounders in the field
of cancer epidemiology (27-29). Education was included as a
surrogate measure for socio-economic status of study parti-
cipants, which is also considered to be potentially important
confounder. The living area (urban vs. rural) was selected
as a surrogate measure of some features of lifestyle and
environmental exposures. In the Czech Republic, both living
area and education are commonly used for this purpose (30).
We have used the colonoscopy-negative control group to
ensure disease-free control individuals, as a negative colono-
scopy result serves as the best available proof of the absence
of CRC (31).

Variant allele frequencies of the studied XME polymor-
phisms in the control group did not significantly differ from
previously published data from the Czech population (22,23).
Polymorphisms in EPHX1 (neither single polymorphisms nor
their combinations which serve for enzyme activity deduction),
GSTP1 and NQO1 did not modify CRC risk. The results
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Table III. Associations of combinations of polymorphisms in EPHX1, GSTM1, GSTT1 and GSTP1 with colorectal cancer risk.
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Genotypes Cases Controls cORa 95% CIa P-valuea aORb 95% CIb P-valueb

–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
GSTM1-plus+GSTT1-plus 186 200 1.00 (reference) 1.00 (reference)

GSTM1-null+GSTT1-null 61 46 1.43 0.93-2.20 0.107 1.58 1.01-2.47 0.044

GSTM1-plus+GSTP1-Ile/Ile 148 116 1.00 (reference) 1.00 (reference)

GSTM1-null+GSTP1-Valc 104 133 1.24 0.87-1.77 0.231 1.26 0.87-1.80 0.220

GSTT1-plus+GSTP1-Ile/Ile 174 178 1.00 (reference) 1.00 (reference)

GSTT1-null+GSTP1-Valc 54 54 1.02 0.67-1.57 0.918 1.09 0.70-1.71 0.694

GSTM1-plus+EPHX1-medium/high 147 168 1.00 (reference) 1.00 (reference)

GSTM1-null+EPHX1-low 96 84 1.31 0.91-1.89 0.154 1.36 0.93-1.97 0.111

GSTT1-plus+EPHX1-medium/high 260 263 1.00 (reference) 1.00 (reference)

GSTT1-null+EPHX1-low 38 45 1.20 1.75-1.91 0.446 1.27 0.79-2.05 0.330

GSTP1-Ile/Ile+EPHX1-medium/high 142 146 1.00 (reference) 1.00 (reference)

GSTP1-Valc+EPHX1-low 96 92 1.07 0.74-1.55 0.708 1.07 0.73-1.56 0.727
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
Number of genotype carriers presented. aCrude odds ratios (cOR) and 95% confidence intervals (95% CI); bodds ratios (aOR) and 95% confidence intervals
(95% CI) adjusted for age at diagnosis, gender, smoking, education and living area; ccarriers of at least one variant allele, i.e. genotypes Ile/Val or Val/Val
in GSTP1.
–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––
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obtained in this study correspond to some previous studies
[EPHX1, negative results (11,12,15)] but do not confirm
findings published by others [EPHX1 as a CRC protective
factor; (32) and NQO1 as a CRC risk factor (12,14,33)]. It is
generally true that population-specific genetics and/or lifestyle
differences together with variations in study design, study
power and methodology may cause discrepancies among
case-control studies. It is essential to reproduce results on
adequate samples sizes from ethnically well-defined popu-
lations.

In our study, GSTM1-null genotype increased the CRC
risk 1.3-fold alone and 1.6-fold in combination with the
inheritance of GSTT1-null genotype. Similarly to our study,
GSTM1-null and GSTT1-null genotypes were identified as
CRC risk factors (OR=1.62, CI=1.06-2.46 and OR=1.64,
OR=1.10-2.59, respectively) in the Turkish population (34).
The combination of polymorphism in GSTP1 with GSTM1-
null was associated with higher CRC risk in a Japanese study
(35). Elevation in CRC risk by inheritance of the GSTM1-
null allele (OR=1.41) was also observed amongst UK CRC
patients, although this effect did not reach statistical signi-
ficance (36). However, no association of GSTM1 or GSTT1
with CRC risk was observed in the Scottish population (37).
The combination of GSTM1 and GSTT1 deletions was asso-
ciated with higher risk of developing a transverse or rectal
tumor (34). Functional study on 208 German individuals, who
underwent colonoscopy, observed significant decrease in GST
activity, GSH levels and GSTP1 expression from proximal to
distant colon (38). Moreover, GSTP1 seems highly relevant
for CRC therapy as the GSTP1 polymorphism in codon 105
was associated in a dose-dependent fashion with increased
survival of patients with advanced CRC receiving 5-FU/
oxaliplatin chemotherapy (39). Thus, in addition to the
relevance for predictive testing, there may be a role of variants
in XME genes as predictive therapeutic markers.

A study of Huang et al (40) on African Americans
and American Caucasians found that GSTT1 and GSTM1
polymorphisms may be slightly related to the CRC risk and
that there may be ethnic differences in gene-smoking inter-
actions. However, our study in the Czech population did not
find any modifying effect of smoking. According to the study
of Skjelbred et al (41), GSTM1, GSTP1 and EPHX1 may
modify the effect of dietary factors on the risk of developing
CRC and colorectal adenoma. Moore et al (18) published the
association between advanced villous colorectal adenomas
(precursors of CRC) and GSTM1-plus and GSTT1-null in
smokers. A recent meta-analysis supports the role of GSTM1-
null as a potential CRC risk factor, especially in Caucasian
populations (42). Published results along with our data
suggest that colorectal carcinogenesis may be partly driven
by interaction between XME and environmental factors.
The exact nature of these interactions needs to be studied in
detail. Moreover, various populations and subpopulations
might have a higher CRC risk and the underlying mechanisms
may differ.

Carriers of the variant allele in codon 453 of CYP1B1
(rs1800440) indicated a lower CRC risk. Analysis of the
CYP1B1 diplotype further underlined this effect. Our study
adds additional information to recently reported observations.
CYP1B1 was found to be a CRC risk associated gene by

Bethke et al (43). Fan et al (44) suggested a significant
interaction between CYP1B1 and cigarette smoking in a
CRC case-only study in the Chinese population. Further-
more, the association between CRC risk and polymorphisms
in CYP1B1 (and also CYP1A1 and CYP1A2) was observed
in the case-control study of Landi et al (45). Although we
identified the rs1800440 polymorphism in CYP1B1 as a
potential CRC risk-associated allele, the two previously
published studies did not associate this SNP with CRC risk
(43,45). Conflicting results of these case-control studies
may be due to unknown interactions with environmental or
other genetic factors and may vary according to the choice
of polymorphisms to be genotyped. Bandiera et al (46)
demonstrated that P450 1B1-Ser453 protein displays lower
intracellular protein levels and is degraded more rapidly
than the other P450 1B1 variants. They concluded that it is
probable that individuals with the CYP1B1-Ser453 allele
have reduced metabolic activation of some endogenous (e.g.
estrogens) and exogenous (e.g. PAHs or heterocyclic amines)
carcinogens. Indeed, carriers of the variant CYP1B1 Ser/Ser
genotype in codon 453 showed a significantly reduced
incidence of endometrial cancer compared with homozygotes
who carried Asn at this position (OR=0.62; 95% CI=0.43-0.91)
(47).

In conclusion, our study identified polymorphisms in
CYP1B1, GSTM1 and GSTT1 as modifiers of CRC risk in the
Czech population. If verified by independent studies, these
polymorphisms might be used for identification of high-risk
individuals. Preventive screening programs and interventions
to prevent the development of CRC could then be targeted to
these individuals.
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The question of susceptibility to squamous cell carcinoma of head and neck (SCCHN) in the environmental context was
addressed by analysis of functional polymorphisms in enzymes metabolizing smoke constituents and/or alcohol (CYP2A13, 
CYP1B1, EPHX1, NQO1, GSTM1, GSTP1, GSTT1, ADH1B and ADH1C). Case-control study of 122 age- and sex-matched 
pairs of subjects was performed using so far unexplored Central European Slavic population with high level of tobacco and 
alcohol abuse. 

Age-, gender-, smoking- and alcohol-adjusted logistic regression failed to demonstrate any significant association of
the analyzed polymorphisms with the SCCHN risk. When interactions between potential modifiers of effect, i.e. smoking
and alcohol were tested, drinkers seemed to be at lower risk than nondrinkers when carrying the heterozygous genotype 
Ile/Val in codon 432 of CYP1B1 (OR=0.42; 95% CI=0.21-0.83; p=0.013 vs. OR=1.02; 95% CI=0.34-2.94; p=0.977). Similarly, 
drinkers were at lower risk than nondrinkers when carrying the heterozygous genotype Pro/Ser in codon 187 of NQO1 
(OR=0.41; 95% CI=0.19-0.88; p=0.022 vs. OR=0.96; 95% CI=0.29-3.12; p=0.948). More interestingly, drinkers carrying the 
rare homozygous genotype Val/Val in codon 350 of ADH1C were at significantly higher risk than nondrinkers carrying this
genotype (OR=4.01; 95% CI=1.61-10.01; p=0.003 vs. OR=0.93; 95% CI=0.25-3.57; p=0.919). This result confirmed findings
of previously published studies. Smoking did not significantly modify the effect of genotypes.

Our data thus demonstrate that genetic susceptibility to SCCHN shall be further followed on populations with different
genetic background and lifestyle. 

Keywords: oral cancer; exposure; metabolism; polymorphism; risk

its main metabolite acetaldehyde is a known mutagen and 
carcinogen, but discrimination between the role of ethanol and 
tobacco smoke is usually difficult due to synergic effects [7].

Sporadic carcinogenesis is a complex, multistage process, 
putatively modulated by genetic polymorphisms (SNPs) in 
a number of genes. SNPs in the coding and regulatory sequenc-
es of genes encoding xenobiotic-metabolizing (XME), DNA 
repair and cell cycle enzymes may result in subtle structural 
alterations with an effect on the protein function [8]. Thus,
sporadic cancer may develop in individuals with combinations 
of relatively common allelic variants with low penetrance and 
moderately altered functions, but with significantly increased
susceptibility to disease in connection with various environ-
mental exposures and lifestyle factors [9, 10]. 

Squamous cell carcinoma of the head and neck (SCCHN, 
OMIM no.: 275355) represents a serious health problem. 
In 2002, SCCHN was ranked as the eighth leading cause of 
cancer death worldwide. Approximately 481,100 new cases 
developed, and 320,000 persons died of this disease [1]. 
Although the SCCHN etiology remains unknown, the ma-
jority of cases can be attributed to tobacco and alcohol use 
[2]. Certain subsets of SCCHN have been related to Human 
Papillomavirus [3]. 

It has been estimated that main-stream tobacco smoke con-
tains over 60 pro-carcinogens or carcinogens [4]. Additionally, 
a number of studies have suggested that ethanol along with 
elements of cigarette smoke may act as co-carcinogen and 
enhance tumor formation [5, 6]. Regarding the ethanol itself, 
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In order to address the question of susceptibility to SCCHN 
in the environmental context, we have analyzed functional 
polymorphisms in XME metabolizing smoke constituents 
and/or alcohol (CYP2A13, CYP1B1, EPHX1, NQO1, GSTM1, 
GSTP1, GSTT1, ADH1B and ADH1C). Case-control study 
was performed using Central European Slavic population 
with high level of tobacco and alcohol abuse. Our study thus 
reflected conclusion of the recent review: “Cohort studies that
simultaneously consider multiple genetic and environmental 
factors possibly involved in carcinogenesis of the head and 
neck are needed to ascertain not only the relative contribution 
of these factors to tumor development but also the contribu-
tions of their putative interactions” [11].

Patients and methods

Subjects. Studied cases included 122 Czech and Polish 
patients of Slavic Caucasian origin with histologically diag-
nosed squamous cell carcinoma of the upper-aerodigestive 
tract (i.e. pharynx, hypopharynx and larynx) and the oral 
cavity (SCCHN). Both the Czech (n=39) and Polish (n=83) 
cases were sampled in the period between September 2004 
and February 2007 by Otorhinolaryngology and Oncology 
departments in Prague and Lodz. Clinical-pathological data 
on patients were collected from their medical records (date of 
diagnosis, localization of tumor, TNM stage according to UICC 
and histological type of cancer). Information concerning sex, 
age and tobacco and alcohol abuse was obtained from inter-
views or clinical records at the time of diagnosis. Randomly 
selected controls were 179 cancer-free subjects recruited dur-
ing the 3 month period after the cases recruitment by general
practitioners in Prague. Controls were included into the study 
under the condition that the difference in their age was not
larger than 5 years from cases recruited in the same period. Ba-
sic epidemiological data on all participants were collected from 
face-to-face questionnaire survey (personal and family history, 
short occupational history, smoking and drinking history, his-
tory of physical activity, reproductive history and nutritional 
information). At the end of the recruitment period controls 
were age- and sex-matched to the cases and thus 122 controls 
were included into the genotyping stage. Blood samples of 
122 cases and 122 controls were available in sufficient quality
for genotyping. All participants were informed and gave their 
written consent to participate in the study. The design of the
study was approved by the Ethical Committees of the 1st and 
3rd Faculty of Medicine, Charles University in Prague, Czech 
Republic and Bioethical Committee of the Nofer Institute of 
Occupational Medicine in Lodz, Poland.

DNA isolation and genotyping. Blood was collected during 
diagnostic procedures using tubes with K3EDTA anticoagulant. 
Genomic DNA was extracted from peripheral lymphocytes 
using a BioSprint 15 DNA Blood Kit (Qiagen, Valencia, CA) 
by KingFisher mL automated system (Thermo Electron Cor-
poration, Vantaa, Finland) according to the procedure supplied 
by the manufacturer. Polymorphisms in CYP1B1 (Leu432Val, 

dbSNP: rs1056836 and Asn453Ser, rs1800440), GSTM1 (gene 
deletion) and GSTT1 (gene deletion) were assayed by published 
polymerase chain reaction (PCR) restriction fragment length 
polymorphism-based methods and allele-specific multiplex
PCR [12]. Oligonucleotide primers were synthesized by Generi 
Biotech (Hradec Kralove, Czech Republic). Polymorphisms in 
GSTP1 (Ile105Val, rs1695), NQO1 (Pro187Ser, rs1800566), 
EPHX1 (His113Tyr, rs1051740 and Arg139His, rs2234922), 
CYP2A13 (Arg101STOP, rs72552266), ADH1B (Arg48His, 
rs1229984), and ADH1C (Ile350Val, rs698) were assayed 
by allelic discrimination with TaqMan Drug Metabolism 
Genotyping Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA) 
using real time PCR in RotorGene 6000 (Corbett Research, 
Brisbane, Australia). The TaqMan assays (GSTP1, Ile105Val, 
C__3237198_20; NQO1, Pro187Ser, C__2091255_30; EPHX1, 
His113Tyr, C___14938_30, Arg139His, C__11638783_30; 
CYP2A13, Arg101STOP, C_30634006_10; ADH1B, Arg48His, 
C_2688467_20 and ADH1C, Ile350Val, C_26457410_10,) 
were used according to instructions of manufacturer (Applied 
Biosystems). EPHX1 enzyme activity was deduced according 
to the results of His113Tyr and Arg139His genotyping [13]. 
The non-template control consisted of a reaction tube in which
water was used in place of DNA sample. 10% of randomly 
selected samples were reanalyzed with 100% concordance of 
the results.

Statistical analysis. In the first round of analyses, Hardy-
Weinberg equilibrium was assessed for the case and control 
group. Then the Pearson´s χ2 was used to test differences in
genotype and allele distribution between case and controls and 
unadjusted risk was estimated. Binary logistic regression was 
performed to estimate odds ratios (OR), 95% confidence inter-
val for OR and corresponding p-values of different genotype
frequencies among the case and control group, adjusting for 
the age at recruitment, sex, smoking and alcohol consumption. 
Furthermore, we tested for modifying effect of smoking and
alcohol, on the associations of interest. The p<0.05 would be
considered significant. Analyses were performed using Win
SPSS v15.0 (SPSS, Chicago, IL).

Results

Characteristics of the studied population. Complete charac-
teristics of the studied population are presented in Table 1. The
gender distribution, age at diagnosis and alcohol consumption 
did not significantly differ between both groups. Analyses
confirmed smoking as SCCHN risk predictor (OR = 15.49;
p<0.001; Table 1). 

Polymorphisms and SCCHN risk. Unadjusted analyses 
showed that carriers of the heterozygous genotype in codon 
432 of CYP1B1 (Ile/Val) were at significantly decreased risk
of SCCHN in comparison with the common homozygous 
genotype (Ile/Ile) carriers (OR=0.54; 95% CI=0.31–0.96; 
p=0.035). However, inheritance of the rare homozygous Val/
Val genotype did not significantly affect the risk (OR=1.27;
95% CI=0.57–2.78; p=0.565) and the risk was not modified by
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the second followed polymorphism in codon 453 of CYP1B1 
(results not shown). Rare homozygotes for polymorphism in 
codon 350 of ADH1C (Val/Val) were at significantly higher
SCCHN risk than carriers of the common homozygous 
genotype Ile/Ile (OR=2.70; 95% CI=1.28–5.56; p=0.009). 
Neither polymorphisms in EPHX1, GSTM1, GSTP1, GSTT1, 
NQO1, CYP2A13, ADH1B nor the deduced EPHX1 activ-
ity showed significant association with the SCCHN risk in
the unadjusted analyses (results not shown). Age-, gender-, 
smoking- and alcohol-adjusted logistic regression failed 
to demonstrate any significant association of the analyzed
polymorphisms with the SCCHN risk (Table 2). The effect
of heterozygous genotype in codon 432 of CYP1B1 was at 
the border of significance (p=0.055, Table 2) and the effect
of rare homozygous genotype of ADH1C was not signifi-
cant (p=0.237). Combination of EPHX1-low activity with 
GSTM1-null genotype did not significantly affect the SCCHN
risk (OR=0.73; 95% CI=0.34-1.59; p=0.426). When interac-
tions between potential modifiers of effect, i.e. the followed
exposure factors (smoking and alcohol) and the studied 
genotypes were tested, drinkers seemed to be at lower risk 
than nondrinkers when carrying the heterozygous genotype 
Ile/Val in codon 432 of CYP1B1 (OR=0.42; 95% CI=0.21-
0.83; p=0.013 vs. OR=1.02; 95% CI=0.34-2.94; p=0.977). 
Similarly, drinkers were at lower risk than nondrinkers when 
carrying the heterozygous genotype Pro/Ser in codon 187 of 
NQO1 (OR=0.41; 95% CI=0.19-0.88; p=0.022 vs. OR=0.96; 
95% CI=0.29-3.12; p=0.948). More interestingly, drinkers 
carrying the rare homozygous genotype Val/Val in codon 350 
of ADH1C were at significantly higher risk than nondrink-
ers carrying this genotype (OR=4.01; 95% CI=1.61-10.01; 
p=0.003 vs. OR=0.93; 95% CI=0.25-3.57; p=0.919). Other 
interactions with alcohol were not significant (results not

shown). Smoking did not significantly modify the effect of
genotypes as well (results not shown). 

Discussion

It is assumed that genetic variation in carcinogen me-
tabolism modifies the risk of exposure-related cancer [14].
Tobacco carcinogens such as 4-(methylnitrosamino)-1-(3-
pyridyl)-1-butanone (NNK) are metabolized in the human 
body by cytochromes P450 (P450, EC 1.14.14.1). NNK induces 
lung tumors in all laboratory animals tested as well as the 
nasal cavity, pancreatic cancer, and liver tumors in rats [15]. 
P450 2A13 (OMIM: 608055) was suggested the most active 
enzyme in metabolic activation of NNK [16]. The nonsense
polymorphism, CYP2A13*1/*7 (Arg101Stop, rs72552266,) 
may be important modifier of tobacco-associated cancer risk
because the truncated protein lacks enzymatic activity [17]. 
The role of CYP2A13 knock-out polymorphisms in SCCHN
was so far not studied and our recent study suggested a possible 
role of this polymorphism in pancreatic cancer etiology [18]. 
However, due to the low numbers of studied SCCHN cases 
the power of our present study was not high enough to answer 
this question and larger multi-centric study should be used in 
order to clarify the role of rs72552266 in SCCHN. 

Cytochrome P450 1B1 (OMIM: 601771) plays an important 
role in activating polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) 
or heterocyclic amines to reactive metabolites that cause 
DNA damage. Certain CYP1B1 haplotypes have recently 
been associated with SCCHN [19]. Our results suggested 
possible association of the heterozygous genotype Ile/Val 
in codon 432 of CYP1B1 with the increased SCCHN risk in 
unadjusted analyses (p=0.035). However, this observation 
was not confirmed by age-, gender-, smoking- and alcohol-

TABLE 1: Characteristics of the studied population 
Percentages in brackets

Controls Cases OR 95% CI p

Gender
Females 28 (23.0) 26 (21.5) 1.00 (reference)
Males 94 (77.0) 96 (78.5) 1.09 0.59 – 1.99 0.784*

Age at recruitment (years)
Mean ± SD 60.5 ± 10.0 60.6 ± 10.1 - - 0.916#

Range 31 - 84 31 - 86
Smoking status
Nonsmokers 77 (65.3) 12 (10.8) 1.00 (reference)
Smokers 41 (34.7) 99 (89.2) 15.49 7.62 – 31.48 <0.001*

Unknown  4 11 
Drinking status
Nondrinkers 33 (28.0) 34 (28.8) 1.00 (reference)
Drinkers 85 (72.0) 84 (71.2) 0.96 0.54 – 1.69 0.885*

Unknown  4  4 
* Pearson Chi-Square Test; OR, crude odds ratio; 95% CI, 95% confidence interval, p-two sided
# ANOVA test
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TABLE 2: Associations of polymorphisms in CYP1B1, EPHX1, NQO1, GSTM1, GSTP1, GSTT1, CYP2A13, ADH1B and ADH1C with SCCHN risk 
Numbers of genotype carriers presented (percentages in brackets).

Gene Genotype Controls Cases OR† 95% CI† p†

CYP1B1 Leu/Leu 37 (30.3) 46 (39.7) 1.00 (reference)
codon 432 Leu/Val 71 (58.2) 48 (41.4) 0.49 0.24 – 1.01 0.055

Val/Val 14 (11.5) 22 (19.0) 1.02 0.36 – 2.94 0.982
Leu/Val+Val/Val 85 70 0.58 0.29 – 1.14 0.115

CYP1B1 Asn/Asn 83 (68.0) 79 (68.1) 1.00 (reference)
codon 453 Asn/Ser 34 (27.9) 31 (26.7) 1.56 0.72 – 3.45 0.252

Ser/Ser  5 (4.1)  6 (5.2) 1.37 0.30 – 6.25 0.684
Asn/Ser+Ser/Ser 39 37 1.51 0.74 – 3.12 0.257

NQO1 Pro/Pro 83 (68.6) 92 (79.3) 1.00 (reference)
codon 187 Pro/Ser 35 (28.9) 21 (18.1) 0.53 0.25 – 1.14 0.105

Ser/Ser  3 (2.5)  3 (2.6) 1.10 0.12 – 10.0 0.935
Pro/Ser+Ser/Ser 38 24 0.57 0.28 – 1.19 0.134

GSTM1 plus 52 (42.6) 52 (44.8) 1.00 (reference)
(deletion) null 70 (57.4) 64 (55.2) 0.99 0.71 – 1.37 0.946
GSTT1 plus 93 (85.3) 92 (79.3) 1.00 (reference)
(deletion) null 16 (14.7) 24 (20.7) 1.02 0.68 – 1.56 0.908
GSTP1 Ile/Ile 57 (46.7) 56 (48.3) 1.00 (reference)
codon 105 Ile/Val 55 (45.1) 53 (45.7) 1.22 0.63 – 2.38 0.564

Val/Val 10 (8.2)  7 (6.0) 1.06 0.33 – 3.45 0.920
Ile/Val+Val/Val 65 60 1.20 0.64 – 2.27 0.557

EPHX1 Tyr/Tyr 53 (46.9) 60 (51.7) 1.00 (reference)
codon 113 Tyr/His 48 (42.5) 42 (36.2) 0.71 0.34 – 1.45 0.348

His/His 12 (10.6) 14 (12.1) 1.69 0.56 – 5.01 0.354
Tyr/His+His/His 60 56 0.83 0.43 – 1.61 0.591

EPHX1 His/His 77 (63.1) 71 (61.2) 1.00 (reference)
codon 139 His/Arg 41 (33.6) 40 (34.5) 0.96 0.49 – 1.89 0.910

Arg/Arg  4 (3.3)  5 (4.3) 0.94 0.20 – 4.55 0.940
His/Arg+Arg/Arg 45 45 0.94 0.49 – 1.82 0.861

EPHX1 low 44 (38.9) 38 (32.8) 1.05 0.53 – 2.08 0.870
activity medium 49 (43.4) 55 (47.4) 1.00 (reference)

high 20 (17.7) 23 (19.8) 0.89 0.39 – 2.04 0.796
CYP2A13 Asn/Asn  119 (68.0)  120 (99.2) 1.00 (reference)
codon 101 Asn/STOP  2 (1.7)  1 (0.8) 1.12 0.07 – 16.67 0.932

STOP/STOP  0 (0)  0 (0) –‡ –‡ –‡ 
ADH1B Arg/Arg  111 (91.0)  101 (90.2) 1.00 (reference)
codon 48 Arg/His 10 (8.2) 21 (9.0) 2.38 0.61 – 9.10 0.214

His/His  1 (0.8)  0 (0) –‡ –‡ –‡

Asn/Ser+Ser/Ser 11 21 1.67 0.45 – 6.25 0.443
ADH1C Ile/Ile 39 (32.2) 30 (24.8) 1.00 (reference)
codon 350 Ile/Val 64 (52.9) 54 (44.6) 0.98 0.46 – 2.13 0.971

Val/Val 18 (14.9) 37 (30.6) 1.75 0.69 – 4.55 0.237
Ile/Val+Val/Val 82 91 1.12 0.54 – 2.33 0.756

† Odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (95% CI) adjusted for age at diagnosis, gender, smoking and alcohol
‡ Statistics could not be performed due to the absence of individuals in one or more of analyzed groups

adjusted analyses (p=0.055) and the contribution of the rare 
homozygous genotype to the risk was also non-significant.
On the contrary, the observed modification of SCCHN risk by
interaction between alcohol and this polymorphism (p=0.013) 
warrants further study.

NAD(P)H:quinone oxidoreductase (NQO1, EC 1.6.99.2, 
OMIM: 125860) is an obligate two-electron reductase that can 
either bioactivate or detoxify quinones and has been proposed 
to play an important role in chemoprevention [20]. NQO1 
polymorphism in codon 187 (Pro187Ser, rs1800566), encoding 
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an inactive enzyme was shown to influence the risk of breast
cancer in Czech [21] and Austrian [22] populations. Moreover, 
recent study showed that NQO1 Pro187Ser polymorphism 
may play role of a strong prognostic and predictive factor in 
breast cancer [23]. Begleiter et al [24] did not find significant
association of two NQO1 polymorphisms (Pro187Ser and 
Trp465Arg) with SCCHN. Similarly, Harth et al. [25] also did 
not find association of Pro187Ser polymorphism in NQO1
with SCCHN. We observed, that drinkers had significantly
lower SCCHN risk when carrying the NQO1 heterozygous 
genotype (p=0.022) in comparison with drinkers carrying 
the common genotype (Pro/Pro) but in nondrinkers no effect
on the risk was evident (p=0.948). However, not much was 
published about interaction between NQO1 and alcohol. The
association between alcohol and colorectal adenoma was mod-
ified by NQO1 Pro187Ser genotype in UKFSS Study. Higher
risk was found among individuals with the common Pro/Pro 
genotype (OR=1.49; 95% CI=1.11-2.02; P-interaction=0.024; 
[ref. 26]). Therefore, larger studies should confirm or rule out
our observation of interaction between NQO1 knock-out poly-
morphism and alcohol consumption towards SCCHN risk.

Epoxide hydrolase (EPHX1, EC 3.3.2.3, OMIM: 132810) 
catalyzes the hydrolysis of epoxides (originating from e.g. 
P450 1B1-mediated metabolism of PAHs) to less reactive 
trans-dihydrodiols. Two common alleles of EPHX1 that 
can be detected in codons 113 (Tyr113His, rs1051740) and 
139 (His139Arg, rs2234922) change the enzyme activity 
[27]. Glutathione S-transferases (GST, EC 2.5.1.18) GSTM1 
(OMIM: 138350), GSTP1 (OMIM: 134660) and GSTT1 
(OMIM: 600436) belong to the most frequently studied 
XME in molecular epidemiology of cancer. Large genomic 
deletions (null genotype) of GSTM1 and GSTT1 produce 
complete lack of enzyme activities. GSTP1 polymorphism in 
codon 105 (Ile105Val, rs1695) generates enzyme with differ-
ent heat stability and substrate affinity [28]. We have found
that combination of EPHX1-low deduced activity with either 
GSTM1-null or GSTT1-null genotypes significantly increased
levels of DNA single strand breaks as an early genotoxic-
ity marker in peripheral blood lymphocytes of 158 healthy 
volunteers [9]. SCCHN is cancer highly dependent at envi-
ronmental factors (alcohol and smoking) and thus it seemed 
to be a suitable candidate for evaluation of the previously 
found genotoxicity relevance of metabolic polymorphisms. 
However, we did not find association of either single EPHX1, 
GSTM1, GSTP1, GSTT1 polymorphisms, the deduced EPHX1 
activity nor the combination of EPHX1 activity and GSTM1 
polymorphism with SCCHN risk. Thus, our results confirmed
the lack of association of functional EPHX1 polymorphisms 
and the deduced enzyme activity with SCCHN risk published 
previously [29, 30]. Our results also support the conclusion of 
recent meta-analysis that GSTM1 null genotype significantly
increases susceptibility to oral cancer in Asians but not Cau-
casians [31] and comply with negative results on GSTP1 and 
GSTT1 polymorphisms [32]. 

Ethanol metabolism is mediated by both the oxidative and 
the non-oxidative pathways [33]. The oxidative pathway is
particularly catalyzed by alcohol dehydrogenases (ADH, EC 
1.1.1.1), aldehyde dehydrogenases (ALDH, EC 1.2.1.5) and less 
by P450 2E1 [34]. Previous case-control studies showed the 
association between ADH1B*1 (Arg) allele and an increased 
risk of SCCHN [35, 36]. Carriage of ADH1C*2/*2 (Val/Val) 
genotype increased risk of SCCHN in heavy (OR=2.65; 95% 
CI=1.08-2.14) and moderate (OR=1.6; 95% CI=1.15-2.03) 
drinkers [37]. Similar results were published by Hashibe et al. 
[38] in a large study on Central European population (Czech, 
Polish, Romanian, Russian and Slovak) but this study followed 
more heterogeneous patient group including SCC esophageal 
cancers. Our study thus did not confirm the published associa-
tions of SCCHN with the ADH1B (OMIM: 103720) common 
homozygous genotype. However, in our study the ADH1C 
(OMIM: 103730) rare homozygous genotype (Val/Val) was 
associated with SCCHN risk in all participants (unadjusted 
OR=2.70, p=0.009) and especially in drinkers (OR=4.01, 
p=0.003). On the other hand, the common Ile/Ile genotype of 
ADH1C was identified as an independent risk factor for the
development of alcohol-associated tumors among heavy drink-
ers, indicating a genetic predisposition of individuals carrying 
this genotype [39]. Another study on Caucasians, however 
reported an inversed association in heavy drinkers carrying 
the rare ADH1C Val/Val genotype (OR=7.1; 95% CI=2.3-22.0) 
suggesting its association with susceptibility to smoking and 
drinking-related SCCHN by modifying the biologically ef-
fective dose of alcohol [40]. It remains to be discovered e.g. 
by meta-analyses, whether these discrepancies were caused 
by different populations under study (Asians vs. Caucasians)
or variation in study design. Reports on null or confirmatory
results may play an important role in this effort.

In conclusion, our data demonstrate complex nature of 
interactions between genetic susceptibility, environmental fac-
tors and SCCHN risk. More studies in various populations with 
different genetic background and lifestyle habits are needed
to understand the variations in SCCHN risks reported so far 
and to move towards reliable biomarker of susceptibility for 
targeting of preventive measures. 
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Abstract. Histologically verified pairs (n = 10) of pancreatic tumors and non-neoplastic tissues were used for quantitative
real-time PCR and the stability of 24 reference genes was analyzed with geNorm and NormFinder software. Raw Cq values
correlated with the degree of RNA degradation. This correlation was abolished by normalization to Cq of 18S endogenous control
gene. Both geNorm and NormFinder programs suggested EIF2B1, ELF1, MRPL19, and POP4 as the same most stable genes.
We have thus identified suitable reference genes for future expression studies in pancreatic carcinoma. Normalization method
reducing the effects of RNA degradation on the quality of results was also developed.

Keywords: Pancreas, carcinoma, transcript, quantification, reference gene, normalization

1. Introduction

Pancreatic cancer is the fourth leading cause of can-
cer death in the United States [1] as well as in the Czech
Republic [2]. It has a dismal five-year survival less
than 5% [3], primarily related to the fact that disease-
specific symptoms occur late in the course of the dis-
ease. Pancreatic cancer belongs to one of the most dif-
ficult conditions to treat [4] and its etiology and molec-
ular pathogenesis is still poorly understood.

Gene expression profiles are commonly used for
identification of groups of genes involved in specif-
ic functional aspects of tumor biology and for the de-
velopment of candidate biomarkers [5]. A number of
methods have been developed to study gene expression.

∗Address for correspondence: Pavel Soucek, PhD., Toxicogeno-
mics Unit, National Institute of Public Health, Srobarova 48, Prague
10, 100 42 Czech Republic. Tel.: +420 267082711; Fax: +420
267311236; E-mail: psoucek@szu.cz.

The relative quantification by real-time PCR method
(qPCR) is adequate strategy for most purposes where
investigation of physiological changes in gene expres-
sion levels is conducted [6–8]. There are several es-
sential requirements for successful expression analysis.
The first and crucial step is correct sample collection,
handling and preparation [9]. By the time of diagno-
sis no more than 20% of patients with pancreatic car-
cinoma have surgically operable disease [10]. Thus,
sampling in large specialized centers rather than in nu-
merous smaller surgical departments is necessary for
practical reasons. Typically, pancreatic tumors have
low neoplastic cellularity and a predominance of non-
neoplastic fibrous (or desmoplastic) stroma. This is
rather unique to duct adenocarcinomas of the pancreas;
in contrast to infiltrating carcinomas arising in other
organs. To overcome this obstacle potentially leading
to spurious results, two approaches are generally used.
Firstly, microdissection or other methods of purifica-
tion of the epithelial component are utilized. Second-

ISSN 0278-0240/11/$27.50  2011 – IOS Press and the authors. All rights reserved
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Table 1
Characteristics of the patient population

Sample Date of diagnosis Gender Age at diagnosis Surgerya Stage Lymph nodesb Grade

PCI2 August 2008 female 54 head/R0 pT3N0M1 0/9 3
PCI4 August 2009 male 69 head/R0 pT3N0Mx 0/3 3
PCI5 November 2009 male 63 head/R0 pT3N1Mx 1/3 3
PCI7 December 2009 male 46 head/R0 pT3N1Mx 1/9 3
PCI8 December 2009 female 74 head/R0 pT3N1Mx 5/14 3
PCI9 December 2009 female 54 head/R1 pT2N1Mx 9/18 2
PCI10 December 2009 female 53 head/R0 pT4N1Mx 1/24 2
PCI12 January 2010 female 71 head/R0 pT2N0Mx 0/14 2
PCI15 February 2010 male 72 head/R0 pT2N0Mx 0/14 2
PCI17 May 2010 female 65 tail/R0 pT3N1Mx 1/23 3

aAnatomical localization of tumor/radicality of surgery; bNumber of nodes with histologically confirmed metasta-
sis/number of evaluated nodes.

ly, differences between macrodissected pancreatic tu-
mors and non-neoplastic control tissues and eventually
specimen from patients with chronic pancreatitis as an
intermediate group are analyzed with stable cell lines
as correctors [11]. In pancreatic tissues specifically,
high-quality RNA preparation as the prerequisite con-
dition for successful analysis presents an extremely dif-
ficult challenge. Subsequent assessment of RNA qual-
ity and quantity is the next critical step in expression
analysis [6]. Pancreatic tissues contain a large amount
of endogenous RNAses. RNAses are a major secreto-
ry product of normal pancreatic acinar cells and cause
extensive degradation of mRNA in pancreatic tissues.
Moreover, there is a frequent loss of acinar cells dur-
ing development of infiltrating pancreatic cancers due
to atrophy or destruction of the gland by the tumor
growth [11]. The content of RNAse secreting cells thus
may vary among tumors. Thus for laboratories aiming
at expression profiling of pancreatic cancer, it is essen-
tial to introduce specific protocol for the handling of a
pancreatic specimen, RNA isolation procedure and rig-
orous control of RNA and cDNA quality and quantity.
The appropriate choice of internal standards (reference
genes) is critical for qPCR performance. Ideally, the
internal standards should be constitutively expressed in
all cell types under study. Internal standards should al-
so be independent of experimental conditions and unaf-
fected by human disease conditions. Formerly, a num-
ber of housekeeping genes, which are necessary for ba-
sic cell survival, like glucose-6-phosphate dehydroge-
nase (GAPDH), ribosomal RNA subunits (18S and 28S
rRNA), β-actin or cyclophilins were used as reference
genes. However, it has become clear that these high-
ly popular reference genes show distinct differences in
gene expression in certain tissue types and considerably
vary between normal and malignant tissues [12–14].

The purpose of our study was to assess performance
of 24 reference genes by qPCR in a series of 10 mac-

rodissected pairs of pancreatic carcinomas and adjacent
non-neoplastic tissues. The robustness of qPCR analy-
sis on samples with quality unavoidably compromised
by RNA degradation was assessed as a major endpoint.

2. Material and methods

2.1. Samples

Tissue specimens were obtained from 10 surgically
treated pancreatic carcinoma patients diagnosed over a
period betweenAugust 2008 andMay 2010. The resec-
tion specimens were immediately transferred from the
Surgery to the Pathology Department, then macrodis-
sected, snap-frozen in liquid nitrogen and stored at
−80◦C until RNA preparation. Histological diagnoses
of pancreatic carcinomas including types, stages, and
grades of the tumors were performed according to the
rules for classification [15]. Only histologically con-
firmed tumor and non-neoplastic tissue samples were
used for RNA analysis. The following data on patients
were retrieved from medical records: age, sex, date of
diagnosis, pTNM stage, histological type and grade of
the tumor (Table 1). All patients were asked to read
and sign an informed consent in accordance with the
requirements of the Ethical Commission of the Institute
of Clinical and Experimental Medicine in Prague.

2.2. Isolation of total RNA and cDNA synthesis

Tissue samples were homogenized by mechanical
disruption using Precellys instrument (Bertin Tech-
nologies, Montigny-le-Bretonneux, France) at a speed
of 6,500 for 15 sec. Total RNA was isolated using
Trizol Reagent according to manufacturer’s protocol
(Invitrogen, Carlsbad, CA) and stored at −80◦C in
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Table 2
Information about reference genes and the respective Assays

Gene symbol (ID) Assay ID Location of probe Amplicon length (bp) Gene name

GAPDH (2597) Hs02758991 g1 3’-most, exon 7–8 boundary 93 glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase

HPRT1 (3251) Hs99999909 m1 3’-most, exon 6–7 boundary 100 hypoxanthine phosphoribosyltrans-
ferase 1

GUSB (2990) Hs99999908 m1 3’-most, exon 11–12 boundary 81 glucuronidase, beta
ACTB (60) Hs00357333 g1 exon 1–2 boundary 77 actin, beta
B2M (567) Hs99999907 m1 3’-most, exon 2–3 boundary 75 beta-2-microglobulin
HMBS (3145) Hs00609297 m1 3’-most, exon 1–2 boundary 64 hydroxymethylbilane synthase
IPO8 (10526) Hs00183533 m1a 3’-most, exon 20–21 boundary 71 importin 8
PGK1 (5230) Hs00943178 g1a 3’-most, exon 5–6 boundary 73 phosphoglycerate kinase 1
TBP (6908) Hs00427621 m1a exon 3–4 boundary 65 TATA box binding protein
TFRC (7037) Hs99999911 m1 exon 14 105 transferrin receptor
YWHAZ (7534) Hs00237047 m1 exon 1–2 boundary 70 tyrosine 3-monooxygenase/trypto-

phan 5-monooxygenase activation
protein, zeta polypeptide

PPIA (5478) Hs01565700 g1 exon 3–4 boundary 94 peptidylprolyl isomerase A
POLR2A (5430) Hs00172187 m1a 3’-most, exon 1–2 boundary 61 polymerase (RNA) II (DNA direct-

ed) polypeptide A
GADD45A (1647) Hs00169255 m1a exon 3–4 boundary 123 growth arrest and DNA-damage-

inducible, alpha
EIF2B1 (1967) Hs00426752 m1a 3’-most, exon 4–5 boundary 75 eukaryotic translation initiation fac-

tor 2B, subunit 1 alpha
ABL1 (25) Hs00245445 m1b exon 3–4 boundary 91 c-abl oncogene 1, non-receptor ty-

rosine kinase
ELF1 (1997) Hs00152844 m1a 3’-most, exon 2–3 boundary 76 E74-like factor 1
MRPL19 (9801) Hs00608519 m1a exon 2–3 boundary 72 mitochondrial ribosomal protein

L19
PES1 (23481) Hs00362795 g1a 3’-most, exon 13–14 boundary 56 pescadillo homolog 1
RPL30 (6156) Hs00265497 m1a exon 4–5 boundary 149 ribosomal protein L30
RPS17 (6218) Hs02386586 g1 exon 2–3 boundary 88 ribosomal protein S17
POP4 (10775) Hs00198357 m1a exon 3–4 boundary 68 processing of precursor 4, ribonu-

clease P/MRP subunit
PSMC4 (5704) Hs00197826 m1a exon 6–7 boundary 83 proteasome 26S subunit, ATPase, 4
18S (100008588) Hs03928990 g1a not applicable 61 18S ribosomal RNA

aassay recommended by the manufacturer (for criteria see www.appliedbiosystems.com);
bBased on assay re-evaluation in August 2010 with NCBI Entrez Gene annotations, this assay may detect transcript(s) from off target gene(s)
(see. www.appliedbiosystems.com).

aliquotes. RNA quantity was assessed in duplicates
by Quant-iTTM RNA Assay Kit (Invitrogen) using In-
finite M200 fluorescence reader (Tecan, Vienna, Aus-
tria). RNA quality was assessed by measurement of the
RNA Integrity Number (RIN) using Agilent 2100 Bio-
analyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) and
RNA Nano 6000 LabChip kit (Agilent Technologies).
RNA with RIN above 2.0 was used for further pro-
cessing. cDNA was synthesized using RevertAidTM

First Strand cDNA Synthesis Kit with random hexam-
er primers according to manufacturer’ protocol (MBI
Fermentas, Vilnius, Lithuania). For cDNA synthesis
2 μg of total RNA were reverse-transcribed in a final
reaction volume of 80 μl, i.e. 25 ng/μl final concentra-
tion of cDNA at theoretical 100% efficiency. Quantity
and quality of cDNA in terms of DNA contamination
was then confirmed by PCR amplification of ubiqui-
tin C fragment discriminating between products from

cDNA (190 bp) and from genomic DNA (1,009 bp)
as described previously [16]. All cDNA samples that
were free of DNA contamination (absence of 1,009 bp
band in samples incubated without reverse transcrip-
tase) were stored at −20◦C until analysis.

2.3. Quantitative real-time PCR

qPCR was performed in 7500 Real-Time PCR Sys-
tem by help of TaqMan Custom Plates (Applied
Biosystems, Foster City, CA). For analysis of refer-
ence genes 4x24 well format was used comprising
of TaqMan Gene Expression Assays with optimized
primer and probe sets (Table 2). The following criteria
were applied to the selection of TaqMan Gene Ex-
pression Assays: i/ exon-exon boundaries span where
possible in order to minimize signals from traces of
contaminating DNA, ii/ as short as possible amplicons
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Fig. 1. Output from geNorm. Legend: Relative quantities for the respective genes described in Table 2 were input to geNorm program. The
calculation of relative quantities is described in Material and Methods. The figure represents output from the program where genes with the lowest
average expression stability value (M) are the most stable ones and may serve as suitable reference genes for study of the same type of samples.
Genes located in the far right part of the x-axis were selected as candidates for reference genes. The underlying principles and calculations are
described in Vandesompele et al. [17].

and iii/ location near to 3’-end of the transcript to re-
duce influence of RNA quality on qPCR. Priority was
given to assays from the validated endogenous control
set. The list of reference genes and respective assays
is given in Table 2. Each reaction contained in total
20 μl of premixed cDNA and 2x TaqMan Gene Ex-
pression Master Mix (Applied Biosystems) in 1:1 ratio.
The amount corresponding to 25 ng of total RNA used
for cDNA synthesis was loaded per each sample well.
Cycling parameters were: 2 min. at 50◦C and initial
denaturation at 95◦C for 10 min, followed by 50 cy-
cles consisting of denaturation at 95◦C for 15 sec and
annealing at 60◦C for 60 sec.

2.4. Analyses of stability of reference genes

Firstly, ΔCq was calculated for each sample where
ΔCq = Cq(sample) – Cq(calibrator, i.e. non-neoplastic
sample with the lowest average Cq from all tested sam-
ples, i.e. ZPI5). Then relative quantity Q = EΔCq

where efficiency E was considered as 100%, i.e. 2ΔCq

value was calculated and used for analysis of stability of
reference genes. The study design adhered to theMIQE
Guidelines (Minimum Information for Publication of
Quantitative Real-Time PCR Experiments) published
in 2009 [9]. geNorm version 3.5 of March 2007 [17]
and NormFinder version 19 of June 2009 [18] software

programs were used for evaluation of stability of refer-
ence genes according to manuals available at the web-
site for their download. Differences between groups
were analyzed by non-parametric Wilcoxon test and
correlations were analyzed by non-parametric Spear-
man’s test using SPSS version 15.0 software.

3. Results

3.1. RNA quantity and quality assessment

The total RNA was isolated from surgically removed
tumor and non-neoplastic tissues of 10 patients with
pancreatic carcinoma diagnosis. The median RIN of
tumor and non-neoplastic tissue samples was 6.5± 1.0
(range 4.2–7.4) and of 3.3± 1.6 (2.1–6.5), respectively.
RIN values differed significantly between tumors and
non-neoplastic tissues (p = 0.005, Wilcoxon test). cD-
NA was synthesized using 2 μg of total RNA. Samples
free of genomic DNA contamination as assessed by
PCR for ubiquitin C fragmentwere used for subsequent
analyses.

3.2. Quantitative real-time PCR

We analyzed transcript levels of 24 candidates for
reference genes for qPCR studies of pancreatic tumor
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Fig. 2. Output from NormFinder. Legend: Relative quantities for the respective genes described in Table 2 were input to NormFinder program.
The calculation of relative quantities is described in Material and Methods. The figure represents inter-group and intra-group variability among
the tested samples. Candidate genes with an inter-group variation as close to zero as possible, and at the same time with the smallest errors bars
possible were selected as suitable reference genes. These genes are highlighted by arrows in the figure. TFRC as alternative reference gene is
highlighted by the grey arrow. The model and statistical framework underlying “NormFinder” are described in Andersen et al. [18].

and non-neoplastic tissue samples. The mean raw Cq

values for all genes except 18S in tumors and non-
neoplastic tissues were 27.06± 3.47 and 27.27± 2.88,
respectively. The median raw Cq values in tumors and
non-neoplastic tissues were 27.02 and 27.24, respec-
tively. The raw Cq values were highly dependent on
the degree of RNA degradation represented by RIN.
Significant correlation of RIN with the mean of raw
Cq for all studied genes except 18S was observed in
control tissues (p = 0.010, Fig. 3A). Non-significant
trend was found in tumors (p = 0.074, Fig. 3A) and
the effect became highly significant when all tissues
were analyzed together (R2 = 0.57, p < 0.001, data not
shown). After normalization of data by calculation of
Cq(reference gene)/Cq(18S endogenous control gene)
none of the correlations with RIN remained significant
(p = 0.253 in controls, p = 0.301 in tumors, and p =
0.841 in all tissues; Fig. 3B).

3.3. Identification of reference genes

The relative quantity Q defined in Materials and
Methods was used for analysis of stability of reference
genes by geNorm and NormFinder. Sample ZPI5 with
average Cq = 25.27± 2.44 and RIN = 5.3 was used as
calibrator. Both programs showed similar results, i.e.
identified the same genes among the five most stable
genes (EIF2B1, ELF1, MRPL19 and POP4) and sug-

gested 2–3 reference gene combinations as sufficient
for qPCR in pancreatic carcinoma. qPCR efficiency
was then evaluated for the four best reference genes,
i.e. EIF2B1, ELF1, POP4 and MRPL19 by assessment
of serial dilutions of calibrator sample (ZPI5). Analy-
sis of the efficiency, R2, and slope of calibration curves
and Cq in non-template controls (NTCs) proved that all
genes were suitable for further use in qPCR as reference
genes (Table 3).

4. Discussion

Research of pancreatic cancer is hinderedby difficul-
ties with the recruitment of pancreatic cases with brief
survival and poor performance status. Additionally, in
inoperable patients (the majority in pancreatic cancer)
the verification of diagnosis is complicated by the lack
of pathological specimen. Moreover, pancreatic speci-
mens present a hurdle in isolation of intact RNA due to
the presence of high amounts of RNAses. Therefore, it
is essential to validate the protocol of sample handling
and RNA isolation from pancreatic tissues for qPCR
purposes and minimize the effect of poor RNA quality.
The aim of our study was to identify the most stable ex-
pressing endogenous control genes in tissue specimens
from pancreatic cancer patients as potential reference
genes for qPCR. Special attention was paid to the eval-
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Fig. 3. Correlations between RIN and levels of reference genes. Legend: Mean ± S.D. of raw Cq of all studied genes except 18S for each sample
was plotted against RIN (A). Mean ± S.D. of raw Cq/18S was plotted against RIN (B). Correlation coefficients and significances were calculated
by the non-parametric Spearman test.

uation of the effect of RNA stability and assessment
whether or not proper normalization can influence this
effect.

We have found that under the same standard condi-
tions of sample collection (tumor and non-neoplastic
tissues macrodissected and snap frozen at the same
time), storage and RNA isolation, the quality of RNA
(by RIN comparison) from non-neoplastic pancreatic
specimens is considerably lower than that from the re-
spective tumor samples (p = 0.005). This was true
for all of the inspected (n = 10) sample pairs and
therefore we can speculate that the RNAse content may
generally be higher in non-neoplastic tissues. It is as-
sumed that the ischemia time from ligation of the duo-
denal/pancreatic vessels to the withdrawal of tissue for

analysis is too long and causes massive RNA degrada-
tion. Since this ischemia time is an unalterable com-
ponent of the operation, RNA analyses of pancreatic
tissues present very difficult procedure [19]. For isola-
tion of total RNA, Trizol Reagent-based procedure was
used according to the recent literature [20,21]. Thus,
the method of RNA isolation most probably did not
cause the observed differences in RNA stability be-
tween samples. Our observation confirmed the previ-
ously published results that RNA isolated from solid tis-
sues usually has the RIN between 6 and 8, but that from
gastrointestinal tract has great RIN variation with RIN
around 4 under experimental conditions with bovine
organs [22]. The relatively low RIN values also pre-
cluded laser capture microdissection, which lowers the
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Table 3
Performance of reference genes in qPCR

Sample EIF2B1 MRPL19 ELF1 POP4

NTCs > 40 > 40 > 40 > 40
Standard 1 22.02 ± 0.03 24.51 ± 0.01 19.59 ± 0.01 23.29 ± 0.02
Standard 2 23.24 ± 0.03 25.78 ± 0.04 20.59 ± 0.02 24.53 ± 0.02
Standard 3 24.52 ± 0.07 27.13 ± 0.04 21.75 ± 0.02 26.11 ± 0.01
Standard 4 26.81 ± 0.04 29.48 ± 0.12 24.14 ± 0.07 28.28 ± 0.04
Standard 5 29.24 ± 0.04 31.93 ± 0.14 26.68 ± 0.05 30.62 ± 0.08
Efficiency 98% 94% 98% 96%
Slope −3.38 −3.48 −3.37 −3.43
R2 0.999 0.999 0.999 0.998

cDNA of sample ZPI5 used for construction of the calibration curve was diluted
5-times (standard 1), 10-times (standard 2), 25-times (standard 3), 125-times
(standard 4) and 625-times (standard 5). NTC (non-template control) consisted
of water instead of cDNA. Samples were analyzed in triplicates (mean Cq±
S.D. shown).

RIN by 1–2 points in pancreatic specimens [21]. Fleige
et al. [6] found a significant impact of RIN on results
of expression analysis, mainly the quantification cycle
(Cq , formerly Ct) and minor effect on PCR efficien-
cy. Antonov et al. [23] demonstrated in a biologically
homogenous system of intact and partially hydrolyzed
RNA derived from a cell line that degradation-related
shifts of Cq values can be compensated by calculating
delta Cq values between test genes and the mean Cq

values of several reference genes. These delta Cq val-
ues were less sensitive to fragmentationof the RNA and
were unaffected by varying amounts of input RNA [23].
In our experimental setting RIN significantly correlated
with mean raw Cq values of 24 tested genes. There-
fore, we used normalization of data by calculation of
Cq(reference gene)/Cq(18S endogenous control gene).
This normalization abolished the observed correlation
with RIN. Thus, we demonstrated that the degradation-
related Cq shifts caused by RNA fragmentation can be
compensated by normalizing of the Cq of the reference
gene and potentially the gene of interest to Cq of the
endogenous 18S control gene.

We have screened 24 candidates for reference genes
selected preferably from commercially available val-
idated endogenous controls. There are several ap-
proaches for selection ofmost stable reference genes for
qPCR in the literature, including the use of various pro-
grams for evaluation of results. In order to provide an
overviewof their performance,we have used two exam-
ples of the most frequently used software (NormFinder
and geNorm) for evaluation of results. Both of these
programs gave consistent results, although when rigor-
ously evaluated, the most stable genes were not picked
in the same order. However, EIF2B1, ELF1, MRPL19
and POP4 were among the first five most stable genes
in both NormFinder and geNorm output. The ampli-

fication efficiency of target genes and reference genes
should be tested before their use in relative quantifica-
tion by qPCR. Slope and linearity of calibration curves
should be analyzed as well [24]. We have shown that all
selected genes perform well in qPCR (efficiency in the
range 90–110%, R2 � 0.998) and thus we recommend
the use of these genes as reference genes for qPCR
in pancreatic cancer research. Rubie et al. [25] test-
ed 21 reference genes by qPCR in five gastrointestinal
cancers. Tumor and normal tissues from 10 patients
with pancreatic carcinomawere followed,amongst oth-
ers. 18S-RNA, glutaminyl-tRNA synthetase (QARS),
phosphomannomutase (PMM1), RNA polymerase II
polypeptide L (POLR2L) and β-glucuronidase (GUSB)
showed themost stable expression. Analysis of agarose
gel electrophoretic profiles was used as RNA quality
control instead of RIN. In this study the comparative
ΔCq method was used. Results were then transformed
to linear formby calculation of 2-ΔCq (mean Cq patho-
logical tissue-mean Cq calibrator) [25]. Our study of
the same size (n = 10) considered a bit different se-
lection of genes (7 of 21 previously used genes were
included in our study). However, GUSB was not con-
firmed among the five most stable genes by any of the
programs used in our study. HPRT, GAPDH, PGK1,
ACTB, and B2M did not perform well in both our and
the previous study [25].

The published microarray data contain more than
2,500 potential reference genes [26]. It seems intrigu-
ing to compare the results of this study with appropriate
selection of the most stable reference genes from mi-
croarray data. However, the recently discussed incom-
plete information on tissue composition and/or the use
of well-defined tissues severely hampers any meaning-
ful microarray data analysis and conclusive data inter-
pretation [27]. In context with the fact that repeatabil-
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ity of microarray data is considered limited [28] such
comparison may be an interesting goal for future inves-
tigations after major shortcomings are resolved.

In conclusion, we have identified four potential can-
didates as reference genes for future qPCR studies in
pancreatic cancer research. We also suggest the nor-
malization method which may reduce the effect of poor
RNA quality on the quality of results.
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Worldwide, colorectal cancer (CRC) is the third most
common cancer, with the highest mortality rates occurring
in Central Europe. The use of chemotherapy to treat CRC
is limited by the inter-individual variability in drug
response and the development of cancer cell resistance.
ATP-binding cassette (ABC) transporters play a crucial
role in the development of resistance by the efflux of
anticancer agents outside of cancer cells. The aim of this
study was to explore transcript levels of all human ABCs in
tumours and non-neoplastic control tissues from CRC
patients collected before the first line of treatment by 5-
fluorouracil (5-FU)-containing regimen. The prognostic
potential of ABCs was evaluated by the correlation of
transcript levels with clinical factors. Relations between
transcript levels of ABCs in tumours and chemotherapy
efficacy were also addressed. The transcript profile of all
known human ABCs was assessed using real-time poly-
merase chain reaction with a relative standard curve. The
majority of the studied ABCs were down-regulated or
unchanged between tumours and control tissues. ABCA12,
ABCA13, ABCB6, ABCC1, ABCC2 and ABCE1 were up-
regulated in tumours versus control tissues. Transcript
levels of ABCA12, ABCC7 and ABCC8 increased in
direction from colon to rectum. Additionally, transcript
levels of ABCB9, ABCB11, ABCG5 and ABCG8 followed
the reverse significant trend, i.e. a decrease in direction
from colon to rectum. The transcript level of ABCC10 in
tumours correlated with the grade (P 5 0.01). Transcript
levels of ABCC6, ABCC11, ABCF1 and ABCF2 were
significantly lower in non-responders to palliative chemo-
therapy in comparison with responders. The disease-free
interval of patients treated by adjuvant chemotherapy was
significantly shorter in patients with low transcript levels
of ABCA7, ABCA13, ABCB4, ABCC11 and ABCD4. In
conclusion, ABCC11 may be a promising candidate
marker for a validation study on 5-FU therapy outcome.

Introduction

Worldwide, colorectal cancer (CRC) is the third most common
cancer, with an estimated 1 233 700 newly diagnosed cases
and 608 700 deaths/year in 2008. For this type, Central Europe
has repeatedly recorded the highest mortality rates (1).

Although inherited susceptibility underlies roughly 35% of
variance in CRC risk (2), germ line mutations in genes with
high penetrance account for ,6% of cases (3). There is
growing evidence that lifestyle and environmental factors
contribute to the CRC development (4).

Systemic chemotherapy is an important component of the
complex treatment of CRC, with regimens based on 5-
fluorouracil (5-FU), irinotecan and/or oxaliplatin used as
standard. These drugs are often used in combination with
biological therapy in patients with advanced disease. Gener-
ally, the use of chemotherapy to treat cancers is limited by the
inter-individual variability in drug response and the develop-
ment of cancer cell resistance. Xenobiotics, including antican-
cer drugs, are extensively metabolised in the body by Phase I
(activation enzymes, e.g. cytochromes P450) and Phase II
(conjugation enzymes as glutathione S-transferases, GSTs, or
glucuronide transferases, UGTs) enzymes. Phase III of bio-
transformation represented by ATP-binding cassette (ABC)
transporters presents another important component of xenobi-
otic metabolism (5). ABC transporters play a crucial role in the
development of resistance by the efflux of anticancer agents
outside of cancer cells (6). In fact, the expression of ABCs may
significantly vary among individuals and thus affects the
efficacy of drug treatment (7).

The human ABC transporters are encoded by a large
transporter gene superfamily, which is composed of 49 members
grouped into seven subfamilies (A–G) according to the sequence
homology. ABC proteins facilitate translocation of heteroge-
neous substrates including metabolic products, lipids and sterols,
peptides and proteins, saccharides, amino acids, inorganic and
organic ions, metals and drugs across the cell membrane. To
transport these substrates across extracellular and intracellular
membranes against a concentration gradient, ABCs use energy
acquired by the hydrolysis of ATP (8). Genetic variation in these
genes causes a variety of genetic diseases and disorders (9). The
structure of ABC transporters consists of two types of domains:
ATP-binding domains, also known as nucleotide-binding folds
(NBFs) and transmembrane domains (TMDs). The NBFs
contain typical motifs: Walker A and Walker B and so-called
ABC-signature sequence. The TMDs are formed by 6–11 alpha
helices and provide the substrate specificity (10). Although all
share a similar NBF, their domains are organised in different
ways, with different numbers and localisations of TMDs (11).
Some of the ABCs behave as full transporters with two TMDs,
each with six transmembrane segments, and two NBFs. Others
are half transporters with only one TMD and become functional
after dimerisation or oligomerisation (12).
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The ABCA subfamily contains 12 members acting as full
transporters (13; supplementary Table IS, available at Muta-
genesis Online). ABCA5 mRNA was detected in poorly
differentiated colon adenocarcinoma cell lines G-112 but not in
normal colon. In contrast, ABCA2 mRNA was detected in
well-differentiated colon adenocarcinoma cell lines CX-1.
Thus, induction of ABCA5 may correlate with the differenti-
ation status of human colon tumours and contribute to the
tumour development (14).

The ABCB subfamily consists of 11 members (supplemen-
tary Table IIS, available at Mutagenesis Online). Four of them
are full transporters (ABCB1, ABCB4, ABCB5 and ABCB11)
and the rest is composed of half transporters. P-glycoprotein,
a product of ABCB1 gene, is localised in epithelial cells of the
small and large intestine as a part of the barrier that protects
cells against xenobiotics from diet, bacterial toxins, drugs and
other biologically active compounds (15). ABCB1 confers
MDR phenotype to cancer cells (16). ABCB1 substrates are
generally amphipathic lipid-soluble compounds including
anticancer drugs as vinca alkaloids, anthracyclines, taxanes,
epipodophyllotoxins, camptothecins or anthracenes (17).
Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in ABCB1 have been
shown to influence its phenotype (expression, protein function
and drug response) in context with numerous diseases
[(11,18,19); supplementary Table VS, available at Mutagenesis
Online]. ABCB1 is highly expressed in the apical membrane of
enterocytes, where it pumps xenobiotics back into the intestinal
lumen. No relationship was seen between ABCB1 protein
expression, genotype and long-term prognosis of patients
treated by 5-FU and leucovorin (20). Hypoxia is generally
associated with chemoresistance. Ding et al. (21) suggested
that hypoxia induced the expression of hypoxia-inducible
factor, alpha subunit and ABCB1 in colon carcinoma.
Complementary DNA (cDNA) microarray analysis of cell
sublines derived from K562 leukaemia, MCF7 breast cancer
and S1-colon cancer with acquired resistance against dauno-
rubicin, doxorubicin, vincristine, etoposide and mitoxantrone
has shown that ABCB1, ABCB4 and ABCG2 were up-
regulated in several resistant sublines (22). ABCB2 and
ABCB3 expressions were significantly associated with major
histocompatibility complex class I antigen (MHCI) expression
in 336 sporadic CRC tumours examined by immunohisto-
chemistry. Thus, the expression of key components of the
antigen-processing machinery represented by ABCB2 and
ABCB3 is linked with the density of tumour-infiltrating
lymphocytes (TILs), which are positive prognostic factors in
CRC in vivo (23).

The ABCC family contains 13 members; nine of them are
the multidrug resistance-associated proteins (MRPs; ABCC1,
ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5, ABCC6, ABCC10,
ABCC11 and ABCC12, supplementary Table IIIS, available
at Mutagenesis Online). In vitro ABCC transporters can
collectively confer resistance to anticancer drugs and their
conjugated metabolites, platinum compounds, folate antimeta-
bolites, nucleoside and nucleotide analogues (24). ABCC1
and ABCC2 have been shown to act synergistically with
several Phase II enzymes including GSTs and UGTs and
this synergy conferred resistance to several drugs (25,26).
ABCC1 exports drug conjugates with glutathione and un-
conjugated drugs together with free glutathione (17). By
contrast, ABCC2 transports a wide range of unconjugated
organic anions, including e.g. methotrexate, irinotecan or
ampicillin (27). ABCC2 haplotype predicted variability in

pharmacokinetics of irinotecan in Japanese metastatic CRC
patients treated by FOLFIRI (regimen containing 5-FU and
irinotecan) (28). mRNA expression of ABCC2 was signifi-
cantly associated with resistance to cisplatin but not 5-FU (29).
5-FU significantly suppressed ATP7B and the organic cation
transporter SLC22A2 and increased ABCC2 mRNA expres-
sion (5.8-fold) in human cells from colon adenocarcinoma
(LS180). Overexpression of ABCC2, ABCC3 and ABCG2
was demonstrated to be beneficial for the efficacy of oxaliplatin
in Madin-Darby canine kidney II cells (MDCKII). Thus, the
authors predicted that the modulation of expression of trans-
porters of both drugs could favour the synergic action of the
FOLFOX (5-FU/leucovorin/oxaliplatin) combination (30).
ABCC5 protein confers resistance to 5-FU by the efflux of
monophosphate metabolites. The overexpression of ABCC5 in
CRC may contribute to the resistance to 5-FU (31). In cell lines,
celecoxib induced ABCC4 and ABCC5 expression at both
mRNA and protein levels, but no induction of ABCC1 and
ABCC2 was found. This observation suggested that the low
response rate observed in clinical trials using combinations of
celecoxib with 5-FU or irinotecan may reflex celecoxib-mediated
induction of efflux of drugs from cancer cells through the up-
regulation of ABCs (32). Interestingly, patients treated with
oxaliplatin- and 5-FU-based regimen for metastatic CRC (n 5
40) had a significantly shorter progression-free survival in the
case where their circulating tumour cells (CTCs) expressed
alcohol dehydrogenase (ALDH) 1, survivin and ABCC5. Thus,
detection of survivinþ/ABCC5þ CTCs from peripheral blood
may help in identifying metastatic CRC patients resistant to
standard oxaliplatin- and/or 5-FU-based regimen (33). ABCC11
shares the highest structural similarity with ABCC4 and ABCC5.
ABCC11 was also shown to confer resistance to 5-FU and
certain fluoropyrimidines (supplementary Table IIIS, available at
Mutagenesis Online). The rs17822931 SNP in ABCC11 affects
enzyme function that determines earwax type (34).

The ABCD subfamily consists of four half transporters
localised in peroxisomes, providing thus peroxisomal transport
of long-chain fatty acids (supplementary Table IVS, available at
Mutagenesis Online). ABCE and ABCF subfamilies contain
genes that are clearly derived from ABC transporters and have
ATP-binding domains but not TMDs (35, supplementary Table
IVS, available at Mutagenesis Online). There are currently no data
available on the role of ABCD and ABCF subfamilies in CRC.

The six known members of ABCG subfamily are half
transporters that have a reversed structure. N-terminus contains
NBF and TMD is at the C-terminus (supplementary Table IVS,
available at Mutagenesis Online). ABCG2 is a multidrug
resistance enzyme that can export both unmodified drugs and
drug conjugates, including mitoxantrone, bisantrene, epipodo-
phyllotoxins (e.g. etoposide), camptothecins (topotecan and
irinotecan) or flavopiridol (17). Patients harbouring the
�19572 to 19569delCTCA mutation in ABCG2 had a signif-
icantly lower relative extent of conversion of irinotecan to its
SN-38 metabolite than patients carrying the ancestral genotype
without this deletion (P 5 0.019; 36). Dietrich et al. (37)
examined 29 colon adenomas from 21 patients and 8 adenomas
from C57BL/6 ApcMin/þ mice. ABCG2 protein was signifi-
cantly down-regulated in both human and mice colon
adenomas. ABCG2 confers resistance to a narrower range
of anticancer agents than ABCB1 and ABCC1 or ABCC2, e.g.
anthracyclines, mitoxantrone and irinotecan. ABCG2 trans-
ports the glucuronide conjugate of SN-38, the active metabolite
of irinotecan, but with �7-fold lower affinity than unconjugated
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SN-38 (38). Dye-efflux effective side population (SP) of SW480
colon cancer cells has shown a higher resistance to 5-FU and
irinotecan, higher ABCB1 and ABCG2 expressions and
activation of the Wnt signalling pathway when compared to
non-SP containing cells. Silencing the Wnt signalling pathway
may thus present a promising strategy for targeting chemother-
apy-resistant CRC cells (39). The ABCG5 and ABCG8 form
heterodimers and overexpression of putative stem cell marker
EpCAM with ABCG5 within the buds of colorectal tumours is
frequently observed and associated with poor prognosis (40).

The current state of knowledge shows that ABCs are
functionally important for anticancer drug disposition and
efficacy. However, apart from functional data obtained using
cell and animal models, there is a limited amount of
information on the importance of ABCs for the prognosis of
individual patients and the prediction of the chemotherapy
outcome. Some of the published studies in patients suggested
that ABCs may influence not only cancer initiation but also its
progression, invasion and metastasis. The aim of our study is
to: (i) explore transcript levels of ABCs in tumour and control
tissues from CRC patients treated by substrates of ABCs, (ii)
evaluate prognostic potential of ABCs by the correlation of
transcript levels with clinical factors such as tumour size,
lymphatic node involvement and grading and (iii) elucidate
relations between transcript levels of ABCs in tumours and
chemotherapy efficacy. In our pilot study presented here, we
have addressed these points in a complex way by an
assessment of the transcript profile of all known human ABCs.
This is because some of the drugs under study are transported
by numerous and in some cases unknown transporters. The
selection and validation of candidate genetic markers identified
in the pilot study are the final goal of our current research.

Materials and methods

Materials

Phenol, chloroform, agarose and chemicals for preparation of buffers were
purchased from Sigma–Aldrich (Prague, Czech Republic). Deoxynucleotides
(dATP, dCTP, dGTP and dTTP) for polymerase chain reaction (PCR),
molecular weight standard for electrophoresis UX174DNA-HaeIII digest and
Lambda DNA EcoRI þ HindIII Marker were products of New England Biolabs
Inc (Ipswich, MA, USA) and Fermentas Inc (Vilnius, Lithuania), respectively.
Taq-Purple DNA polymerase and Combi PPP Master Mix for PCR were
supplied by Top-Bio s.r.o. (Prague, Czech Republic).

Subjects

Tissue samples of primary tumour of human colorectal carcinoma and paired
distant unaffected mucosa were collected from CRC patients diagnosed and
treated at the Departments of Surgery and Oncology, at the Teaching Hospital
and Medical School in Pilsen and Charles University in Prague, both in the
Czech Republic during the period 2008–10. Native tissue samples were taken
during surgery, macrodissected, snap frozen in liquid nitrogen and stored at
�80�C until total RNA isolation. The control mucosa samples were taken from
the macroscopically unaffected resection margins of colon tissues. The
resection margins were microscopically evaluated and only samples free of
malignant cells were further analysed. Corresponding tumour tissue samples
were verified by the experienced pathologist. Only histologically verified
patients and their samples were included in this study. The following data on
patients were retrieved from medical records: age, gender, date of diagnosis,
pTNM stage according to Union for International Cancer Control (41),
histological type and grade of the tumour, type of chemotherapy and treatment
response.

The following eligibility criteria were applied to the recruitment of patients
into the study: (i) patients who were subject to surgery for CRC, (ii) no prior
chemotherapy before surgery (in order to eliminate its influence on transcript
levels), (iii) patients who received only first-line chemotherapy in either
palliative (Group A) or adjuvant (Group B) setting and (iv) patients who
received regimens based on 5-FU, leucovorin and/or oxaliplatin, e.g. FOLFOX.

Response to the treatment was evaluated by Response Evaluation Criteria In
Solid Tumors (RECIST) criteria (42) based on routinely used imaging
techniques for assessment of tumour mass (by computer tomography, with or
without positron emission tomography, magnetic resonance or ultrasonography).

Increase in tumour mass or the appearance of new lesions in patients with
palliative treatment (Group A) indicated progression and thus no response to
the treatment. Response to the treatment was defined as a decrease of the
number or volume of metastases or stabilisation of the disease.

In patients treated by adjuvant therapy after radical surgical resection R0
(Group B), disease-free interval (DFI) served as the treatment outcome for
analyses. DFI was defined as the time elapsed between radical surgical R0
resection and disease recurrence. CRC patients treated by 5-FU and/or
oxaliplatin were monitored for adverse symptoms of treatment and toxicity was
scored according to the National Cancer Institute Common Toxicity Criteria,
Version 2, during the whole period of treatment. Grade 3 or 4 toxicity was
followed as an important factor of toxicity of the administered regimens.

All patients were informed about the study aims, methods and potential risks
and signed consensually an informed consent form in agreement with the
requirements of the Ethical Commission of the Medical Faculty and Teaching
Hospital in Pilsen, Czech Republic.

Isolation of total RNA and cDNA preparation

Methods were published (19,43) and are presented in the supplementary
Material, available at Mutagenesis Online.

Quantitative real-time PCR

The diluted amplified cDNA was used for quantitative real-time polymerase
chain reaction (qRTPCR) by the relative standard curve method performed in
7500 and ViiA7 Real-Time PCR System using TaqMan Gene Expression
Assays (Life Technologies). The following criteria were applied to the selection
of TaqMan Gene Expression Assays: (i) exon–exon boundaries span where
possible, in order to minimise signals from traces of contaminating DNA, (ii) as
short as possible amplicons and (iii) location near to 3#-end of the transcript to
reduce possible influence of RNA quality on qRTPCR. The list of reference
genes, genes of interest and respective assays is given in supplementary Table
VIS, available at Mutagenesis Online. Cycling parameters of qRTPCR were
initial hold at 50�C for 2 min and initial denaturation at 95�C for 10 min,
followed by 50 cycles consisting of denaturation at 95�C for 15 sec and
annealing at 60�C for 60 sec (except ABCC9, ABCG4 and ABCG5 where 90
sec and ABCB1 where 58�C for 90 sec were used). Each reaction contained 2.5
ll of 20 times diluted preamplified cDNA, 5 ll of TaqMan Gene Expression
Master Mix and 0.5 ll of TaqMan Gene Expression Assay in a final reaction
volume of 10 ll. Fluorescence was acquired after each extension step. Each
sample was assessed in duplicate and the mean value was used for further
analyses. Samples with .15% variation between duplicates were reanalysed.
The non-template control contained water instead of cDNA. Negative cDNA
synthesis controls (RNA transcribed without reverse transcriptase) were also
employed to reveal possible carry-over contamination. One sample of normal
colon mucosa was used as calibrator for preparation of standard curves for each
gene to assess reaction efficiency. For the real-time PCR reactions, preamplified
cDNA of the calibrator diluted 1:4 was used as the highest template
concentration point for construction of the standard curve. The rest of the
standard curve points were prepared by five subsequent serial five times
dilutions. The resulting standard curve was used for calculation of PCR
efficiency (E) according to the following formula: E 5 10�1/slope � 1
(supplementary Table VIS, available at Mutagenesis Online). Reference genes
were selected on the basis of our pilot study, where the TaqMan Array Plates
(Life Technologies) were used to compare the stability of 24 different potential
reference genes chosen from the literature in a set of 10 pairs of human CRC
tumours and distant unaffected mucosa samples. Stability of reference genes
was analysed by geNorm version 3.5 of March 2007 (44) and NormFinder
version 19 of June 2009 (45) software programs. According to both programs,
EIF2B1, MRPL19, PSMC4, POLR2A, PPIA and HPRT1 were selected as the
most stable genes for normalisation of transcript levels of target genes. The
qRTPCR study design adhered to the MIQE Guidelines (Minimum Information
for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments; 46).

Statistical analyses

Transcript levels were analysed by 7500 and ViiA7 System Software. Acquired
average CT values were further processed by relative expression software tool
(REST) 2009 Software (47; Qiagen, Hildesheim, Germany). REST is routinely
used for the determination of differences between different types of sample and
control groups and considers both normalisation to numerous reference genes
and reaction efficiency. For statistical analyses of correlation of transcript levels
of all established genes with clinical data, the non-parametric tests as Mann–
Whitney, Kruskall–Wallis and Spearman rank tests were used according to the
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distribution of data. The mean, median, SD, variance, minimum, maximum,
quantiles, frequencies and other basic statistical measurements were computed
in the given groups and subgroups. The relations between the parameters were
computed by Spearman correlation coefficient. The DFI analyses were
performed by Kaplan–Meier Survival estimates and Cox regression hazard
model. In the first step, each of the investigated covariates were divided into
four groups using quartiles of the investigated variable. For these groups, the
Kaplan–Meier survival functions were computed. All possible cut-offs were
tested and the ‘optimal cut-off’ was defined as the highest statistical
significance in Kaplan–Meier (log-rank test). For these cut-offs, the hazard
ratios (HRs) were then computed. In order to reduce the chance of Type I and II
errors, only the cut-offs, where the DFI divided by quartiles had a similar
direction to the DFI, were used. P-values are always departures from two-sided
tests. A P-value of ,0.05 was considered statistically significant. Statistical
analyses of clinical data were performed using SPSS v15.0 software (SPSS Inc,
Chicago, IL, USA).

Results

Fifty-one patients meeting the eligibility criteria were recruited
into the study (26 patients in the palliative Group A and 25
patients in the adjuvant Group B). The clinical and pathological
characteristics of the patients are listed in Table I. Patients in
both groups did not significantly differ in terms of gender, age
at diagnosis, tumour size, lymph node involvement and
grading. On the other hand, patients significantly differed in
metastatic spread of the disease (all patients in the palliative
group were M1 versus M0 in all adjuvant patients) and
subsequent treatment (the palliative group was treated pre-
dominantly by more aggressive FOLFOX regimen). Tumour
localisation also significantly differed between both groups
(rectum prevailed in the palliative group versus adjuvant group,

P 5 0.008). The median of follow-up was 20 months. Neither
the median overall survival nor the median DFI was reached.
Therefore, the importance of transcript levels of ABCs for
overall survival was not evaluated. DFI was evaluated as
a measure of short-term survival; 72% of censors occurred in
the course of follow-up.

Differences in transcript levels of ABCs between tumour and
control tissues

A large number of ABC transcripts were down-regulated in
tumour versus control mucosa tissues (REST 2009 software,
Table II). Among these, ABCA1, ABCA4, ABCA5, ABCA6,
ABCA8, ABCA9, ABCA10, ABCB1, ABCB4, ABCB5,
ABCB11, ABCC3, ABCC5, ABCC6, ABCC7, ABCC8,
ABCC13, ABCD2, ABCD3, ABCD4, ABCG1 and ABCG2
transcripts were down-regulated at a very high level of
significance (P � 0.001). Contrastingly, ABCA12, ABCA13,
ABCB6, ABCC1, ABCC2 and ABCE1 were up-regulated in
tumours versus control tissues to a high extent (Table II). The
remaining ABCs did not show significant deregulation in
compared tissues. Transcript level of ABCC12 was below the
limit of detection in all samples.

Correlations between transcript levels of ABCs in tissues and
clinical data

Relative transcript levels of ABCs were first normalised to six
reference genes. Average CT value of EIF2B1, MRPL19,
PSMC4, POLR2A, PPIA and HPRT1 transcript levels was
calculated for each sample and designated as ENDO value.

Table I. Clinical characteristics of studied groups

Group A (palliative), n 5 26 Group B (adjuvant), n 5 25 Pa

Gender (males/females) 19/7 16/9 0.555 (Fisher’s exact test)
Age at diagnosis (years), median � SD 64.5 � 9.7 63.0 � 8.5 0.676 (ANOVA)
Tumour size (T) 0.798

T2 2 2
T3 19 20
T4 5 4

Lymphnodes involvement (N) 0.856
N0 7 7
N1 11 11
N2 8 7

M classification <0.001
M0 0 25
M1 26 0

Grade 0.361
G1 4 2
G2 21 18
G3 1 5

Primary tumour localisation 0.008
Colon 8 17
Rectosigmoideum 6 6
Rectum 12 2

Chemotherapy 0.006 (Fisher’s exact test)
5-FU � leucovorinb 6 12
FOLFOX 20c 13

Grade 3 or 4 toxicity 1 3
Post-operative radiotherapy 3 4 0.477
Chemotherapy outcome NA

Responders/non-responders 13/13 NA
Relapse/remission NA 7/18

Footnotes:
aAnalysed by Pearson chi-square test. The use of Fisher’s exact test or analysis of variance (ANOVA) is specified in brackets; NA—not applicable.
bTen patients received deGrammonte regimen, six patients received Xeloda (capecitabin) and four patients received 5-FU and leucovorin (FUFA) combination.
cTwelve patients also received Avastin in combination. Significant differences between groups in bold.
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Then, the ratio of CT values for ABC gene/ENDO was
calculated and used for non-parametric tests as described in
Materials and methods. Thus, the higher ABC/ENDO ratios
signify lower relative ABC transcript levels. Clinical character-
istics presented in Table I were correlated with transcript levels
of ABC genes in tumour tissues. A significant inverse
correlation between ABCC10 and tumour grade was found;
the higher the grade, i.e. the more aggressive the tumour, the
lower the ABCC10 transcript level (Table III). Transcript levels
of ABCA12, ABCC7 and ABCC8 in tumour tissues had the
following significant trend in tumour localisation: colon ,
rectosigmoideum , rectum. Interestingly, all three of the
above listed transcripts followed exactly the same trend in
control tissues as in tumours (Table III). However, ABCB9,

ABCB11, ABCG5 and ABCG8 followed the opposite
significant trend, i.e. a decrease in transcript levels in the
direction from colon to rectum (Table III).

Relations between transcript levels of ABCs in tumours and
chemotherapy outcome

In the group of patients with metastatic CRC, the response to
the palliative chemotherapy significantly correlated with the
transcript levels of ABCC6, ABCC11, ABCF1 and ABCF2
(Table III). In the group of patients with radically R0 removed
tumours, the DFI after adjuvant chemotherapy was influenced
by transcript levels of several ABCs. Patients with a low
transcript level of ABCA7 (cut-off � 1.25) had a significantly
shorter DFI (P 5 0.033, log-rank test) and a higher HR of
progression than patients with a high transcript level (HR 5
5.09, 95% HR confidence limits 5 0.97–6.7; Figure 1A).
Similarly, patients with low transcript levels of ABCA13 (cut-
off � 1.58), ABCB4 (cut-off � 1.48), ABCC11 (cut-off �
1.68) and ABCD4 (cut-off � 1.19) had a shorter DFI and
a higher HR of progression (P 5 0.011, HR 5 5.75, 95% HR
confidence limits 5 1.25–26.37; P 5 0.003, HR 5 15.83, 95%
HR confidence limits 5 1.72–145.92; P 5 0.016, HR 5 8.81,
95% HR confidence limits 5 1.05–74.16; P 5 0.023, HR 5
5.51, 95% HR confidence limits 5 1.07–28.48, respectively,
Figure 1B–E) than patients with high transcript levels.
ABCC11 was thus a significant predictor of chemotherapy
outcome in both groups of patients.

Discussion

The efflux of endogenous substrates and also xenobiotics
including anticancer drugs out of the cells presents the
principal activity of ABCs. Thus, ABCs could be important
for both CRC onset and CRC treatment outcome. A number of
monogenic disorders have been associated with ABCs, e.g.
mutations in ABCC7 gene with the onset of cystic fibrosis and
thus, the analysis of mutations in ABCs is routinely used for
genetic testing (9). Although some of the studies observed
significant associations between polymorphisms in ABCs and
the cancer risk, including CRC, there has been no validated
marker among all known 49 human ABCs for CRC prognosis
and therapy outcome prediction until now. Based on the results
of our pilot study, we propose ABC10 and ABCC11 as such
markers and targets for validation studies focused on their
confirmation or rejection.

Despite numerous published studies in animals and cell
models showing the functional impact of ABCs on multidrug
resistance, no convincing evidence of a clinical utility of ABCs
as markers for the prediction of chemotherapy outcome in
cancer patients has been published to date. The majority of
published studies deal with associations of SNPs with therapy
outcome or toxicity. However, there is limited knowledge
about the association between genotype and phenotype. The
reason may be the complexity of ABCs, which are pro-
miscuous and overlap in spectra of transported substrates. The
lack of information about gene and protein expressions and
activity of ABCs in homogenous groups of patients treated by
the same spectra of drugs further complicates the evaluation of
their importance. CRC seems to be a suitable disease for the
pharmacogenomic profiling of ABCs because it is routinely
treated by prototypical substrate of certain ABCs, 5-FU.
Therefore, we have conducted a pilot study aimed at the
evaluation of transcript profiles of all human ABCs in two

Table II. Differences in transcript levels of ABCs between tumour and
control tissues

Gene All patients, n
5 51a

Tumour versus control

ABCA1 0.001 Down-regulation
ABCA2 NS No change
ABCA3 0.017 Down-regulation
ABCA4 0.001 Down-regulation
ABCA5 ,0.001 Down-regulation
ABCA6 ,0.001 Down-regulation
ABCA7 NS No change
ABCA8 ,0.001 Down-regulation
ABCA9 ,0.001 Down-regulation
ABCA10 ,0.001 Down-regulation
ABCA12 ,0.001 Up-regulation
ABCA13 0.002 Up-regulation
ABCB1 ,0.001 Down-regulation
ABCB2 NS No change
ABCB3 NS No change
ABCB4 ,0.001 Down-regulation
ABCB5 ,0.001 Down-regulation
ABCB6 0.004 Up-regulation
ABCB7 NS No change
ABCB8 NS No change
ABCB9 NS No change
ABCB10 0.003 Down-regulation
ABCB11 ,0.001 Down-regulation
ABCC1 ,0.001 Up-regulation
ABCC2 0.001 Up-regulation
ABCC3 ,0.001 Down-regulation
ABCC4 0.008 Down-regulation
ABCC5 ,0.001 Down-regulation
ABCC6 ,0.001 Down-regulation
ABCC7 0.001 Down-regulation
ABCC8 ,0.001 Down-regulation
ABCC9 NS No change
ABCC10 NS No change
ABCC11 NS No change
ABCC13 ,0.001 Down-regulation
ABCD1 NS No change
ABCD2 ,0.001 Down-regulation
ABCD3 ,0.001 Down-regulation
ABCD4 ,0.001 Down-regulation
ABCE1 ,0.001 Up-regulation
ABCF1 NS No change
ABCF2 NS No change
ABCF3 NS No change
ABCG1 ,0.001 Down-regulation
ABCG2 ,0.001 Down-regulation
ABCG4 NS No change
ABCG5 NS No change
ABCG8 NS No change

aSignificantly deregulated genes by REST software (P-value displayed);
NS—non significant.
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groups of CRC patients strongly differing in prognosis.
Patients who underwent the radical surgical resection of the
tumour have better prognosis than patients with the metastatic
disease. Both groups were treated by chemotherapy regimens
based on 5-FU and the short-term evaluation of response to this
treatment was available. We hypothesised that a strong effect
of potential marker(s) should be clearly visible in both groups.
As far as we are aware, this is the first complex study of the
role of ABC transporters in the tumour development and
treatment conducted on CRC patients.

The majority of the studied ABCs were down-regulated or
unchanged between tumours and non-neoplastic control tissues
in this study. ABCA12, ABCA13, ABCB6, ABCC1, ABCC2
and ABCE1 were up-regulated in tumours versus control
tissues. There are several studies on the assessment of
transcript or protein levels of the selected ABCs (usually
ABCB1, ABCG2 and members of ABCC subfamily) in the
literature of CRC. Our data comply with the previous reports
with regard to the down-regulation of ABCB1 (20) and
ABCC3 as well as the up-regulation of ABCC2 in colorectal
tumours (29). In addition, we found the up-regulation of
ABCC1 that had not been previously detected (29). Moreover,
our results confirmed the previously observed down-regulation
of ABCG2. ABCG2 mRNA showed a 6-fold decrease in
colorectal tumours in comparison with control tissues (48). A
ubiquitous expression of ABCE1 mRNA in normal and tumour
colon tissues was found. Among 21 peptides with the HLA-
A2-binding motifs, two ABCE1-derived peptides were recog-
nised by the colon cancer-reactive cytotoxic T lymphocytes in
a dose-dependent manner. The authors suggested that ABCE1
and its peptides could be target molecules in specific
immunotherapy for HLA-A2-positive CRC patients (49).
Our observation of significant up-regulation of ABCE1 in
tumour tissue of CRC patients, if confirmed by independent
study, may be relevant for targeted therapy of CRC. There are
no literature data on transcript or protein levels of other ABCs
in tumour and non-neoplastic tissues from a series of CRC
patients.

The analysis of the tumour localisation has identified highly
interesting trends. Transcript levels of certain ABCs increased
or declined in direction from colon to rectum in a significant
trend. Firstly, we noticed this effect in the tumour tissues. To
discern this effect from possible deregulation of mRNA
expression by the tumour pathophysiology, we analysed the
tissue distribution of transcripts of ABCs also in non-neoplastic
control tissues. The same ABCs as in tumours, namely
ABCA12, ABCC7 and ABCC8, were found differentially
distributed in control tissues maintaining the same trend
towards localisation (increase from colon to rectum). Addi-
tionally, ABCB9, ABCB11, ABCG5 and ABCG8 followed the
opposite significant trend, i.e. a decrease in transcript levels in
direction from colon to rectum. Significant changes in gene and
protein expression along the anterior–posterior intestinal axis
were observed for solute carrier transporters in mice (50).
Moreover, mRNA expression levels of murine Abcb2, Abcb3,
Abcb9, Abcc3, Abcc6, Abcd1, Abcg5 and Abcg8 displayed
significantly differential gene expression along the duodenum,
jejunum, ileum and colon (51). In human samples, the
expression of mRNA for ABCB1 and ABCC2 was highest in
jejunum and decreased towards more distal regions, whereas
ABCC1 was equally distributed in all intestinal regions (52).
We did not confirm the results of Gutmann et al. (53) who
found that mRNA expression of ABCG2 was maximal in the
duodenum and decreased continuously down to the rectum,
perhaps due to the fact that we had no access to samples from
duodenum. Moreover, human ABCs identified by us to be
differentially distributed in colorectal tissues have not been
studied in this regard yet. A possible relevance of the observed
gradient in expression of ABCs for efficacy of CRC
chemotherapy shall be further studied.

The majority of clinically associated ABCs were either
down-regulated or unchanged in tumours versus control
tissues. In terms of chemotherapy outcome, the induction of
mRNA levels of ABCs and subsequent enhancement of their
effect cannot be ruled out. In fact, the ABCG2 mRNA content
in hepatic metastases was found to be higher after an

Table III. Significant correlations of transcript levels of ABCs with clinical data

Grade G1 (n 5 6)a G2 (n 5 38)a G3 (n 5 7)a Pb

ABCC10 1.14 � 0.04 1.17 � 0.04 1.23 � 0.05 0.010

Primary localisation—tumour tissue Colon
(n 5 24)a

Rectosigmoideum
(n 5 12)a

Rectum
(n 5 14)a

Pb

ABCA12 1.65 � 0.22 1.50 � 0.10 1.46 � 0.17 0.020
ABCC7 1.14 � 0.18 1.07 � 0.10 1.02 � 0.04 0.017
ABCC8 1.78 � 0.15 1.77 � 0.14 1.67 � 0.15 0.042

Primary localisation—control tissue
ABCA12 1.76 � 0.14 1.64 � 0.10 1.59 � 0.10 0.001
ABCC7 1.04 � 0.08 1.01 � 0.04 0.98 � 0.04 0.005
ABCC8 1.52 � 0.08 1.50 � 0.05 1.44 � 0.04 0.002
ABCB9 1.25 � 0.03 1.27 � 0.04 1.29 � 0.03 0.005
ABCB11 1.29 � 0.11 1.32 � 0.05 1.37 � 0.05 0.004
ABCG5 1.52 � 0.10 1.62 � 0.07 1.65 � 0.09 ,0.001
ABCG8 1.47 � 0.11 1.58 � 0.07 1.60 � 0.10 ,0.001

Response in palliative group Responders
(n 5 13)a

Non-responders
(n 5 13)a

Pb

ABCC6 1.23 � 0.05 1.28 � 0.06 0.033
ABCC11 1.57 � 0.06 1.69 � 0.06 ,0.001
ABCF1 1.06 � 0.03 1.08 � 0.03 0.044
ABCF2 1.09 � 0.03 1.12 � 0.03 0.015

aMean � SD.
bSignificant differences analysed by independent Kruskal–Wallis test.
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Fig. 1. Kaplan–Meier survival plots presenting the relation between DFI and transcript levels of ABCs. Survival curves are shown for two groups of patients divided
by cut-off (for evaluation of cut-off, see Materials and methods). Individual figures illustrate Kaplan–Meier survival plots of patients with respect to transcript levels
of ABCA7 (A, cut-off 1.25), ABCA13 (B, 1.58), ABCB4 (C, 1.48), ABCC11 (D, 1.68) and ABCD4 (E, 1.19). Dashed lines represent the group with higher
normalised values than cut-off (meaning low transcript levels of ABCs) and solid lines represent the group with lower or equal values than cut-off (high transcript
levels of ABCs).
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irinotecan-based chemotherapy than in irinotecan-naı̈ve metas-
tases (54). However, the access to post-operative liver
metastases in the studied group of patients was limited and
such analysis will be the subject of the validation study. In this
context, it seems quite interesting that, according to recent
study, synchronous or metachronous liver metastases could be
treated differently on the basis of different gene expression
signatures (55).

The transcript level of ABCC10 in tumours correlated with
the grade in our study. There are no data on ABCC10 role in
CRC in the literature. The lower ABCB1 expression was found
in poorly differentiated CRC tumours (P , 0.05; 20) in line
with the study on cell lines, where ABCB1 had a higher
expression in well-differentiated colon cancer cells, when
compared with the poorly differentiated ones (14). An
increasing expression of another member of ABCC subfamily,
ABCC3 with higher grade, i.e. the opposite trend to our
observation with ABCC10, was found in pancreatic tumours
(56). No further data on the association of other ABCs with
grading in CRC are currently available. Zhang et al. (57)
indicated that ABCB1 expression significantly correlated with
tumour localisation (P 5 0.039) and gender (P 5 0.043). The
intensity of immunohistochemical ABCG2 protein staining
was higher in tumours of CRC patients with lymph node
positive than in negative disease (30 versus 6.7%, respectively;
P , 0.025). Thus, it seemed that ABCG2 expression may be
important for progression and metastasis of CRC (58). Our
pilot study, however, did not confirm any of the above
published associations.

In the group of patients treated by palliative chemotherapy,
the response was analysed using RECIST criteria. Patients
were divided into two groups (responders versus non-
responders). Transcript levels of ABCC6, ABCC11, ABCF1
and ABCF2 were significantly higher in responders in
comparison with non-responders. In the group of patients
treated by the adjuvant chemotherapy after the radical surgical
resection of tumour, the relation between transcript levels of
ABCs and DFI was evaluated. DFI was significantly shorter
and HR of progression higher in patients with low transcript
levels of ABCA7, ABCA13, ABCB4, ABCC11 and ABCD4,
suggesting that these genes play a role in the therapy outcome

of patients treated by the adjuvant chemotherapy. Thus,
ABCC11 was up-regulated in the chemotherapy-naı̈ve tumours
from patients who subsequently achieved a good response to
the chemotherapy in both palliative and adjuvant groups.
ABCC11 was shown to be a resistance factor for fluoropyr-
imidines (34). Oguri et al. (59) discovered that expression of
the ABCC11 is induced by 5-FU and that ABCC11 is directly
involved in 5-FU resistance by the efflux transport of the active
metabolite FdUMP in human small-cell lung cancer cell lines.
We hypothesise that the high ABCC11 expression in tumours
before chemotherapy observed in both groups of CRC patients
studied by us may limit further induction of ABCC11 by 5-FU
treatment. However, to confirm or reject our idea, we need to
analyse post-chemotherapy samples from the same patients or
run a larger validation study.

It is also interesting that the most studied ABCs in the area
of chemoresistance, ABCB1, ABCC1-5 and ABCG2 did not
predict 5-FU therapy outcome in our CRC patients. We cannot
add more evidence to the results of the recent study reporting
that ABCC1 in CRC tissues could predict the reduced folate
level after leucovorin administration and determine the efficacy
of treatment by leucovorin (60). Schmidt et al. (61) observed
up-regulation of ABCC6 in 5-FU-resistant colon tumour cell
lines. Quite recently, ABCC3, ABCC4 and ABCC5 were
found up-regulated in 5-FU-resistant pancreatic carcinoma
cells (62). Nevertheless, results obtained using rather uniform
cell line models cultured in the presence of a drug for a long
time may not reflect the real situation in such a heterogeneous
entity as colorectal tumour or a series of such tumours. As
regards, observation in cancer patients, a significant de-
regulation of gene expression in a number of ABCs was found
in breast cancer patients (n 5 19) receiving preoperative
(neoadjuvant) chemotherapy regimens including 5-FU.
ABCA1, ABCA12, ABCB6, ABCC5, ABCC11 and ABCC13
were down-regulated in patients with complete pathological
response, in comparison with patients with residual disease. In
contrast, ABCB2, ABCC7 and ABCF2 were up-regulated in
patients with complete pathological response (63). In breast
cancer patients treated with endocrine therapy, ABCF2 protein
immunopositive tumours had a longer disease-free survival
when the tumours were oestrogen receptor negative or

Fig. 2. Proposed involvement of ABCs in CRC development, progression and treatment outcome.
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progesterone receptor negative (P 5 0.002 and 0.005,
respectively; 64). Thus, the up-regulation of ABCF2 observed
by us in CRC patients corresponds to available data on breast
and cervical cancers. It seems obvious that ABCs have tumour-
specific expression profiles (65) and thus also different roles in
the mechanism of chemoresistance of the cancer cell
(summarised in Figure 2). Thus, further studies are needed to
evaluate the importance of the results obtained by this study.

The study of transcript levels rather than protein expression
may be seen as the major limitation of our study. The power of
protein analysis is obvious. However, the use of immunohis-
tochemical analysis is semi-quantitative and reflects only
protein level and not its activity. In addition, the issue of
availability, specificity and selectivity of the antibodies further
limits protein analysis. The correlations between transcript and
protein levels of human ABCs are mostly unknown and thus,
we shall consider transcript levels as independent markers. For
the assessment of transcript levels, we have used highly
sensitive methods based on real-time PCR, which is superior to
relative or semi-quantitative approaches. The small sample size
and absence of correction for multiple testing could be seen as
another limitation of our pilot study. Thus, all results should be
interpreted with caution and need to be confirmed by both
retrospective and prospective validation studies on a larger and
independent series of CRC patients.

In conclusion, our pilot study brings to light new and
interesting data. Transcript levels of all known human ABC
transporter genes were assessed in a series of tumour and
control tissue samples from well-characterised CRC patients.
Several genes were found deregulated in tumours compared
with control tissues and a gradient of transcript levels along the
superior–inferior axis of the large intestine was observed for
the first time. The comparison of outcomes of patients treated
by the 5-FU-based regimens suggested that ABCC11 may
present a promising candidate marker. The validation of
candidate genetic markers identified in the pilot study will be
the next goal of our current research.

Supplementary data

Supplementary Table IS–VIS and Material are available at
Mutagenesis Online.
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Pancreatic carcinoma is one of the most severe forms of 
malignant disease with high mortality [1]. The etiology and molecular 
pathogenesis of the disease is still weakly understood [2]. The 
prognosis of patients remains very poor. Operative resection is the 
only therapeutic option with curative potential, but no more than 
20% of patients have potentially operable tumors, and many of them 
experience recurrence of the disease despite the radical surgery [3]. 
Patients who received chemotherapy showed better survival than 
those who received only the best supportive care [4]. Despite this 
fact, resistance developed against anticancer drugs significantly 
limits their clinical use and influences the overall survival. Inter-
individual differences in anticancer drugs pharmacokinetics and 
pharmacodynamics have been demonstrated. One of the most 
important mechanisms of the drug resistance is low accumulation 
of the drug in cancer cells caused by decreased uptake or increased 
efflux of the drug. The efflux is performed mainly by transmembrane 
ABC transporters [5]. The human family of ABC transporters has 49 
members divided into 7 subfamilies (named ABCA - ABCG based 
on sequence similarities, [6]). Fourteen ABC transporters have been 
shown to contribute to the drug resistance in cancer cells, causing so 
called “multi drug resistance” (MDR) phenotype in cell lines and/
or patients with various types of cancers (namely ABCA2, ABCB1/
MDR1, ABCB4, ABCB11, ABCC1-ABCC6, ABCC10-ABCC12 and 
ABCG2/BCRP) [7].

Besides the well-known function of ABC transporters in the 
multidrug resistance to anticancer therapy there are important 
physiological functions of these proteins. It is clear that ABC 
transporters play an important role in all aspects of malignant disease: 
individual cancer susceptibility, tumor initiation and progression 
as well as the response of immunity system to tumor cells and the 
sensitivity of tumor cells to chemotherapy. The efflux of endogenous 
substrates and xenobiotics (including anticancer drugs) out of the 
cells presents the principal detoxification activity of ABCs.

Mutant K-ras activation and/or hypoxia of human pancreatic 
ductal epithelial (HPDE) cells led to induction of various ABC 
transporters [8]. Thus, ABCs could be important for both the 
pancreatic cancer onset and for the treatment outcome as well. Konig 
et al. [9] quantified the mRNA expression of nine ABCC family 
members and of ABCG2 in normal human pancreas and in pancreatic 
carcinoma (n=37). The expression of ABCC3 and ABCC5 mRNA 
was upregulated in pancreatic carcinoma samples. The authors 
suggested that ABCC3 and ABCC5 are involved in drug resistance 
of pancreatic tumors and analysis of their expression may contribute 
to the prediction of the chemotherapy outcome. ABCC5 mRNA 
expression in pancreatic adenocarcinoma cell lines significantly 
correlated with cellular sensitivity to 5-fluorouracil (5-FU) [10]. This 
result suggests that ABCC5 is expressed and functionally active and 
contributes to variable sensitivities of pancreatic adenocarcinoma 
cell lines to 5-FU. Further investigations using models that resemble 
human pancreatic tumors are necessary to prove a causative relation 
between expression and activity of ABCC5 and tumor resistance 
to 5-FU. In vitro, overexpression of the ABCB4 has been directly 
implicated in resistance to a spectrum of chemotherapeutic agents 
such as paclitaxel and doxorubicin [11,12]. ABCC10 mRNA levels 

were remarkably increased in doxorubicin-treated (MCF7) cells and 
its expression seems to be regulated in a TP53-dependent manner 
[13]. However, the nucleotides were not found to be transported by 
ABCC10 and nucleotide analogs are the most common pancreatic 
cancer therapeutics.

In conclusion, contributions of ABCs to chemoresistance 
of pancreatic cancer remain unknown. Similarly, their specific 
functions in other aspects of malignant disease, e.g. individual cancer 
susceptibility, tumor initiation, progression and the response of 
immunity system to tumor cells are not well understood. Based on 
the results of different studies, it is clear that some members of ABC 
transporters superfamily (e.g. ABCC1, ABCC3, ABCC5, and ABCC10) 
are possible genetic markers and targets for further validation studies 
on pancreatic carcinoma chemoresistance. A better understanding of 
genetic and molecular features of processes mediated by ABCs shall 
greatly improve pancreatic cancer treatment modalities. It remains an 
interesting field for future research to identify subgroups of patients 
who may benefit from specific anticancer drugs and “tailor” therapy 
to their “tumor profile”.
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PŘEHLED

Role membránových transportérů 
v chemorezistenci karcinomu pankreatu 
při terapii gemcitabinem

Th e Role of Membrane Transporters in Cellular Resistance 
of Pancreatic Carcinoma to Gemcitabine

Mohelníková- Duchoňová B.1,2, Souček P.1

1 Laboratoře toxikogenomiky, Státní zdravotní ústav, Praha
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Souhrn
Východiska: Karcinom pankreatu je jednou z nejzávažnějších forem nádorového onemocnění 

s velmi vysokou mortalitou, která ho v ČR řadí na čtvrtou příčku v příčinách úmrtí na nádorová 

onemocnění. Cytostatikum ze skupiny nukleosidových analog –  gemcitabin –  patří v současné 

době mezi široce užívané preparáty v onkologické léčbě a zejména u karcinomu pankreatu. 
Existují však významné interindividuální rozdíly ve farmakokinetice a farmakodynamice gem-

citabinu, které mohou významně ovlivnit výsledek terapie u takto léčených pacientů. Vznik 

lékové rezistence výrazně limituje klinické využití gemcitabinu, stejně jako ostatních cytostatik. 
Cíl: V tomto článku jsou shrnuty základní dostupné informace o významných membránových 

proteinech účastnících se transportu gemcitabinu přes buněčnou membránu a jejich role při 

vzniku chemorezistence u nádorových buněk pankreatu.

Klíčová slova
karcinom pankreatu –  membránové transportní proteiny –  ABC přenašeče –  proteiny přenášející 

nukleosidy –  gemcitabin

Summary
Backgrounds: Pancreatic carcinoma is one of the most serious forms of cancer, with a very high 

mortality rate, and is the fourth leading cause of cancer-related death in the Czech Republic. 
The etiology and molecular pathogenesis of the disease is still poorly understood. Gemcitabine 

is a cytotoxic nucleoside analog, which is widely used in the treatment of malignancies, and in 

particular in pancreatic carcinoma. Interindividual diff erences in gemcitabine pharmacokine-

tics and pharmacodynamics have been demonstrated, which can signifi cantly infl uence the 

outcome of the therapy in thus treated patients. Resistance developed to nucleoside analogs 

limits their clinical use, just like in the case of any other cytostatics. Aim: This review summari-

zes available data concerning the membrane proteins involved in the transport mechanism of 

gemcitabine through cellular membrane, and their role in the cellular resistance of pancreatic 

carcinoma to gemcitabine.
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Úvod
Karcinom pankreatu (MKN- 10 : C.25; 

OMIM : 260350) je jednou z nejzávaž-

nějších forem nádorového onemocnění 

s velmi vysokou mortalitou, která ho v ČR 

řadí na čtvrtou příčku v příčinách úmrtí 

na nádorová onemocnění (zdroj ÚZIS 

2010, www.novis.cz). Etiologie a moleku-

lární patogeneze tohoto onemocnění ne-

jsou stále objasněny. Mezi publikované 

rizikové faktory patří věk, pohlaví, diabe-

tes, chronická pankreatitida, dietní ná-

vyky, kouření a infekce Helicobacter py-
lori [1,2]. Navíc genetická variabilita genů 

kódujících enzymy metabolizmu cizoro-

dých látek může rovněž hrát důležitou 

roli při vzniku a rozvoji této malignity.

Mezi základní prognostické faktory 

patří stadium onemocnění (staging), 

provedení radikálního chirurgického vý-

konu a výkonnostní stav pacienta (per-

formance status) [3].

Molekulárně bio logické prognostické 

faktory jsou intenzivně studovány, ale 

zatím bez uplatnění v klinické praxi [4].

Mutace v genu KRAS jsou přítomny 

přibližně v 85 % sporadických nádorů 

pankreatu [4]. Frekvence výskytu KRAS 

mutací jsou asociovány s kouřením, al-

koholem a expozicí organickým roz-

pouštědlům [5,6]. Tyto mutace lze dete-

kovat již na samém počátku nádorového 

procesu [7]. Mutace v kodonu 12 působí 

změnu funkce KRAS proteinu, který se-

trvává v aktivovaném stavu, a umož-

ňuje tak funkci signálních drah (MAPK, 

PI3K, NF- kB a RAL- GTP), což vede k za-

stavení buněčného cyklu v G1 fázi 

a následné kumulaci pozdějších alte-

rací v dalších genech, jako CDKN2A, 

TP53 apod. [8]. Studie s využitím inhi-

bice exprese pomocí siRNA poukázaly 

na zásadní úlohu KRAS při udržení ná-

dorové populace [9,10]. KRAS- negativní 

tumory vykazují, co se týče přežívání 

pacientů po radioterapii, lepší výsledky 

než tumory s přítomnými mutacemi. 

Analýzou podtypů KRAS mutací u karci-

nomu pankreatu bylo v souladu s výše 

zmíněnou studií prokázáno, že na vý-

sledné přežívání nemocných mají vliv 

zejména mutace cGT, GcT a GaT v ko-

donu 12 (wild type GGT) [11]. Tumory 

s mutacemi v kodonu 13 mají menší ten-

denci k lokální progresi i ke vzdálenému 

metastazování [12].

Prognóza tohoto onemocnění je vzhle-

dem k mortalitě rovnající se incidenci in-

faustní. Chemoterapií pokročilého kar-

cinomu pankreatu je dosahováno me-

diánu přežití jen kolem 5– 8 měsíců. 

V kontrolních skupinách bez chemote-

rapie se pohybuje medián přežití pouze 

mezi 2 a  4 měsíci [3]. Jednou z příčin je 

pozdní diagnostika tohoto typu one-

mocnění. Klinické příznaky se objevují 

až v pozdních stadiích a v době diagnózy 

je již 50 % pacientů s metastatickým po-

stižením. Jediným dnes potenciálně ku-

rativním přístupem je radikální resekce. 

S ohledem na pozdní diagnózu a špatný 

výkonnostní stav nemocných podstu-

puje radikální výkon jen kolem 15– 20 % 

pacientů [13]. V adjuvanci i paliativní 

chemoterapii se uplatňují zejména 

nukleo tidové antimetabolity. Dnes je 

uváděn jako lék první volby gemcitabin 

(2’,2’- difl uordeoxycytidin).

Gemcitabin
Gemcitabin – 2’,2’- difluordeoxycytidin 

(obr. 1) patří ke druhé generaci nukleosi-

dových analog. K léčbě karcinomu pan-

kreatu je standardně používán prepa-

rát Gemzar, který je využíván i při léčbě 

NSCLC a karcinomu močového měchýře, 

v druhé linii i pro nádory ovaria a prsu. 

Přestože je monoterapie gemcitabinem 

uváděna jako zlatý standard v léčbě 

pokročilého adenokarcinomu pan-

kreatu (NCCN Clinical Practice Guideli-

nes in Oncology: Pancreatic Adenocarci-

noma V.1.2009. National Comprehensive 

Cancer Network), je odpověď na tera-

pii gemcitabinem u nádorových buněk 

pankreatického duktálního adenokarci-

nomu v ně kte rých studiích uváděna jen 

12 % a výsledky léčby mezi jednotlivými 

pacienty se významně liší. V současnosti 

je vyvíjena maximální snaha o nalezení 

prediktivních faktorů odpovědi na léčbu 

gemcitabinem u pacientů s karcino-

mem pankreatu a individualizaci léčby. 

Matsubara et al [14] vytvořili skórovací 

systém (normogram), který v jejich ko-

hortě 304 pacientů s pokročilým karci-

nomem pankreatu léčených gemcita-

binem dokázal rozlišit vysoce rizikovou 

skupinu pacientů s krátkým mediánem 

přežívání do 150 dní (p = 2 × 10– 15). Sle-

dovanými parametry tohoto normo-

gramu byly hladiny 1- antitrypsinu a al-

kalické fosfatázy v plazmě pacientů, 

počet leukocytů a performance status.

Chemorezistence je způsobena mnoha

různými, pravděpodobně na sobě nezá-

vislými mechanizmy. Gemcitabin je trans-

portován do intracelulárního prostoru 

pomocí nukleosidových transportérů [3], 

naopak transportéry rodiny ABC způso-

bují jeho efl ux ven z buňky [4]. Intracelu-

lárně dochází k jeho metabolické aktivaci. 

Preparát je fosforylován deoxycytosinki-

názou na gemcitabin-monofosfát a dále 

konvertován na dFd- dCDP a dFd- dCTP. 

Vzniklé metabolity gemcitabin-trifosfát 

a gemcitabin-difosfát [15] zodpovídají za 

vlastní cytostatický efekt léku.

Na fosforylaci gemcitabinu se může 

podílet i mitochondriální tymidinkináza 

(TK2). Substrátová specifi ta TK2 je však 

pro gemcitabin výrazně nižší než pro pří-

rodní formy nuklesidů. 

Metabolická inaktivace probíhá ze-

jména cestou cytidindeaminázy anebo 

po fosforylaci cestou deoxycytidindeami-

názy (DCTD) [16]. DCTD se účastní reakce, 

při které vzniká 2’- 2’ difl uordeoxyuridin. 

Mezi dalšími faktory, které velmi pravdě-

podobně ovlivňují citlivost, jsou zvýšená 

oprava DNA a alterace cesty apoptózy 

[17]. V poslední době je věnováno velké 

úsilí studiu možností ovlivnění cest bu-

něčné signalizace a úloze genů regulují-

cích buněčný cyklus.

Nukleosidové transportéry
Přestože gemcitabin je hydrofi lní látka, 

pravděpodobně nedochází k jeho vý-

znamnému průniku přes plazmatickou 

membránu prostou difuzí. Nukleosidový 

transport se vyskytuje jako Na+- indepen-

dentní, obousměrný prováděný hENT 

(human Equilibrative Nucleoside Trans-

Obr. 1. Gemcitabin.
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portéru a velmi pravděpodobně bude 

tento princip univerzální. Vysoce pozi-

tivní imunohistochemické barvení pro 

P- glykoprotein bylo nalezeno u 73 % 

duktálních adenokarcinomů pankreatu 

(n = 103), přičemž exprese ABCB1 genu 

byla detekována ve všech vyšetřených 

tumorech, a to ve zvýšené míře oproti 

normální tkáni slinivky břišní. Vyšší míra 

exprese ABCB1 dle autorů významně ko-

relovala s lepší prognózou a byla uve-

dena do souvislosti s menší bio logickou 

agresivitou nádoru. Dále byla nalezena 

vyšší exprese ABCB1 v dobře diferenco-

vaných nádorech oproti těm hůře dife-

rencovaným [34]. Na tuto studii navázala 

skupina autorů [35], v jejichž studii bylo 

75 % vzorků karcinomu pankreatu imu-

nohistochemicky pozitivních na přítom-

nost proteinu ABCB1 (n = 63). Pacienti 

s nízkou či střední expresí proteinu vy-

kazovali delší dobu přežití než pacienti 

s negativní expresí. Velmi zajímavé bylo, 

že u případů s vysokým stupněm exprese 

genu ABCB1 bylo nalezeno kratší přeží-

vání než u těch s nižší expresí [35]. Exprese 

ABCB1 se tedy projevuje jako obecný fe-

nomén vyskytující se v nenádorové i ná-

dorové tkáni, jehož klinický dopad není 

stále jasný, a jeví se jako aktuální pro po-

drobné studium v jednotlivých typech 

nádorů. Na našem pracovišti již probíhá 

studium ABCB1 v nádorové tkáni prsu. 

Mezi první publikované výsledky patří 

prokázaný vztah mezi jednotlivými po-

lymorfi zmy genu ABCB1 a mírou exprese 

tohoto genu (resp. hladinou transkriptu 

v nádorech prsu). Výskyt funkčních po-

lymorfi zmů navíc koreloval s prognózou 

onemocnění (stav estrogenních recep-

torů) [36].

ABCC (MRP) rodina
ABCC rodina zahrnuje 13 členů, přičemž

9 z nich se řadí mezi tzv. multidrug re-

sistence proteins (MRP1- MRP9, resp. 

ABCC1- ABCC6 a ABCC10- ABCC12). ABCC 

transportéry jsou integrální membrá-

nové proteiny způsobující ATP- depen-

dentní export organických iontů ven 

z buněk. ABCC1- 6 transportují lipofi lní 

složky konjugované s glutathionem, 

glukuronátem či sulfátem. Substráty 

pro ABCC4, ABCC5 a ABCC11 zahrnují 

také cyklické nukleotidy a nukleotidová 

analoga [37– 39]. ABCC4 byl navíc iden-

delší medián přežití než ti s nízkou ex-

presí či absencí hENT1 (13 vs 4 měsíce, 

p = 0,01) [23]. Podobné výsledky uka-

zuje i farmakogenetická studie na 83 pa-

cientech, kdy byla exprese analyzována 

pomocí PCR. Dle autorů bylo celkové 

přežívání delší u pacientů s vysokou hla-

dinou transkriptů hENT1 (25,7 vs 8,5 mě-

síce) [24].

ABC transportéry
Chemorezistence je způsobena mnoha 

různými, pravděpodobně na sobě ne-

závislými mechanizmy. Jedním z důleži-

tých mechanizmů je snížená akumulace 

léčiva v nádorových buňkách způso-

bená jeho zvýšeným únikem (efl ux). Ten 

je zprostředkován proteiny, které z velké 

části přísluší k nadrodině ABC transpor-

térů (human ATP-binding cassette trans-

porters). K dnešnímu datu bylo v lidském 

genomu identifi kováno 49 různých ABC 

transportérů. Dělí se do 7 tříd (A- G) na zá-

kladě sekvenční podobnosti. Prvním po-

psaným lidským ABC transportérem byl 

P- glykoprotein (ABCB1) [25]. Následně 

byl izolován z buněk buněčné linie bron-

chogenního karcinomu MRP1 (ABCC1) 

[26]. Ukázalo se, že zejména zástupci ro-

diny ABCB, ke které se řadí i P- glykopro-

tein [22] a rodiny ABCC [27], jsou zod-

povědné za mnohočetnou lékovou 

rezistenci, tzv. MDR (multiple drug re-

sistance). Kromě uvedených transpor-

térů lze jmenovat i další transportéry, 

např. BCRP (ABCG2) [28].

ABCB1 (MDR1, P- glykoprotein)
ABCB1, nazývaný také MDR1 či P- glyko-

protein, je nejdéle známý a v součas-

nosti nejlépe prostudovaný zástupce ABC 

transportérů. Substrátem ABCB1 jsou 

obecně hydrofobní léky s polyaromatic-

kým jádrem a neutrálním nebo kladným 

nábojem, např. etoposid, adriamycin, 

vinblastin [29]. Dříve provedené studie 

prokázaly, že genetické polymorfizmy 

v ABCB1 genu jsou důležitou determinan-

tou jeho exprese a funkce [30] a obecně 

ovlivňují odpověď na farmakoterapii 

[31]. Dle závěrů japonských studií [32,33] 

vykazují haplotypy ABCB1 významnější 

vztah k míře exprese než jednotlivé po-

lymorfi zmy. Proto lze předpokládat, že 

haplotypy mohou lépe určit vztah mezi 

genotypem a fenotypem tohoto trans-

porter, označovaný také jako rodina 

SLC29), nebo jako Na+- dependentní, pro-

váděný hCNT (human Concentrative Nu-

cleoside Transporter, rodina SLC28). Zatím 

je známo sedm nukleosidových transpor-

térů, které se dělí do dvou rodin proteinů: 

SLC29 (SLC29A2, SLC29A3, SLC29A4, 

známé rovněž jako hENT1, hENT2, hENT3 

a hENT4) a SLC28 (SLC28A1, SLC28A2, 

SLC28A3, také označovány jako hCNT1, 

hCNT2 a hCNT3) [18,19].

Současný výzkum prokázal, že buňky, 

které nejsou schopny transportu pomocí 

těchto proteinů, jsou k inhibici gemcita-

binem významně rezistentní. Příkladem 

je např. inhibice nukleosidových trans-

portérů inhibitory typu dipyridamolu 

[20].

Gemcitabin je podáván jako i.v. bolus 

v infuzi trvající cca 30 min, a to první, 

osmý a patnáctý den 28denního cyklu, 

nebo jednou týdně po dobu dvou mě-

síců. Peak v séru dosahuje maximálně 

50mM a deaminace způsobí rychlý po-

kles plazmatické koncentrace, takže 

v průběhu 2 hod spadne pod hranici sta-

novitelnosti. Předpoklad, který z toho vy-

plývá, je, že buňky jsou vystaveny gem-

citabinu v signifi kantní koncentraci jen 

krátkou dobu a neúčinný buněčný upt-

ake je s největší pravděpodobností jed-

ním z mechanizmů chemorezistence [20].

Gemcitabinový uptake je zajišťován

4 transportéry: hENT1 =~ hCNT1 > hENT2

> hCNT3 [20]. Ve tkáních pankreatu je

exprimován hENT1, hENT2 [19], ale vy-

skytují se zde i hCNT transportéry 

(hCNT1, hCNT2, hCNT3), jejichž exprese 

v nádorových tkáních je velmi variabilní 

[20]. Hlavní mechanizmus příjmu gemci-

tabinu buňkou je tedy pravděpodobně 

zajišťován hENT transportéry, protože ak-

tivita hCNT1 byla demonstrována pouze 

v ledvinách, játrech, střevu a hCNT3 jen 

v leukemických buňkách a v buňkách ko-

lorektálního karcinomu [22].

Studie in vitro ukázaly, že gemcitabin 

je do buněk transportován převážně díky 

hENT1 transportéru [21] a použití inhibi-

torů, jako je nitrobenzyl-merkaptopu-

rin-ribosid či dipyridamol, snížilo více než 

20násobně citlivost ke gemcitabinu [20]. 

Imunohistochemická studie na nádoro-

vých tkáních od 21 pacientů s pokroči-

lým karcinomem pankreatu ukázala, že 

pacienti s expresí hENT1 měli významně 
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Erlotinib je aktivně transportován do 

buněk pomocí ABCB1 a ABCG2 trans-

portérů in vitro [48]. V souladu s tímto 

tvrzením byla i in vivo nalezena vyšší 

bio logická dostupnost erlotinibu po per-

orálním podání u myší, které měly tyto 

dva transportéry inaktivovány, oproti 

zvířatům, která měla tyto transportéry 

aktivní [48].

Závěr
Karcinom pankreatu patří k nádorovým 

onemocněním s velmi vážnou prognó-

zou a pětiletým přežitím pod 5 %, a to 

i přes celosvětovou snahu o hledání 

účinnější léčby, včetně léčby bio logické. 

V současnosti se za nejúčinnější dostup-

nou léčbu považuje kombinovaná te-

rapie: gemcitabin (Gemzar) a erlotinib 

(Tarceva). Pacienti s pokročilým karcino-

mem pankreatu léčení touto kombinací 

dosahují jednoletého přežití až ve 20 % 

[49].

Chemorezistence je způsobena mnoha 

různými, pravděpodobně na sobě nezá-

vislými mechanizmy. Nicméně jak u gem-

citabinu, tak i u erlotinibu byl in vitro i in 
vivo prokázán významný vliv membrá-

nových transportérů na bio logickou do-

stupnost a účinnost těchto preparátů.

Gemcitabin je transportován do intra-

celulárního prostoru pomocí nukleosido-

vých transportérů. Transportéry rodiny 

ABC pak způsobují vypumpování jak 

gemcitabinu, tak i erlotinibu ven z buňky. 

vičním transportérem a k jeho správné 

funkci je třeba vytvoření homodimerní 

nebo oligomerní efl uxní membránové 

pumpy spojením dvou anebo více pro-

teinů [43].

Substrátem pro ABCG2 je řada cy-

tostatik, např. topotekan, irinotekan 

metotrexát, a většina nukleosidových 

analog včetně gemcitabinu [44,45]. 

ABCG2 je exprimován v řadě zdravých 

tkání včetně slinivky a jeho exprese byla 

detekována i v nádorových buňkách kar-

cinomu pankreatu [40]. Zhou et al de-

monstrovali přítomnost tzv. side popu-

lation cells v buněčné linii PANC- 1. Tato 

buněčná linie měla výrazně vyšší expresi 

ABCB1 a ABCG2 transportérů, což může 

významně přispívat k její známé lékové 

rezistenci. Po třídenní kultivaci s gem-

citabinem došlo k nárůstu populace 

těchto buněk. Autoři usuzují, že se může 

jednat o kandidátní nádorové kmenové 

buňky, které se účastní relapsu onemoc-

nění [46].

ABCG2 navíc vykazuje spolu s P- gly-

koproteinem silnou tendenci k interak-

cím s klinicky významnými inhibitory 

kináz včetně erlotinibu [47].

Erlotinib (Tarceva) inhibuje receptor 

typu 1 pro epidermální růstový faktor 

(EGFR, známý také jako HER1) mecha-

nizmem selektivní intracelulární inhibice 

fosforylace EGFR- asociovaných tyrozin-

kináz, čímž vyvolává změnu proliferační 

aktivity buněk.

tifi kován jako kotransportér pro redu-

kovaný glutathion se žlučovými solemi 

a transportér prostaglandinů a DHEAS 

(dihydroepiandrosteron- 3- sulfát).

Ve zdravé tkáni pankreatu i v duktál-

ním adenokarcinomu jsou exprimovány 

geny ABCC1- 6 a ABCC10, zatímco gen 

ABCC12 (kódující protein MRP9) byl pro-

zatím detekován jen v normálním paren-

chymu slinivky břišní. Exprese ABCC3 pro-

teinu je v nádorových vzorcích zvýšená 

a koreluje s gradingem nádoru [40]. In vitro 

studie prokázala, že zvýšená exprese 

ABCB1 a ABCC1 způsobuje buněčný stres, 

jehož důsledkem je i zvýšený metabo-

lizmus gemcitabinu a zvýšená vníma-

vost buněk k jeho působení [22]. Oguri 

et al [42] prověřili expresi genu ABCC5 na 

buněčných liniích NSCLC (non-small 

cell lung cancer) a poukázali na kore-

laci mezi jeho expresí a rezistencí vůči 

gemcitabinu. Při inkubaci s inhibitorem 

ABCC5 (zaprinast) dochází ke zvýšení cit-

livosti buněk (tj. cytotoxicity gemcita-

binu), což bylo potvrzeno i užitím si RNA.

Dosud známé údaje o expresi a účin-

cích ABCB1, ABCG2 a ABCC rodiny u ná-

dorů pankreatu jsou shrnuty v tab. 1.

ABCG2 (BCRP –  breast cancer 
resistance protein)
Podobně jako u ABCB1 vede i v případě 

genu ABCG1 jeho zvýšená exprese ke 

vzniku mnohočetné lékové rezistence 

v nádorových buňkách. ABCG2 je polo-

Tab. 1. Známé údaje o expresi a účincích ABCB1, ABCG2 a ABCC rodiny u nádorů pankreatu.

Gen Protein OMIM Lokus

Vztah k rezistenci/citlivosti 

ke skupině léčiv – 

nukleotidová analoga

Přítomnost 

ve zdravé tkáni 

pankreatu

Přítomnost 

ve tkáni karcinomu 

pankreatu

Reference

ABCB1 MDR1 171050 7q21 zvýšení citlivosti ano ano 41,35,34

ABCC1 MRP1 158343 16p13 zvýšení citlivosti ano ano 41,40
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ABCC4 MRP4 605250 13q32 navození rezistence ano ano 51,40,37

ABCC5 MRP5 605251 3q27 navození rezistence ano ano 40,42,37

ABCC6 MRP6 603234 16p13 neznámý ano ano 40

ABCC10 MRP7 není 6p12 neznámý ano ano 40

ABCC11 MRP8 607040 16q12 navození rezistence ne ne 50,40

ABCC12 MRP9 607041 16q12 neznámý ano ne 40

ABCG2 BCRP 603756 4q22 jsou substrátem ano ano 47,52,40,28
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Abstract 
 

Background: Pancreatic cancer remains an important health problem and belongs to 

one of the most difficult conditions to treat. The etiology and molecular pathogenesis of 

the disease is still weakly understood. Gemcitabine is a cytotoxic nucleoside analog, 

which is nowadays the standard chemotherapeutic drug for patients with advanced 

pancreatic cancer. Inter-individual differences in gemcitabine pharmacokinetics and 

pharmacodynamics have been demonstrated. Resistance of tumor cells against the 

nucleoside analogs limits their clinical use and it may seriously contribute to the fact that 

5-years survival of the pancreatic carcinoma is about 5%. The first results of targeted 

therapies have shown promising results in various cancers. However, until now just 

erlotinib (an epidermal growth-factor receptor tyrosine kinase inhibitor) has demonstrated 

modest survival benefit in phase III clinical trial on pancreatic cancer when combined 

with gemcitabine. However, its clinical significance has been criticized and its cost-

effectiveness is low. 

Aim: This review provides survey of available data concerning the molecular factors 

contributing to the resistance of pancreatic carcinoma against gemcitabine and erlotinib. 

Mechanisms of transport of these drugs into and outside of the tumor cells and 

perspectives of their use in personalized medicine will also be discussed. 
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Introduction 
 

Pancreatic carcinoma (ICD-10: C.25; OMIM: 260350) is one of the most severe form of 

malignant disease with high mortality. It is the fourth leading cause of cancer-related deaths, 

with only about 5% of patients surviving by 5 years. This figure has remained relatively 

unchanged over the past 25 years [1]. The etiology and molecular pathogenesis of the disease 

is still weakly understood. Known risk factors for the disease include age, sex, late-onset 

diabetes, chronic or hereditary pancreatitis, familial cancer syndromes, cigarette smoking, 

dietary habits and infection by Helicobacter pylori [2,3]. Furthermore, low-penetrance genes, 

e.g. those coding xenobiotic-metabolizing enzymes, DNA repair and cell-cycle regulating 

machinery may be relevant factors modifying an individual susceptibility [4, 5]. 

The prognosis of patients with pancreatic cancer remains very poor. Operative resection 

is the only therapeutic option with curative potential, but just 10-15% of patients have 

potentially operable tumors, and many of them experience recurrence of the disease despite 

the radical surgery [6]. Although many studies have evaluated the prognostic factors of 

pancreatic cancer, their results are mostly inconclusive. The prognosis of operable pancreatic 

cancer is dependent rather on tumor-related factors, while the prognosis of patients with more 

advanced pancreatic cancer is dependent on patient-related factors. The onset of symptoms as 

abdominal pain, back pain, jaundice, general fatigue and nausea closely correlates with 

prognosis [7]. Tumor markers such as CEA, CA 19-9, CA 72-4, hCG beta and CA 242, C-

reactive protein and albumin have limited prognostic value [8-10]. Multivariate analysis 

showed that CA 19-9, poor tumor differentiation, large tumor size, regional lymph node 

involvement and venous and/or neural invasion were good prognostic factors for survival in 

the group of operable patients [11-13]. Interestingly, an extent of blood loss during the 

surgery and/or a serum albumin level monitored during the first postoperative month seemed 

to be significant adverse prognostic factors as well [13]. The role of positive resection margin 

is still discussed and remains controversial [14]. The strongest currently recognized 

prognostic factors are the extent of the spread of the disease and performance status. 

Patients who received chemotherapy or chemoradiotherapy showed better survival than 

those who received only the best supportive care [15]. Several studies have been performed to 

determine factors that could predict survival time in gemcitabine-treated patients with 

advanced pancreatic cancer. The chemotherapy has had poor results, mostly because of the 

advanced stage of the disease and low chemosensitivity of the pancreatic tumor cells. 

Gemcitabine, a deoxycytidine analogue, is now the standard drug for treatment of the 

advanced pancreatic cancer [16]. The first results of targeted therapies have shown promising 

results in various cancers. However, until now just erlotinib (an epidermal growth-factor 

receptor tyrosine kinase inhibitor) when combined with gemcitabine has demonstrated modest 

survival benefit in phase III clinical trial on pancreatic cancer [17]. However, its clinical 

significance has been criticized and its cost-effectiveness is low. Resistance developed against 

anticancer drugs significantly limits their clinical use and influences the overall survival. 

Inter-individual differences in gemcitabine pharmacokinetics and pharmacodynamics have 

been demonstrated, which may be due to the variability in cellular transport systems enabling 

the drug to enter the cancer cell (drug uptake) or pumping the drug outside the cell (drug 

efflux).  
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This review provides survey of available data concerning the importance of drug 

transporting enzymes for the resistance of pancreatic carcinoma against gemcitabine and 

erlotinib as major anticancer drugs used in pancreatic cancer treatment.  

 

 

Gemcitabine 
 

Gemcitabine (2´,2´-difluorodeoxycytidine, Gemzar, Eli-Lilly, Indianapolis, IN, Figure 1) 

belongs to the second generation of nucleoside analogues [18].  

A pivotal randomized trial found a significant improvement of the one-year median 

survival rate in patients with advanced pancreatic cancer treated with gemcitabine over those 

who were treated with 5-fluorouracil (18 vs. 2%; p=0.0001) [19]. Despite the fact that 

gemcitabine became the gold standard of first-line therapy for advanced pancreatic cancer 

[20], the response rate of pancreatic tumors to gemcitabine remains less than 10% [21,22]. 

Acquired resistance against gemcitabine demonstrated by inter-individual differences in its 

pharmacokinetics and pharmacodynamics contributes to this fact. 

 

 

Figure 1. Structure of gemcitabine. 

 

 

Figure 2. Cellular metabolism and mechanism of gemcitabine. 
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Drug resistance may be attributed to different, unrelated mechanisms, including abnormal 

membrane transport, ineffective metabolic drug conversion, enhanced metabolite inactivation, 

increased DNA repair and alterations in the apoptotic pathways (Figure 2, [23,24]).  

Gemcitabine is transported into the cell via nucleoside (SLC) transporters, whereas 

several members of the ATP-binding cassette (ABC) transporter superfamily cause its efflux. 

Gemcitabine (dFdC) is phosphorylated to its monophosphate mainly by deoxycytidine kinase 

(DCK, OMIM:125450). It may also be phosphorylated by thymidine kinase 2 (TK2, 

OMIM:188250) but the substrate specificity of TK2 for gemcitabine is, just 5–10% of that for 

deoxycytidine [25]. Gemcitabine monophosphate is then converted to diphosphate and 

triphosphate (dFdCTP) responsible for the major cytostatic effect [26,27]. The gemcitabine-

triphosphate incorporates into DNA and causes chain termination [28] and inhibits CTP 

synthetase (CTPS, OMIM:123860) and dCMP deaminase (DCTD, OMIM:607638) [24]. 

Gemcitabine is also known to incorporate to RNA [29]. The active gemcitabine-diphosphate 

also inhibits DNA synthesis indirectly through the inhibition of ribonucleotide reductase 

(subunits RRM1 and RRM2, OMIM:180410 and 180390). This inhibition causes a decrease 

of competing nucleoside pools as the RRM is an unique enzyme converting ribonucleotides to 

deoxyribonucleotides required for DNA polymerization and repair [30,31]. Gemcitabine is 

inactivated mainly by cytidine deaminase (CDA, OMIM:123920) mediated conversion to 

difluorodeoxyuridine (dFdU) and partly by DCTD to difluorodeoxyuridine-monophosphate 

[24].  

Research addressing the pharmacogenomics of gemcitabine so far focused mainly at 

inter-individual differences in gemcitabine pharmakokinetics and variation in genes coding 

transmembrane proteins such as ABC and SLC transporters and gemcitabine-metabolizing 

enzymes such as DCK, RRM, DCTD, CDA [32-37].  

 

 

ATP-Binding Cassette (ABC) Transporters 
 

One of the most important mechanisms of the drug resistance is low accumulation of the 

drug in cancer cells caused by increased efflux. The efflux is performed mainly by 

transmembrane ABC transporters. 

The human family of ABC transporters has 49 members divided into 7 subfamilies 

(named ABCA - ABCG based on sequence similarities, ref. 38). Fourteen ABC transporters 

which may be divided into two groups have been shown to determine drug resistance in 

cancer cells (Table 1). First group contains proteins causing so called “multi drug resistance” 

(MDR) phenotype in both cell lines and patients with various types of cancers. ABCB1 (or 

MDR1, OMIM:171050), ABCC1 (MRP1, OMIM:158343) and ABCG2 (BCRP, OMIM: 

603756) belong to this group. In the second group of transporters (i.e. ABCA2, OMIM: 

600047; ABCB4, OMIM:171060; ABCB11, OMIM:603201; ABCC2, OMIM:601107; 

ABCC3, OMIM:604323, ABCC4, OMIM:605250; ABCC5, OMIM:605251;ABCC6, 

OMIM:603234; ABCC10, OMIM:612509; and ABCC11, OMIM:607040; ABCC12, 

OMIM:607041) the ability to confer drug resistance has been demonstrated just in limited 

number of experiments [39]. 

ABCA2 is highly expressed in the cells of the nervous and hematopoetic systems and is 

associated with lipid transport and drug resistance in cancer cells. Recently, a single 
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nucleotide polymorphism (SNP) in ABCA2 was linked to early onset of Alzheimer's disease 

(reviewed in 40). Data on ABCA2 expression and genetic variability in pancreatic tissue were 

not published so far.  

ABCB1 (P-glycoprotein) is the first human ABC transporter cloned and characterized 

through its ability to confer a MDR phenotype in cancer cells. ABCB1 substrates are 

generally hydrophobic drugs with polyaromatic nucleus, such as adriamycin, etoposide or 

vinblastine [41]. SNPs in ABCB1 have been shown to influence its phenotype (expression, 

protein function and drug response) in context with numerous diseases [42-44]. ABCB1 

mRNA and P-glycoprotein levels were detected by reverse transcription-polymerase chain 

reaction (RT-PCR) and by immunohistochemistry (IHC) in 2 pancreatic cancer cell lines 

SW1990 and CAPAN-1 [45]. Jensen et al. 1997 found higher sensitivity to gemcitabine in 

small-cell lung cancer (SCLC) cells with overexpressed ABCB1 [46]. Similarly, non-small 

cell lung cancer (2R160), ovarian (2780ADd), and epidermoid (KB8-5e) cell lines with 

ABCB1 overexpression were also highly sensitive to gemcitabine [47]. High intensity of IHC 

staining for P-glycoprotein was observed in 73.2% of pancreatic ductal adenocarcinomas 

(PDAC, n=103) [48] and the staining inversely correlated with grade, tumor size, and 

retroperitoneal and portal invasion. ABCB1 gene expression was significantly higher in 

pancreatic tumors compared to unaffected tissue and high expression levels seemed to be 

factor of better prognosis in patients with PDAC. Accordingly, northern blot analysis showed 

that ABCB1 mRNA levels were increased by 1.4-fold in the pancreatic cancer samples 

compared with the normal pancreas. Another study found IHC positivity of P-glycoprotein in 

75% of pancreatic cancer samples (n=63). Patients with weak to moderate staining had longer 

overall survival than patients without P-glycoprotein expression. In contrast, strong staining 

was associated with shorter survival compared with weak to moderate staining. The authors 

suggested that overexpression of other drug resistance genes (such as ABCB2) could possibly 

exert a compensatory effect [49].  

Thus, the ABCB1 (or P-glycoprotein) expression seems to be a quite common 

phenomena in both tumor and adjacent non-tumor tissue and its clinical utility as prognostic 

or predictive factor remains unclear. However, from so far published promising results of 

functional and observational studies it seems worth to continue in study of complex relations 

between tumor phenotype and ABCB1 genotype and protein function.  

The ABCC family contains 13 members, 9 of them are the multidrug resistance-

associated proteins (ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC5, ABCC6, ABCC10, 

ABCC11, ABCC12). ABCC7 (CFTR, OMIM:602421) is a chloride channel associated with 

cystic fibrosis. ABCC8 and ABCC9 (OMIM:600509 and 601439) are the sulfonylurea 

receptors and ABCC13 is clearly a pseudogene without transporting activity [50]. In vitro, 

ABCC transporters can collectively confer resistance to natural product-derived anticancer 

drugs and their conjugated metabolites, platinum compounds, folate antimetabolites, 

nucleoside and nucleotide analogues, arsenical and antimonial oxyanions, peptide-based 

agents, and (in concert with alterations in phase II conjugating or biosynthetic enzymes) also 

alkylating agents (reviewed in 51). The doxorubicin-resistant lung cancer cells 2R120 

(overexpressing ABCC1) and 2R160 (overexpressing ABCB1) were nine- and 28-fold more 

sensitive to gemcitabine than their parental SW1573 line, respectively (P<0.01). In 2R120 

and 2R160 cells, DCK activities were seven- and four-fold higher than in SW1573, 

respectively. Thus, ABCB1 and ABCC1 overexpression possibly caused a cellular stress 

resulting in increased gemcitabine metabolism and sensitivity [47]. 
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ABCC4 and ABCC5 transport nucleoside monophosphates [52,53]. Davidson et al. [34] 

found a substantial resistance to cytarabine, gemcitabine, and cladribine in ABCC5-

overexpressing HEK293 cells. However, Reid et al. [54] observed no ABCC4- or ABCC5- 

mediated resistance against cytarabine, gemcitabine, or fludarabine in ABCC4- and ABCC5- 

overexpressing HEK293 cells. To clarify these contradictory results, Oguri et al. [35] 

examined the expression levels of ABCC5 gene in non-small cell lung cancer cell lines. The 

ABCC5 expression levels inversely correlated with gemcitabine sensitivity. Futhermore, the 

treatment with the ABCC5 inhibitor zaprinast altered the sensitivity in ABCC5-expressing 

cells and it was confirmed by using siRNA as well [35]. Therefore, ABCC5 remains an 

intriguing target for future studies on drug resistance to gemcitabine. 

ABCC10 gene expression assessed by quantitative PCR in different adult and fetal tissues 

and various tumors was found to be highest in pancreas. Moreover, ABCC10 mRNA levels 

were remarkably increased in doxorubicin-treated MCF7 cells. Conversely, in TP53-

dominant-negative MCF7 cells the ABCC10 upregulation was suppressed. These results 

suggested that ABCC10 expression is regulated in a TP53-dependent manner and thus it may 

vary in concordance with DNA damage-induced apoptosis [55]. However, neither cAMP nor 

cGMP were found to be transported by ABCC10 [56]. 

ABCC11 is an amphipathic anion transporter able to efflux cAMP and cGMP and 

functions as a resistance factor for commonly used purine and pyrimidine nucleotide analogs. 

Analysis of the sensitivity of ABCC11-overexpressing cells (LLC-PK1) revealed that they are 

resistant to a range of clinically-relevant nucleotide analogs [57].  

Konig et al. [58] quantified the mRNA expression of nine ABCC family members and of 

ABCG2 in normal human pancreas and in pancreatic carcinoma (n = 37). The expression of 

ABCC1, ABCC3, ABCC4 and ABCC5 mRNA in normal pancreatic tissue and in pancreatic 

carcinoma samples was found using real-time PCR. cDNA fragments of the length 

corresponding to ABCC2, ABCC6, ABCC10 and ABCC12 were also identified but the 

relative quantification to the respective beta-actin mRNA levels has shown that their 

amplification was very low. ABCC11 fragment was not amplified at all. The ABCC1 and 

ABCC4 mRNA levels did not significantly differ between the normal pancreas and the tumor 

tissues. On the other hand, the expression of ABCC3 mRNA was upregulated in pancreatic 

carcinoma samples and correlated with tumor grade. The ABCC5 expression was upregulated 

in carcinomas as well but did not correlate with tumor characteristics. The authors suggested 

that ABCC3 and ABCC5 are involved in drug resistance of pancreatic tumors and analysis of 

their expression may contribute to the prediction of the chemotherapy outcome. It is 

interesting that the ABCC12 was detected in normal pancreatic tissue only [58]. Although 

numerous SNPs in ABCC genes exist, their association with clinical phenotype mostly 

remains to be clarified [59].  

The human ABCG2-transfected HEK293 cells are gemcitabine-resistant [60]. Five 

pancreatic carcinoma cell lines tested by real-time PCR expressed significantly higher levels 

of ABCG2 mRNA than non-malignant fibroblasts. Flow cytometry indicated the presence of 

ABCG2 on the cell surface of these cell lines, although ABCG2 protein levels did not 

correlate very well with the mRNA expression [61]. cDNA fragments of ABCG2 with the 

expected length were amplified in both pancreatic normal and carcinoma samples. However, 

ABCG2 mRNA levels in the normal tissues did not significantly differ from those in tumors 

[58].  
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Table 1. Expression and function of ABCB1, ABCG2 and 

ABCC family in pancreatic cancer 

 

Gene Protein OMIM Locus 

Activity towards 

nucleoside 

analogs 

Expression 

in pancreas 

Expression 

in tumor 
Reference 

ABCB1 MDR1 171050 7q21 
Increased 

sensitivity 
Yes Upregulated 38,45-49 

ABCC1 MRP1 158343 16p13 
Increased 

sensitivity 
Yes Unchanged 38, 47, 58 

ABCC2 MRP2 601107 10q24 Unknown Yes Yes 38, 58 

ABCC3 MRP3 604323 17q22 Unknown Yes Upregulated 38, 58 

ABCC4 MRP4 605250 13q32 None Yes Unchanged 38, 54, 58 

ABCC5 MRP5 605251 3q27 
Increased 

resistance 
Yes Upregulated 

34, 35, 38, 

58 

ABCC6 MRP6 603234 16p13 Unknown Yes Yes 38, 58 

ABCC10 MRP7 612509 6p12 Unknown Yes Yes 38, 58 

ABCC11 MRP8 607040 16q12 
Increased 

resistance 
Yes Yes 38, 57, 58 

ABCC12 MRP9 607041 16q12 Unknown Yes No 38, 58 

ABCG2 BCRP 603756 4q22 
Increased 

resistance 
Yes Unchanged 38, 58, 60 

 

 

Nucleoside Transporters 
 

Gemcitabine is a hydrophilic substance and thus, it is not expected to permeate 

membranes by passive diffusion. Its cellular uptake is managed predominantly by specialized 

membrane nucleoside transporters [62]. Nucleoside transport occurs by sodium-dependent, 

inwardly directed concentrative process performed by hCNT (human Concentrative 

Nucleoside Transporter, belonging to SLC28 family) or by sodium-independent, bidirectional 

equilibrative process performed by hENT (human Equilibrative Nucleoside Transporters, 

belonging to SLC29 family). In humans, 7 nucleoside transporters divided into the above 

mentioned 2 families exist: SLC28A1 (hCNT1, OMIM:606207), SLC28A2 (hCNT2, 

OMIM:606208) and SLC28A3 (hCNT3, OMIM: 608269), SLC29A1 (hENT1, 

OMIM:602193), SLC29A2 (hENT2, OMIM:602110), SLC29A3 (hENT3, OMIM:612373), 

SLC29A4 (hENT4, OMIM:609149) [63,64]. 

Gemcitabine is routinely administered weekly as an i.v. bolus infusion lasting 30-60 

minutes in doses ranging from 800 to 1200 mg/m
2 

and the peak of serum concentration does 

not exceed 50 μM. From this fact it is obvious that tumor cells are in vivo exposed to effective 
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gemcitabine concentration for quite short time period and therefore inefficient cellular uptake 

could be an underlaying mechanism for the observed resistance in some solid tumors [62]. 

Using the panel of 12 different cell lines it has been shown that functional nucleoside 

transporters are required for manifestation of gemcitabine toxicity in vitro. The efficiency of 

gemcitabine uptake varied markedly among the cell lines with expression of single 

transporters: SLC29A1 ≈ SLC28A1 > SLC29A2 > SLC28A3 >>> SLC28A2 [62]. Human 

pancreatic adenocarcinoma cells NP9, NP18, NP29, and NP31 overexpressed predominantly 

SLC29A1. The other transporters: SLC29A2, SLC28A1, SLC28A2 and SLC28A3 were 

expressed as well but their expression levels differed among the cell lines, with apparent 

selective loss or decrease of SLC28A mRNAs [36]. Exposure to 20 μM gemcitabine for 1h 

elicited upregulation of ABCC1, ABCC3, ABCC5 and SLC29A1 transporters in vitro 

suggesting a possible induction of drug resistance [65]. Cell lines lacking SLC29A1 are 

highly resistant to gemcitabine [62,66] and patients with PDAC with detectable SLC29A1 

protein by IHC had a significantly longer survival after gemcitabine chemotherapy than 

patients whose tumors did not express SLC29A1 (13 vs. 4 months, p=0.01, n=21) [67]. This 

observation was supported by the study on 31 patients with inoperable biliary tract cancer 

treated by first-line gemcitabine-based regimen. SLC29A1 expression significantly correlated 

with time to progression (6.33 vs. 2.83 months, p=0.04) and patients with positive SLC29A1 

IHC expression showed a longer but non-significant median survival (14 vs. 7 months, 

p=0.13). There were no significant associations between adverse drug toxicities, tumor 

response and SLC29A1 levels [37]. High SLC28A3 expression has also been associated with 

longer overall survival of patients with PDAC treated by gemcitabine-based chemoradiation 

after curative resection (n=45). Furthermore, the combined analysis has shown that, patients 

with both favorable prognostic factors (high SLC29A1 and SLC28A3 expression, n=15) had 

a longer overall survival (median survival, 94.8 months) than those having just one factor 

(18.7 months) or none (12.2 months) [68]. Therefore, expression of SLC29A1 and probably 

also other nucleoside transporters like SLC28A3 may become relevant predictive marker(s) 

of the outcome of cancer patients treated by gemcitabine-based regimen.  

 

 

Erlotinib and ABC Transporters 
 

Erlotinib hydrochloride (OSI-774, Tarceva, CP-358774) is an orally active small 

molecule that blocks downstream intracellular signalling of epidermal growth factor receptor 

(EGFR, OMIM:131550) by binding to its ATP binding site essential for tyrosine kinase 

activity (Figure 3). The signaling pathways of tyrosine kinases as EGFR are involved in 

cancer cell proliferation, apoptosis, angiogenesis and metastasis [69,70]. Erlotinib has been 

approved for the treatment of a locally advanced inoperable or metastatic pancreatic cancer in 

combination with gemcitabine [71]. 

Erlotinib is metabolized by several isoforms of the P450 enzymes (CYP), predominantly 

by CYP3A4 (OMIM:124010) and CYP3A5 (OMIM:605325), less by CYP1A1 

(OMIM:108330), CYP1A2 (OMIM:124060), CYP1B1 (OMIM: 601771), CYP2D6 

(OMIM:124030) and CYP2C8 (OMIM: 601129). 

 



The Role of Membrane Transporters in Cellular Resistance… 9 

 

Figure 3. Structure of erlotinib. 

The main circulating metabolites of erlotinib are products of the O-demethylation of the 

side chains (such as OSI-420 and OSI-413) [72-74]. Erlotinib is also a substrate for ABCB1 

and ABCG2 but not ABCC2 in vitro [75]. The absence of ABCB1 and ABCG2 significantly 

affected the oral bioavailability of erlotinib in mice in vivo. Erlotinib also inhibited the 

ABCB1-, ABCG2- and ABCC10-mediated efflux at higher drug concentrations [76,77]. 

ABCG2 SNP (421C>A, Q141K, dbSNP: rs2231142 ) was associated with increased 

accumulation of erlotinib and may be relevant to its toxicity and antitumor activity in patients. 

No significant associations were observed between ABCB1 SNP 3435C>T (rs1045642) and 

pharmacokinetics of erlotinib [78]. A recently followed diplotype comprised of two 

polymorphic loci in the ABCG2 promoter (-15622C>T, no rs number assigned yet and 

1143C>T, rs2622604) was significantly associated with erlotinib pharmacokinetics 

parameters, including area under the curve and maximum plasma concentration. Variability in 

dermal and gastrointestinal toxicity following erlotinib treatment in association with the 

studied ABCG2 SNPs has been demonstrated as well [79].  

No data are available on the activity of erlotinib in relation to genotype or phenotype of 

the SLC transporter family.  

In conclusion, erlotinib is doubtlessly a substrate and may act as inhibitor of ABCB1, 

ABCG2, and probably also of ABCC10. Such feature may be useful especially in 

combination with other anticancer drugs which are subject to efflux by these ABC 

transporters. Further studies on individual variation in genotype and phenotype of membrane 

transporters are needed to define the treatment modalities, e.g. erlotinib dose and personalized 

drug combination regimen in order to achieve better outcome of pancreatic cancer therapy. 
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