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Abstrakt

Uvod: Cilem této prace bylo sledovani genetickych faktort
ovliviyjicich riziko vzniku a pribéh karcinomi kolorekta a
pankreatu. Prvni Cast se zabyva etiologickymi faktory, a to
vlivem polymorfismii v biotransformacnich enzymech a
genetickych alteraci v genu CHEK2 na vznik téchto malignit.
V druhé ¢asti jsou analyzovany geny transportu cytostatik jako
ptipadné prognostické a prediktivni markery odpovédi na
onkologickou 1é¢bu. Materialy a metody: Polymorfismy a
dalsi genetické alterace byly zjistovany pomoci real-time
PCR, alel-specifické PCR a PCR-RFLP metody v DNA
ziskané zkrve pacienti. Byla hodnocena frekvence
polymorfismii a posuzovan jejich vyznam s ohledem na
dostupna epidemiologicka data. Exprese gend byly stanoveny
metodou qPCR v parovych vzorcich tkani nadoru a okolniho
parenchymu. Vysledky: Pro vétSinu nami sledovanych
polymorfismi se nepodafilo prokazat vztah mezi jejich
pfitomnosti a rizikem vzniku obou téchto malignit. Variantni
alela CYP2A13*7, byla nalezena u 7 z 265 hodnocenych
zdravych kontrol, ale nebyla nalezena u zadného pacienta
s karcinomem pankreatu. Vyskyt variantni alely GSTP1-Val a
genotypu GSTT1-null byl naopak spojen se zvySenym rizikem
vzniku karcinomu pankreatu (OR=2,38; 95% CI=1,17- 4,83).
V souboru pacientl s kolorektalnim karcinomem byl genotyp
GSTT1-null v kombinaci s GSTM1-null genotypem spojen
s mirn¢ zvySenym rizikem (OR=1,58; 95% CI=1,01-2,47) a
samotnd delece GSTM1 zvySovala riziko kolorektalniho
karcinomu po zohlednéni ostatnich sledovanych faktort
(OR=1,30; 95% CI=1,01-1,68). Porovnanim exprese vSech 49
¢lenti lidské nadrodiny ABC transportéri u vzorkti nadoru



pankreatu s okolni nenadorovou tkani pankreatu jsme zjistili,
ze 11 gend bylo statisticky vyznamné upregulovano a 4
downregulovany (p<0,05) v tkani adenokarcinomu. Zjisténa
zvySena exprese ABCB2, ABCB3, ABCB4, ABCC1, ABCC5
Vv naddorové tkani je ve shodé¢ sjejich diive prokdazanym
fenotypem mnohocetné I¢kové rezistence. Downregulace
ABCA3 (p=0,002), ABCA5 (p=0,010), ABCC6 (p<0,001) a
ABCCY7 (p=0,016) ve tkani karcinomu pankreatu zatim nebyla
publikovana. Zavéry: Nase vysledky ukazuji, ze
polymorfismy v genech kodujici biotransformacni enzymy
mohou ovliviiovat riziko vzniku maligniho onemocnéni
slinivky bfisni a tlustého stfeva v Ceské populaci. Vysledky
pilotni studie zaméfené na expresi ABC transportér ve tkani
karcinomu pankreatu prokazaly vyznamné rozdily v hladinach
transkriptd téchto membranovych enzymd, které jsou klicové
pro transport cytostatik ven z nadorovych bunék. Pro potvrzeni
téchto vysledkd jsou vSak nutné ovétujici analyzy na vétsich
souborech pacientd.



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
gPCR 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%CI1=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.



1. Uvod

Kolorektalni karcinom je celosvétove tretim nejcastéji
diagnostikovanym zhoubnym nadorem. Ceska republika se
v ramci incidence CRC fadi na druhou pfi¢ku v Evropé [1].
nadorového onemocnéni. V CR je &tvrtou nejéastéjsi piicinou
umrti na nadorova onemocnéni [2]. Navzdory zavaznosti
téchto malignit a Spatné progndze, spojené zejména
s karcinomem pankreatu, neni jejich etiologie a molekularni
patogeneze stale objasnéna.

V etiologii sporadického karcinomu kolorekta je stale
Castéji zminovan zpisob vyzivy. Maso a jeho nevhodna
ptiprava, spolu se snizenym piijmem ovoce a zeleniny byvaji
uvadény mezi moznymi rizikovymi faktory. Diivodem tohoto
zvySeného rizika byvaji nejCastéji povazovany karcinogeny,
které vznikaji pti vysokych teplotdch upravy masa (grilovani,
smazeni), a to polycyklické aromatické uhlovodiky a
heterocyklické aminy [3]. Tyto slouceniny jsou i soucasti
cigaretového koute, ktery je také potencidlnim rizikovym
faktorem vzniku kolorektalniho karcinomu [4]. Publikované
rizikové faktory u karcinomu pankreatu jsou veék, pohlavi,
diabetes, chronicka pankreatitida, dietni navyky, koufeni a
infekce Helicobacter pylori [3, 4, 5].

Metabolizmus cizorodych latek vyskytujicich se
v zivotnim  prostiedi  Clovéka, a to jak aktivace
prokarcinogend, tak odbouravani karcinogend v organismu,
mize rovnéz hrat dulezitou roli pfi vzniku a rozvoji obou
malignit. Polymorfismy v genech kodujicich biotransformacni
enzymy tedy mohou ovliviiovat riziko vzniku nadorového
onemocnéni u jednotlivce [6]



V literatufe se uvadi, Ze pouze kolem 6%
kolorektalnich karcinomti a 4-16% karcinomi pankreatu patii
k tzv. familiarni formé, kdy jsou nalezeny zarodecné mutace v
genech s vysokou penetranci [7,8]. Daleko vétsi podil na
genetické predispozici k nadorovym onemocnénim maji
pravdépodobné¢ kombinace alteraci gent s nizkou penetranci
[9,10]. Jednim zintenzivné¢ studovanych gent s nizkou
penetranci je CHEK2 (checkpoint kinase 2) ozna¢ovany nékdy
také jako CHK2. Tento gen koduje proteinkindzu aktivovanou
v odpoveédi na poskozeni genomové DNA. [11].

Prognoéza a terapie kolorektalniho karcinomu znacné
zavisi na stadiu, ve kterém byla nemoc zjiSténa. Zatimco po
radikalnim odstranéni tumoru u poc¢atecnich stadii je pétileté
preziti vyssi nez 80%, u metastatické formy je primérna doba
preziti 11 mésici. Prognoza karcinomu pankreatu je vzhledem
k mortalit¢ rovnajici se incidenci infaustni. Chemoterapii
pokro¢ilého karcinomu pankreatu je dosahovano medianu
pieziti jen kolem 5-8 mésict [12]. Jedinym dnes potencialné
kurativnim pfistupem je radikalni resekce. V adjuvantni i
paliativni chemoterapii se uplatiiuji u obou nadorti zejména
nukleotidova analoga, jako 5-fluorouracil u kolorekta, nebo
gemcitabin u pankreatu

Biotransformac¢ni enzymy

Biotransformaéni enzymy obvykle konvertuji
xenobiotika rozpustna v tucich na latky rozpustné ve vod¢ a
usnadnuji tak jejich vylucovani z organismu. Biotransformace
se sklada ze tii krokt: 1. faze (aktivace), 2. faze (konjugace) a
3. faze (transport). Hlavnimi enzymy 1. faze biotransformace
jsou cytochromy P450 a dal$i enzymy jako NAD(P)H:chinon
oxidoreduktazy, které katalyzuji aktivacni reakce, pii kterych



vznikaji  reaktivni  meziprodukty. Tyto  elektrofilni
meziprodukty poté snadno konjuguji s nukleofilnimi
molekulami jako je napf. glutation vreakcich 2. faze
biotransformace. VétSina téchto konjugovanych produktt je
poté pumpovana vné bunék pomoci membranovych ABC
transportért- 3. faze biotransformace [13].

Biotransormacni enzymy se tak velkou mirou podileji na
ochrané¢ bunck pred poSkozenim volnymi radikaly a
karcinogeny, a z tohoto divodu jsme v dal$i studii sledovali
vyznam jejich polymorfismd na rozvoj nadorovych
onemocnéni.

Jednim z nejdilezitéjsich mechanizmt
chemorezistence je snizena akumulace 1é¢iva v nadorovych
bunkach diky jeho zvySenému uniku (efflux). Ten je
zprostiedkovan zejména proteiny, které z velké Casti prislusi k
nadrodiné ABC transportértt (human ATP-binding cassette
transporters). K dne$Snimu datu bylo v lidském genomu
identifikovano 49 ruznych ABC transportéri [14]. U ¢trnacti
ABC transportéri byla prokazana schopnost navodit
chemorezistenci v nadorovych buikach [15].

Nukleotidova analoga, ktera jsou v soucasnosti nejvice
vyuzivana v terapii karcinomu kolorekta a pankreatu, jsou
transportovana do  bun¢k zejména  nukleosidovymi
transportéry. Zatim je znamo 7 nukleosidovych transportérd,
které se déli do dvou rodin proteinti: SLC29 a SLC28 [16, 17].
Soucasny vyzkum prokazal, ze bunky, které nejsou schopny
transportu  pomoci  téchto  proteind, jsou K inhibici
nukleotidovymi analogy vyznamné rezistentni [18].

Je tedy témér jisté, Ze transmembranové proteiny
rodiny ABC a SLC jsou kli¢ové pro tspéSnost a vysledky
chemoterapie. Dalsi studie individualnich rozdili v genotypu a



fenotypu téchto transportérit jsou zapotiebi k definovani
léCebnych modalit, jako napf. davkovani a nejvhodnéjsi
kombinace = chemoterapeutik  pro  kazdého  pacienta
(individualizovana terapie), a tak k dosazeni lepsich vysledki
V protinadorové 1€cbé.

Specifika studia genovych expresi u karcinomu pankreatu

Genové expresni profilovani poskytuje dulezité
informace o molekularnich a biologickych charakteristikach
nadori a je hojné¢ vyuzivano pii objevovani nadorovych
biomarkerd [19]. Nicméné v pfipadé karcinomu pankreatu je
sledovani miry exprese jednotlivych genti  spojeno
S vyrazngj$imi problémy ve srovnani s jinymi typy karcinomu.

Kromé¢ velkych zahrani¢nich center, musi byt obvykle
do studie zapojeno vice chirurgickych pracovist, aby bylo
mozno ziskat dostatecné mnozstvi vzorkl ke studiu. Dal$im
problémem u karcinomu pankreatu je jeho histologicka
charakteristika- nizké zastoupeni nadorovych bunék v poméru
K vyraznému okolnimu vazivovému stromatu. Pro uspéSnou
analyzu je zasadni ziskdni RNA dostatecné kvality a kvantity
[20]. Tkan slinivky bfisni v8ak obsahuje obrovské mnozstvi
endogennich ribonukledz, které jsou produktem normalnich
acinarnich bun€k pankreatu a tedy i nedilnou soucasti
pankreatické $tavy. RNAdzy zpusobuji rozsahlou degradaci
RNA v pankreatické tkani a velmi komplikuji izolaci a dalsi
zpracovani RNA.

Z vySe uvedenych divodd se jeSté pred deseti lety
pfedpokladalo, Ze nelze stanovit expresni profily u tkéani
pankreatu stejné¢ jako u jeho nadord. Nicméné tyto problémy
se postupné dafi prekonavat a expresni analyzy u karcinomu
pankreatu v sou¢asnosti probihaji na fadé pracovist.
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2. Hypotézy a cile prace

Hlavnim ukolem tohoto projektu bylo prostudovat
vztahy mezi polymorfismy v genech metabolizmu slozek
cigaretového koufe a alkoholu, jmenovité CYP2A13, EPHX1,
GSTM1, GSTP1, GSTT1, ADH1B a ADHAIC a rizikem vzniku
dvou nejvyznamnéjSich  gastroenterologickych  nadorii
z hlediska mortality - karcinomu kolorekta a pankreatu.
Z mnoha vyse zminénych studii vyplyva vliv polymorfismt
v genech pro biotransformacni enzymy na riziko vzniku
nadorového onemocnéni u jejich nosi¢u. Vzhledem ke
znamym rizikovym faktorim jako je alkohol a koufeni u
rakoviny pankreatu zdstava otazkou, do jaké miry je
vnimavost jedince ktémto latkdm déna jeho genetickou
vybavou, a jakou mirou se podili slozky vné&jsiho prostredi.
Vyskyt polymorfismil i Zivotni styl v ramci riznych populaci
se vSak muze vyznamné liSit a neni znamo jak tyto rozdily
riziko vzniku nadorG ovliviuji. Projekt mél za cil ovérit
hypotézu, zda alely kodujici funkéné  alterované
biotransformacni enzymy, které se podileji na aktivaci
prokarcinogend, maji vyznamnou ulohu pro vznik nadoru
pankreatu a kolorektav nasi populaci, resp. zda je jejich vyskyt
u pacienttl s nadory pankreatu odlisny od skupiny kontrolnich
osob bez nadorového onemocnéni. V pribéhu metabolizmu,
jak endogennich, tak i exogennich substratl (napt. tabakovy
kout, etanol) vznikaji v buiikdch téla produkty se silnymi
biologickymi ucinky, tzv. volné radikaly. Proto bylo cilem
sledovat i vliv polymorfismii v genech kodujici enzymy
zapojené v metabolizmu volnych radikali a oxidativniho
stresu, jako jsou SOD2, SOD3, NQOl1 a NQO2, a jejich
vyznamu pro vznik nadoru pankreatu a kolorekta.

11



V literatufe se uvadi, ze pouze kolem 6%
kolorektalnich karcinomti a 4-16% karcinomt pankreatu patii
k tzv. familiarni formé, kdy jsou nalezeny zarode¢né mutace v
genech s vysokou penetranci. Daleko vétsi podil na genetické
predispozici k nadorovym onemocnénim maji pravdépodobné
kombinace alteraci genti snizkou penetranci. Jednim
Z intenzivn¢ studovanych gend s nizkou penetranci je CHEK2
(checkpoint kinase 2) oznacovany n¢kdy také jako CHK2. V
genu CHEK2 bylo doposud popsano nékolik inaktivujicich
mutaci v souvislosti se vznikem jak hereditarnich nadorovych
syndromii (Li-Fraumeni syndrom), tak i sporadickych
malignich nadortt (karcinom prsu, prostaty, S§titné Zzlazy,
osteosarkomu, apod.). Dal§im cilem této prace bylo zjistit, zda
existuje vztah mezi vybranymi funkéné vyznamnymi
genetickymi  alteracemi CHEK2 a rizikem wvzniku
kolorektalniho karcinomu a karcinomu pankreatu.

Rizikové faktory nddorovych onemocnéni jsou znamy
jiz tadu let, stejné jako nutnost vrozené vnimavosti jedince
K jejich uplatnéni v procesu vzniku nadorového onemocnéni.
Tato prace by mohla prispét k objasnéni etiologie a
molekularni patogeneze karcinomu pankreatu a kolorektalniho
karcinomu, zejména co se ty¢e ovlivnéni vnimavosti jedince
k noxam vnéjsiho prostiedi (gene-environmental interaction).
Piipadny objev zakonitosti by mél najit uplatnéni v
identifikaci rizikovych skupin, na néz by bylo vhodné zaméftit
primarni prevenci formou Upravy Zivotniho stylu ¢i
chemoprevence. Rovnéz sekundarni prevence cilena k
nalezeni onemocnéni v ¢asnych stadiich by zejména u
pankreatu méla zcela zasadni vyznam pro uspesnost jeho
lécby.

12



Dalsi hypotéza byla postavena na faktu, Ze pacienti s
nadory odpovidaji rozdilné na podanou chemoterapii. V tadé
modelovych systému byly identifikovany geny interagujici s
ucinkem cytostatik pouzivanych pro 1écbu karcinomu
pankreatu. Rozdilné exprese téchto genti by tedy mély byt
jednim z davodd pro vznik rezistence vic¢i chemoterapii.
Studovanymy geny byly zejména ABC transportéry. Zamérem
této Casti studia bylo zjistit, zda jsou tkan¢ odebrané od
pacientt s karcinomem slinivky vhodné pro expresni studie, a
zda existuji rozdily v expresnich profilech genii transportu
cytostatik mezi tkdnémi nadord a okolniho nenadorového
parenchymu, které by bylo mozné vyuzit pro hodnoceni
rozdild mezi pacienty dobfe odpovidajicimi na Iécbu
(sensitivni) a témi, co odpovidaji minimalné, ¢i vlbec
(rezistentni). Zmény v expresi geni podilejicich se na
transportu a metabolizmu cytostatik podle dosavadnich
zkuSenosti mohou vyznamné ovliviiovat vysledky léCby, a
zejména v piipadé karcinomu pankreatu zatim existuje jen
malo praci tykajicich se této problematiky. Z literatury je spise
znam vliv fady genl na transformaci cytostatik studovanych
na ruznych bunécénych ¢i zvitecich modelech. Soucasné ovsem
je velmi malo prozkouman vyznam téchto gent v
dlouhodobém  kontextu  komplexni  onkologické a
onkochirurgické 1écby indikované v modernich schématech
(dle empirickych zkuSenosti onkologli bez ohledu na
farmakogenomiku). Racionalizace onkologické 1é¢by je
v souCasné dob¢ zadana i z divodu omezenych finan¢nich
zdroju. Ziskané vysledky by tedy mohly ovlivnit znalosti a
zkuSenosti s indikaci této 1écby.

13



3. Material a metodika
Biologicky material

Pro izolaci DNA z perifernich lymfocytu byly pouzity
vzorky venoézni krve pacientll ziskané béhem standardnich
vySetfovacich postupil pro danou diagnézu. Béhem let 2003 -
2010 byla postupné ziskana DNA z periferni krve 298
pacientll s diagn6zou nadorového onemocnéni slinivky bfisni,
495 pacientl s kolorektalnim karcinomem a 683 zdravych
kontrol bez onkologického onemocnéni. VSichni ucastnici
studii podepsali informovany souhlas schvaleny Etickou
komisi 1. LF UK v Praze. Z lékafské dokumentace byly ke
vzorkiim doplnény zakladni klinické a patologické informace.
VSichni pacienti vyplnili s oSetfujicim lékafem osobni
dotaznik tykajici se zékladnich epidemiologickych rizikovych
faktoru diskutovanych v souvislosti s typem nadoru.

Béhem let 2008-2010 byly ziskany vzorky tkani od 37
pacientl s podezifenim na karcinom slinivky, ktefi podstoupili
chirurgickou 1é¢bu na Klinice transplanta¢ni chirurgie IKEM
v Praze. Z této skupiny bylo pro pilotni studii vybrano 10
pacientt s histologicky verifikovanym adenokarcinomem
hlavy pankreatu. U vsech vzorki byly ziskany nasledujici
informace: pohlavi a vék pacientl, datum diagndzy, typ
nadoru, stav okolni nenadorové tkané, lokalizace, rozsah a
velikost nadord, stupen diferenciace, pritomnost eventualni
angioinvaze, pocet postizenych uzlin, typ a radikalita resekce.
Vsichni tUcastnici studie podepsali informovany souhlas
schvaleny Etickou komisi pfi Thomayerové fakultni
nemocnici a IKEM.
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Izolace nukleovych kyselin
Izolace DNA z perifernich lymfocytd byla provadéna

pomoci fenol-chloroformové extrakce a pomoci magnetickych
partikuli s vyuzitim pfistroje ,,KingFisher* (Thermo electron
corporation, Vantaa, Finsko) a kitu BioSprintTM. lzolace
RNA ztkani byla provadéna pomoci Trizolu (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). K méfeni koncentrace celkové RNA
byla vyuzita fluorescen¢ni metoda za vyuziti Quant-iT™ RNA
Assay Kitu (Invitrogen, Carlsbad, CA) a ¢tecky mikrodesticek
Infinite M200 (Tecan, Vienna, Austria). K ovéteni kvality
RNA bylo vyuzito metody stanoveni tzv. RNA Integrity
Number (RIN) na piistroji Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) s vyuzitim RNA Nano 6000
LabChip kitu (Agilent Technologies). Koncentrace a Cistota
DNA byla métena na spektrofotometru Cary 300 (Varian, Palo
Alto, CA, USA) a ovéfena metodou za vyuziti Quant-iT™
PicoGreen® dsDNA Assay Kitu (Invitrogen, Carlsbad, CA) a
Infinite M200 (Tecan, Vienna, Austria).

Stanoveni polymorfismu v genech kodujici
biotransformacni enzymy

V této praci bylo ke genotypovani vyuzito dvou
metod. Polymorfismy v genech EPHX1, GSTP1, CYP2A13,
ADH1B, ADHI1C, SOD2, SOD3, NQO1, NQO2 byly
stanoveny pomoci real-time polymerazové fetézové reakce na
piistroji RotorGene 6000 (Corbett Research, Sydney,
Australie) s vyuzitim fluorescen¢né znacenych sond TagMan
Drug Metabolism Genotyping Assays (Applied Biosystems,
Foster City, CA). Druhou metodou byla klasicka
polymerdzova fetézova reakce (PCR) s naslednou analyzou
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délky restrikénich fragmentti a alel-specifické PCR (GSTML1,
GSTT1 a GSTP1).

Stanoveni mutaci v genu CHEK?2
Genetické alterace v FHA doméné (fork head-

associated domain) kodujici exony 2 a 3 spolu s introny 1 - 3 a
mutace 1100delC byly stanoveny pomoci denaturacni
vysokotlaké kapalinové chromatografie spolupracujicim
pracovistém (Ustav biochemie a experimentalni onkologie, 1.
LF UK, Praha). Nalezené alterace byly potvrzeny pomoci
sekvenace DNA z nezavislych PCR produkti. Pfitomnost
rozsahlé genomické delece 5395 bp vexonech 8 a 9 byla
analyzovana PCR metodou.

Relativni kvantifikace miry exprese genii pomoci real-
time PCR

Pted samotnou relativni kvantifikaci genové exprese
transportérti byly vybrany vhodné referenéni geny pro nami
sledované malignity a skupiny pacienti. qPCR byla stanovena
pomoci pfistroje 7500 Real-Time PCR System s pomoci
TagMan®  Custom  Plates  (Applied  Biosystems).
K vyhodnoceni stability jednotlivych referencnich genil byly
poté vyuzity programy: NormFinder verze 19 (2009) a
geNorm verze 3.5 (2007). Jako referen¢ni geny pro karcinom
pankreatu byly zvoleny geny MRPL19, EIF1, POLR2A. Ke
stanoveni relativni kvantifikace exprese geni ABC a SLC
transportérii byly pouzity sondy TaqMan®™ Gene Expression
Assays. qPCR probihalo na ptistroji RotorGene 6000 (Corbett
Research, Sydney, Australia). K hodnoceni miry exprese
sledovanych transportérit byl pouzit program REST 2009

(Qiagen).
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4. Vysledky a diskuze

Vyznam polymorfismi v biotransformacnich
enzymech a alteraci v genu CHEK2 pro individualni
vnimavost ke karcinomu pankreatu

V nasi studii jsme potvrdili vyznamny efekt vétSiny
diive publikovanych rizikovych faktorti pro vznik karcinomu
pankreatu (vék, pohlavi, chronicka pankreatitida, diabetes).
Nepozorovali jsme efekt koutfeni, alkoholu a piti kdvy na
riziko vzniku tohoto onemocnéni, ale jedinci, ktefi pili vice jak
3 salky caje, méli riziko vzniku nadoru pankreatu vyznamné
niz8i nez ostatni. Tyto vysledky potvrdily pfedchozi polskou
studii, kde byl nalezen obdobny trend nizsiho rizika vzniku
nadoru slinivky ve vztahu k délce pravidelného piti cCaje
(p>0,001; [21]), ale jsou v rozporu s japonskou studii, kde se
piti Caje jako rizikovy faktor nepotvrdil [22]. Diskrepance
v téchto vysledcich miize byt spojenas rozdily v kvalit¢ a
druhu ¢aje, stejné jako v designu studie.

V nasem souboru byla nalezena prevalence variantni
CYP2A13 alely, zpUsobujici piedCasnou zastavu translace
v kodonu 101 (knouckout allele*7), v kontrolni skuping.
Vzhledem ktomu, Ze nebyl nalezen ani jeden nosi¢ této
variantni alely u pacientll s karcinomem pankreatu, nemohla
byt tato zavislost statisticky vyjadfena. Nicméné,
s ptihlédnutim k pilotni studii P450 2A13 u respiracniho traktu
[23] a faktu, Zze takto pozménény protein ztraci svou
enzymatickou aktivitu v metabolické bioaktivaci
prokarcinogent tabakového koufe (a pravdépodobné i dalsich
environmentalnich kontaminant), se nase vysledky jevi jako
vysoce relevantni.
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Vzhledem Kk vyskytu v pankreatické tkani se
alkoholdehydrogenaza (ADH) stala atraktivnim cilem pro
dal$i studium etiologie karcinomu pankreatu. Role alkoholu
pii vzniku nadorti pankreatu je v soucasnosti pomérné
kontroverzni [24,25]. Genkinger et al. [26] provedli analyzu
dat ze 14 prospektivnich kohortovych studii a ziskali tak
soubor 862 664 jedinct, znichz 2 187 tvotily sporadické
ptipady karcinomu pankreatu. Zavérem studie je, ze existuje
mirné vyssi riziko karcinomu pankreatu u osob konzumujicich
vice jak 30g alkoholu denné (RR=1,22; 95% CI=1,03-1,45).
Nicméné v naSem souboru jsme nenalezli ani vztah k abusu
alkoholu, ani k polymorfismim v genech ADH1B a ADH1C,
jejichz enzymové produkty metabolizuji etanol.

Piestoze byl GSTM1-null genotyp uveden jako
potencialni rizikovy faktor pro bronchogenni karcinom [27],
podle naSich vysledki neni pravdépodobné, ze vyznamné
ovlivituje riziko karcinomu pankreatu. Nas nalez na Ceské
populaci se shoduje s vysledky americkych pracovist’ [28,29].

V této studii variantni alela Val v kodénu 105 GSTP1
vyznamné zvysila riziko vzniku karcinomu pankreatu (3,09-
krat) u jedinct mladsich nez 50 let. Role polymorfismt
GSTP1 v patogenezi tohoto typu nadoru byla popséna i
dal$imi pracovisti [28], pfestoZe na rozdil od naSich vysledki
Jiao et al. nalezli vztah naopak u jedincl starSich 62 let.
Rozpor ve wvysledcich obou studii miize byt zplsoben
sledovanim malych souborti pacientl, ptispévkem dalSich
genll a/nebo genotypt, odliSnym Zivotnim stylem populaci
nebo rozdilnym designem obou studii.

Oxidativni stres hraje dulezitou roli v patologickych
stavech tkani vcetné zanétu a karcinogeneze [30].
Experimentalné bylo prokdzano, Ze cigaretovy koui vede
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k zanétu pankreatu, tj. pankreatitidé [31] pravé zvySenim
oxidativniho stresu bunék [32]. Navic se zda, Ze dysfunkce A-
bun¢k pankreatu u diabetu 2. typu vznikd rovnéz plisobenim
volnych radikala [33].

Genetické  polymorfismy  kdédujici  superoxid
dismutdzy a  chinon  oxidoreduktazy s poskozenou
enzymatickou aktivitou a/nebo stabilitou byly ¢asto studovany
ve vztahu k riznym typim nadord [34,35]. SniZzeni genové
exprese antioxidac¢nich enzymt, v¢etné SOD2, bylo popsano u
chronické pankreatitidy a karcinomu pankreatu ve srovnani se
zdravou tkani pankreatu [36]. Wheatley-Price et al. [37]
publikovali praci, v které popsali vztah mezi rizikem vzniku
adenokarcinomu pankreatu a polymorfismy v genech MPO
(myeloperoxidaza) a SOD2 (Alal6Val). Jejich sledovany
soubor byl mensi nez nd§ (n=122) a americkd populace se
svym genofondem lisi od evropské. To mtize byt divod, proc¢
se nase vysledky rozchazeji a zadné vztahy pro sledované
polymorfismy enzymu téastnicich se na metabolizmu volnych
radikalt v tkanich nebyly v nasi studii nalezeny.

Existuje nékolik omezeni této studie, ke kterym je
nutno piihlédnout pfi interpretaci vysledki. Prvnim z nich je
limitovany pocet vzorkl s kompletnimi daty. Zejména pii
stratifikaci dle véku, koufeni a abusu alkoholu a dalSich latek
vznikly méné€ pocetné skupiny pro statistickou analyzu. Je
mozné, ze pii ziskani vétsiho souboru by se zavéry a vysledky
mohly lisit. Proto by bylo vhodné vysledky pilotni studie
potvrdit v rozsahlejsi multicentrické studii, popt metaanalyzou
vysledkl vice pracovist.Mezi dalsi faktory, které mohou byt
potencidlnimi zdroji chyb a nemély by byt opomijeny, patii
pfedpokladana geneticka rGznorodost jednotlivych bunck v
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ramci tumoru a heterogenita fenotypti nadord v populaci
pacientt.

Krom¢ polymorfismti v biotransformacnich enzymech
byly sledovany genetické alterace v genu CHEK2, a to jak u
karcinomu pankreatu, tak i u kolorektalniho karcinomu.
Duivodem byly zajimavé vysledky, které byly touto analyzou
zjistény u karcinomu prsu v nasi populaci a vedly k zapoceti
diskuze o jeho zatazeni do skrininku dédi¢né predisposice
[38,39].

Mutace ¢.470T>C postihujici FHA-doménu byla
nejcasteji  zjiSténou alteraci v genu CHEK2 u pacienti
s karcinomem pankreatu (6/269 ptipadd; 2,2%), i u pacientl
s kolorektalnim karcinomem (30/631 pacientt; 4,8%, [40]).
Vzhledem Kk frekvenci této alterace u kontrolni skupiny
(2,5%), neni zfejmné vyznamna pro vznik pankreatickych
nadord (p=0,815). Pii porovnani vSech alteraci v FHA-
kédujici doméné a jeji blizkosti pak bylo zjisténo jejich vyssi
zastoupeni u pacientll s karcinomem pankreatu (4/269 ptipadi;
1,5% vs. 2/683 kontrol; 0,3% ), stejné jako v pfedchozi studii
u kolorektalniho karcinomu (6,2% ptipadit vs. 2,8% kontrol,
p=0,003; [40]). Na rozdil od pacientii s nddorovym postizenim
tlustého stfeva a rekta vSak u pankreatickych nadora byl tento
vztah jen na hranici statistické vyznamnosti (p=0,057).

Analyza dalSich aktivnich mist v CHEK2 jako jsou
delece c.1100delC a del5395 nepftinesla vyznamné vysledky,
nebot’ nebyl nalezen ani jeden nosi¢ téchto deleci u pacientd
snadorem slinivky, ani u pacientd s kolorektalnim
karcinomem. Tyto alterace tak v nasi populaci zlstavaji
vyznamnymi jen u karcinomu prsu [38].
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Vyznam polymorfismu v biotransformacnich
enzymech pro individualni  vnimavost ke
kolorektalnimu karcinomu

Ceska Republika je na seznamu zemi s nejvyssi

incidenci kolorektalniho karcinomu na svété. Moznymi
faktory, které se na tomto faktu podileji, jsou dietni navyky,
zejména piijem tucnych jidel zalozenych na smaZzeném a
grilovaném vepfovém mase [41], relativné homogenni
genetické pozadi [42], a dobra uspéSnost zachytu a stanoveni
diagnézy CRC diky plosné probihajicimu skriningu a
dlouhodobé fungujicimu onkologickému registru.

Frekvence variantnich alel ve sledovanych
polymorfismech biotransformacnich enzymi se neliSila u
kontrolni skupiny od frekvenci v diive publikovanych studiich
na Ceské populaci [43]. Polymorfismy v EPHX1 (a to ani
jejich  vzajemné kombinace), GSTP1 a NQO1l nemély
vyznamny vztah kriziku vzniku kolorektalniho karcinomu.
Vysledky ziskané v této studii koresponduji s nékterymi diive
publikovanymi pracemi (EPHX1 - negativni vysledky
[44,45]), ale nepotvrdily vysledky publikované jinymi
laboratotemi (NQOL1 jako rizikovy faktor [46,47]; EPHX1 jako
protektivni faktor [48]). Je obecné piijimano, Ze studie tohoto
typu jsou populaéné velmi specifické, a lisi se, jak genetickym
pozadim studované populace, tak i Zivotnim stylem a navyky.
Tento fakt, spolu s obvykle riznym pojetim nabéru vzorkl a
pouzitou metodikou stanoveni polymorfismi, ma za nasledek
vznik nékterych rozpori ve vysledcich. K interpretaci
vysledki je tedy nezbytné mit dostateéné velky soubor vzorkt
z etnicky dobfe definované populace a pokud mozno vysledky
replikovat na nezavislych populacich, které se nelisi
v genetickém pozadi a Zivotnim stylu.
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V této studii bylo nalezeno vy$si riziko vzniku
kolorektalniho karcinomu u jedinci s GSTM1-null genotypem
(1,3-krat vyssi), které bylo jest¢ vyrazngjsi pii kombinaci
s GSTT1-null genotypem (1,6-krat). GSTM1-null a GSTT1-
null genotypy byly ientifikovany jako rizikové faktory
kolorektalniho karcinomu rovnéz v turecké (OR=1,62; 95%
Cl=1,06-2,46 a OR=1,64; 95% CI=1,10-2,59; [49]) a
Vv japonské populaci [50]. Na druhou stranu, ve studii
provadéné v oblasti Skotska [51] se Zadny vztah mezi
polymorfismy GSTM1 nebo GSTTL1 a rizikem vzniku a rozvoje
kolorektalniho karcinomu prokazat nepodatilo.

Huang et al. [52] ve své praci na populaci
afroamericant a ameri¢anid evropského piivodu popsali vztahy
mezi polymorfismy v genech GSTT1 a GSTM1 a mirné vys$§im
rizikem kolorektalniho karcinomu. Autofi této studie naznacili
moznost etnickych odliSnosti ve vztahu mezi koufenim a
genetickou vybavou jedince. V nasi studii na homogenni ¢eské
populaci se vsak modifikujici efekt koufeni nepodafilo
potvrdit. Moore et al. [53] publikoval vztah mezi vil6znim
adenomem kolorekta (povazovan za prekancerézu) a GSTM1-
plus i GSTT1-null genotypy u kutfdka. Roli GSTM1-null
genotypu jako potencialniho rizikového faktoru kolorektalniho
karcinomu, zejména u kavkazské populace, potvrdila i
nedavna metaanalyza [54].

Dosud publikované vysledky, ve spojeni s daty
ziskanymi v této dizertaéni praci, ukazuji na uréitou roli
biotransformaénich enzymu, pfedev§im glutation S-transferaz,
v rozvoji kolorektalniho karcinomu. Pfesnou povahu a vyznam
téchto interakci je tfeba dale detailn¢ studovat na vétSich
souborech jedinct. Neékteré subpopulace mohou mit vyssi
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vnimavost k rozvoji malignit a mechanismy, které se na tomto
faktu podileji, se mohou vyrazné lisit.

Limitace v interpretaci vysledki této studie vlivu
polymorfismi gendi biotransformace na vznik a rozvoj
kolorektalniho karcinomu jsou shodné s vySe zminénymi
limitacemi podobné koncipované studie u karcinomu
pankreatu.

Identifikace referen¢nich genii pro qPCR tkani
karcinomu pankreatu

Vyzkum nadort slinivky bfisni je velmi obtizny, co se
tykd ziskavani kvalitnich vzorki tkani a dat u pacientd
s kratkou dobou celkového pfezivani a Spatnym vykonnostnim
stavem. VétSina pacientd ma v dob¢€ diagndzy jiz inoperabilni
stadium tumoru, takze neni mozné z etickych divoda ziskat
tkan k histologické verifikaci. Navic, vzhledem k vysokému
mnozstvi degradacnich enzymt ptitomnych v pankreatické
tkani, je velmi obtizné vyizolovat dostate¢né mnozstvi kvalitni
RNA. Ukolem této prace bylo identifikovat nejstabilngjsi
endogenni kontrolni geny ve studovanych vzorcich ziskanych
od pacient s adenokarcinomem slinivky bfi$ni, které budou
slouzit pro dalsi analyzy hladin transkripti kandidatnich genti
pomoci qPCR metody. Pozornost byla vénovana zejména
kvalit¢ RNA, efektu degradace na vysledky qPCR a otazce
minimalizace téchto efektti vhodnou normalizaci vysledku.

Vzorky byly nabirany za striktné stejnych podminek
Ptesto jsme nalezli vyznamny rozdil v kvalit¢ RNA hodnocené
pomoci RIN mezi nadorovou tkani a kontrolni pankreatickou
tkani bez nadorovych zmén. U vSech deseti part vzorku
nadorova tkan vykazovala nizs§i stupen degradace RNA viici
své parové kontrolni tkani. Nabizi se tedy otazka, zda je
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mnozstvi RNA4z v tumoru vyznamné niz$i nez ve vychozi
tkani slinivky.

Primérny RIN v nami hodnocenych nadorech byl
6,4+1,0 a v okolni kontrolni tkani 3,2+1,6. Toto zjisténi je ve
shod¢ s diive otiSténou praci, kterd uvadi, Zze RIN u RNA
izolované z riznych tkani se obvykle pohybuje mezi 6-8,
kromé tkani gastrointestindlniho traktu, kde jsou vyraznéjsi
rozdily s RINem kolem 4 [55].

Fleige et al. [56] nalezli vyznamny vliv hodnoty RIN
na vysledek qPCR, zejména na pocet cykli PCR (Ct) a méné
pak na uspésnost PCR reakce (E). Antonov et al. [57] dale
demostrovali na biologicky homogennim systému intaktni a
castecné degradované RNA z bunécnych linii, Zze degradaci
zpusobeny posun v Ct hodnotich muze byt kompenzovan
pomoci vypoctl deltaCt mezi testovanymi geny a pramérnym
Ct nékolika referenc¢nich genii. Tyto deltaCt hodnoty byly
méné citlivé k fragmentaci RNA a nebyly ovlivnény ani
rozdilnym mnozstvim pouzit¢é RNA. V nasem experimentu
korelovalo praimérné Ct vSech testovanych genti v Kontrolni
tkani s RIN. Pouzili jsme normalizaci pomoci interniho
standardu 18S (Ctgenu/Ct18S), ¢imz doslo k normalizaci
vztahu mezi RINem a Ct hodnotou studovanych geni. U
nadorové tkané nebyla vyznamna korelace pozorovéana pied
ani po této normalizaci.

Demonstrovali jsme tedy, ze degradaci zplsobeny
posun v Ct hodnotach, u expresnich studii pomoci qPCR
metody, lze kompenzovat normalizaci Ct genu s Ct hodnotou
endogenni kontroly genu 18S.

Provedli jsme stanoveni hladin transkripti 24
kandidatnich referen¢nich genii vybranych zkomercné
dostupnych endogennich kontrol. Pro tuto analyzu byly
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vybrany 2 nejcast€ji pouzivané programy a to NormFinder a
geNorm. Oba tyto programy vyhodnotily vysledky podobné,
prestoze se poradi genl podle stability neshodovalo zcela.
Geny EIF2B1, ELF1, MRPL19 a POP4 vsak patfily k prvnim
péti nejvhodngjsim ve vysledcich obou programi. Uginnnost
gPCR reakce, stejn¢ jako sklon a linearita kalibra¢nich kiivek
referencnich genti by méla provéfena pred samotnym
profilovanim [58]. Ovéfili jsme tedy, ze nami vybrané geny
spliwuji kritéria pro pouziti v gPCR dle MIQE [59] a mizeme
tyto referencni geny pouzit pro studium pankreatickych nadort
pomoci qPCR.

Expresni studie ABC a SLC transportéri u
karcinomu pankreatu
ABC transportéry hraji roli v mnoha aspektech

nadorovych onemocnéni. Kromé vySe zminéné a dobfe znamé
mnohocCetné 1€kové rezistence, ktera byla popsana u 14
zastupcil této rodiny enzymi, se ABC transportéry podileji i
na vzniku a rozvoji nadorového procesu.

Konig et al. [60] stanovovali pomoci real-time PCR
hladiny exprese mRNA deviti ¢leni ABCC podrodiny a genu
ABCG2 ve vzorcich tkané zdravé nenddorové slinivky bfisni a
v nadorech pankreatu (n=37). V jejich souboru byla pfitomna
jak v nadorové, tak i nenadorové tkani exprese mRNA genu
ABCC1, ABCC3, ABCC4 a ABCC5. cDNA fragmenty
odpovidajici délky byly identifikovany i pro geny ABCC2,
ABCC6, ABCC10 a ABCCI12, ale jejich amplifikace pfi
korelaci s mRNA expresi beta-aktinu byla velmi nizkd a
ABCC11 nebyl amplifikovan viibec. V nasem souboru vzorku
byly hladiny exprese mRNA ABCC11, ABCC12 a ABCC13
rovnéZ velmi nizké, ale na rozdil od piedchozi studie zde byly
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naméieny dobfe detekovatelné hladiny transkriptli pro geny
ABCC2, ABCC6 a ABCCI10. Bylo popsano, ze se hladiny
expresi mRNA ABCC1 a ABCC4 nelisi mezi nadorovou a
nenadorovou tkéni slinivky bfisni, zatimco v tkani karcinomu
pankreatu dochazi k upregulaci gent ABCC3 a ABCCS5 [60].
Autofi usuzuji, ze pravé tyto geny (ABCC3 a ABCC5) jsou
zapojeny ve vzniku chemorezistence bunék adenokarcinomu
pankreatu vuci cytostatikim a analyza jejich exprese u
pacientd mtze prispék k zlepseni predikce jejich odpovédi na
terapii. Na§ vyzkim tuto upregulaci ABCC3 a ABCCS5
v nadorové tkani potvrdil na nezavislém souboru vzorkd. Na
rozdil od ptfedchozi studie jsme nalezli rovnéz ptitomnou
upregulaci v nadorech i u dalsich dvou genti (ABCCl a
ABCC10).

Némi vysledovana upregulace gent ABCB4, ABCCI1,
ABCC3, ABCC5 a ABCC10 (p < 0.005) v tumorodzni tkani je
vsouladu sjejich jiz stanovenym fenotypem mnohocetné
1ékové rezistence [15]. Na zakladé vysledka této pilotni studie
lze usuzovat, ze tyto ABC transportéry mohou byt moznymi
genetickymi markery nadorové odpovédi, a je tfeba provést
dalsi podrobngjsi analyzy, jak tento fenotyp tumord koreluje
s léCebnou odpovedi pacientt.

Naopak byly nalezeny cCtyfi geny downregulované
v tumorech pankreatu, a to ABCA3, ABCA5, ABCC6 a ABCCY7.
ABCA3 transportér je nejvice exprimovan v plicni tkani, ale
jeho exprese byla nalezena také v mozku, srdci a tkani zdravé
slinivky bfisni [190]. Mutace tohoto genu jsou spojeny se
syndromem dechové tisn€¢ a nedostatkem surfaktantu u
novorozenci [191]. Nicméné funkce ABCA3 v tkanich
pankreatu zatim nebyla objasnéna.
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Mutace vgenu ABCC6 se  vyskytuji u
multisystémového onemocnéni Pseudoxanthoma elasticum
[192]. Jeho ptfitomnost a funkce ve tkanich slinivky, nebo
jejich nadorech zatim nebyla studovana. Mutace ABCC7 jsou
podkladem pro cystickou fibrozu [193]. Navic transportér
ABCC7 vaze syntaxin 1A (regulator membranové fuze) [194],
sodny kanal [195] a endocysticky adaptorovy komplex AP-2
[196].

Diky existenci téchto zavaznych genetickych poruch
se tak ukazuje, ze ABC transportéry, jako komponenty vétSich
membranovych komplexi, se s nejvétsi pravdépodobnosti
podileji na SirSim spektru biologickych aktivit. Vzhledem k
nedostatku udaji v literatufe o vyznamu téchto genii pro
vznik, vyvoj a terapii nadort slinivky, zistava jejich
zjisténa downregulace predméetem spekulaci a slibné pole pro
dalsi vyzkum.

Studie hladin transkripti genti v tkanich bez korelace
S expresi proteinii stanovenou imunohistochemicky se jevi
jako jedna znejvétsich limitaci této prace. Nicméné
imunohistochemicka analyza je semi-kvantitativni metodou a
odrazi pouze piitomnost proteinti bez prikazu jejich skute¢né
aktivity. Navic stanovovani piitomnosti proteinti je silné
ovlivnéno i volbou protilatek, jejich specifiou a selektivitou.

Mezi dal§i limitace patfi maly soubor pacienti a
absence SirSich klinickych dat tykajici se 1écby a pribéhu
onemocnéni. Proto vSechny tyto vysledky musi byt
interpretovany s prihlednutim k témto limitacim a je nezbytné
je ovéfit pomoci dalSich typt analyz na vétSim souboru
vzorku.
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5. Zavéry

Cil prace se opiral o hypotézu, Ze polymorfismy
V biotransformacnich enzymech mohou ovliviiovat riziko
karcinogeneze. Prvnim tkolem tohoto projektu bylo studovat
vztahy mezi polymorfismy v genech metabolizmu slozek
cigaretového koufe a alkoholu, jmenovité CYP2A13, EPHX1,
GSTM1, GSTP1, GSTT1, NQO1, NQO2, SOD2, SOD3,
ADHI1B a ADHIC a rizikem vzniku karcinomu kolorekta a
pankreatu. Pomoci metody PCR-RFLP, alel-specifické PCR
reakce a PCR v realném cCase bylo vySetfeno 235 pacientd
s diagndézou nadorového onemocnéni slinivky bfisni, 495
pacientd s kolorektalnim karcinomem a 760 zdravych kontrol
bez ptitomnosti onkologického onemocnéni.

Pro vétSinu nami sledovanych polymorfismi se
nepodafilo prokazat vztah mezi jejich pfitomnosti a rizikem
vzniku obou téchto malignit. Negativni vysledky studii jsou
cennym pfispévkem do meta-analyz, které podavaji ucelenou
informaci o vyznamu genetickych faktord v etiologii
onemocnéni. Podafilo se nam ziskat nékteré prioritni a
zajimavé vysledky. Variantni alela CYP2A13*7
(Argl01STOP), kodujici inaktivni enzym byla nalezena u 7
Z 265 hodnocenych zdravych kontrol, ale nebyla nalezena u
7zadného pacienta s karcinomem pankreatu (n=235). Tento
silny trend, u kterého vzhledem k absenci variantni alely
v souboru pacientd nelze vyjadiit statistickou vyznamnost,
naznacuje moznost Ulohy genu CYP2A13 v etiologii
karcinomu pankreatu. Vyskyt variantni alely GSTP1-Val a
genotypu GSTT1-null byl naopak spojen se zvySenym rizikem
vzniku nadoru pankreatu (OR=2,38; 95% CI=1,17-4,83).
V souboru pacientil s kolorektalnim karcinomem byl genotyp
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GSTT1-null v kombinaci s GSTM1-null genotypem spojen
s mirn¢ zvySenym rizikem (OR=1,58; 95% CI=1,01-2,47) a
samotnd delece GSTM1 zvySovala riziko kolorektalniho
karcinomu po zohlednéni ostatnich sledovanych faktora
(OR=1,30; 95% CI=1,01-1,68).

Nase vysledky ukazuji, ze polymorfismy v genech
kédujici  biotransformacni enzymy, zejména aktivacni
cytochrom P450 2A13 a detoxika¢ni glutation S-transferazy,
mohou ovlinovat riziko vzniku maligniho onemocnéni
slinivky bfisni a tlustého stfeva v Ceské populaci. Vysledky
ziskané v ramci uvedené pilotni studie jsou dobrym zakladem
pro nutné oveétujici analyzy na vétSich souborech pacientt,
eventualn¢é meta-analyzy souborti charakterizujicich bélosskou
populaci s obdobnym Zzivotnim stylem.

Dalsim ukolem bylo charakterizovat ulohu vybranych
funkéné vyznamnych alteraci v genu CHEK2 (FHA doména
s ptilehlou oblasti, del1100, rozsidhla delece del 5395bp)
Vv patogenezi sporadického karcinomu pankreatu. Stejné jako
drive v ptipad¢ kolorektalniho karcinomu, i v nasi studii bylo
riziko vys§i pro jedince s pfitomnou mutaci v oblasti FHA
domény, avSak tento vztah byl na hrané statistické
vyznamnosti (p=0,057). Delece 5395 bp nebyla v zadném ze
sledovanych souborti nalezena a zlistava tak zatim vyznamnou
pouze pro karcinom prsu v nasi populaci.

Dalsi hypotéza byla postavena na faktu, Ze pacienti s
nadory odpovidaji rozdilné na podanou chemoterapii. V tade
modelovych systémid byly identifikovany geny interagujici s
ucinkem cytostatik pouzivanych pro lécbu karcinomu
kolorekta a pankreatu. Rozdilné exprese téchto genu by tedy
mely byt hlavnim dGvodem pro vznik rezistence vici
chemoterapii. Pro studium rozdild expresi gent 3. faze
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biotransformace (zejména ABC transportérl) bylo nutné
zavedeni optimalni metodiky.

Karcinom pankreatu se fadi k velmi problematickym
nadorim z hlediska analyzy genové exprese. Podafilo se nalézt
optimalni protokol odbéru tkané, transportu, skladovani,
izolace celkové RNA s naslednou analyzou jeji kvality a
kvantity podle nejnovéjsich metod a doporuceni. Ukolem této
prace bylo i identifikovat nejstabilnéjsi referencni geny ve
studovanych vzorcich ziskanych od pacientl
s adenokarcinomem slinivky bfisni, které budou slouzit pro
normalizaci vysledkd analyzy pomoci gPCR metody. Provedli
jsme skrining 24 kandidatnich referencnich gend, vybranych
z komercné dostupnych endogennich kontrol. Ovéfili jsme, ze
nami vybrané nejstabilngj$i geny v pankreatické tkani a
karcinomu pankreatu EIF2B1, ELF1, MRPL19 a POP4 spliuji
vSechna potiebna kritéria a jsou vhodnymi pro studium
pankreatickych nadorit pomoci qPCR.

Porovnanim exprese vSech 49 c¢lent lidské nadrodiny
ABC transportérti u deseti vzorki nadoru pankreatu s okolni
nenadorovou tkani pankreatu pomoci qPCR jsme zjistili, ze 11
geni bylo statisticky vyznamné upregulovdno a 4
downregulovany (p<0,05) v tkani adenokarcinomu. Zjisténa
zvySena exprese ABCB2 (2,2x), ABCB3 (2,2x), ABCB4 (5,3x),
ABCC1 (1,6x), ABCC5 (2,2x) Vv nadorové tkani mize, ve
shodé sjejich dfive prokdzanym fenotypem mnohocetné
lékové rezistence, ovlivnit vyseledek 1écby onemocnéni.
Downregulace ABCA3), ABCA5, ABCC6 a ABCC7 ve tkani
karcinomu pankreatu zatim nebyla publikovana.

Vysledky pilotni studie zaméfené na expresi ABC
transportértt ve tkani karcinomu pankreatu tedy prokazaly
vyznamné  rozdily = v hladinach  transkriptdl  téchto
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membranovych enzymi, které jsou kliCové pro transport
cytostatik ven z nadorovych bunék. K ovéfeni vysledku pilotni
studie probiha rozsahlejsi studie, kde bude navic zohlednéna i
odpovéd’ na podévanou chemoterapii. Pomoci metodiky
zavedené v této praci nyni na naSem pracovisti probiha
vyzkum exprese ABC transportérii a hodnoceni jejich
vyznamu pro vysledek chemoterapie u kolorektalniho
karcinomu a karcinomu prsu.
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