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SUMMARY

The associations between modifiable exposures and the disease in observational epidemiological
studies remain partly biased. Mendelian randomization principle, which is the random distribution
of parental genes to off-springs in meiosis during gametogenesis and at conception, represents a
chance for methodology of evaluation of the causal relations between external cause and disease.
The association between the disease and the genetic polymorphism studied reflects the biological
relations between the suspected exposure and the disease or a protection phenomenon, and is
generally less prone to the phenomenon of confounding and reverse causation. The use of
Mendelian randomization principle has its limitations, it offers new possibilities to test causal
relations and clearly shows that means invested into the Human genome project can contribute to
the understanding and prevention of adverse effects of modifiable exposure to the human health.
Key words: genetic epidemiology, risk factors, causality, glutathione-S-transferase, brassica genus,
isothiocyanate, lung carcinoma.

UuvOD

| kdyZ se genetick& epidemiologie tésnéji dotyka poznani dédicnych aspektu rizika onemocnéni,
individualni n&chylnosti k nemoci a kone¢né i Uplného poznani molekularni patogeneze, muze také
pomoci Kk SirSimu poznani zevnich determinant nemoci (dietni faktory, profesiondlni expozice,
Zivotni styl), které jsou relevantni pro celé populace, nikoli jen pro geneticky zranitelné
subpopulace. Tento piistup byl v posledni dobé popsén jako "mendelovskéd randomizace" (1-6).
Koncept "mendelovské randomizace" vyuziva druhy Mendeliv zakon o segregaci alel pii utvareni
gamet — dédi¢nost jednoho znaku je nezavisla na dédicnosti ostatnich znaki, pokud nejsou v genové
vazbé. Zobecnéni a rozSireni tohoto principu vede k zakladnimu epidemiologickému piedpokladu
mendelovské randomizace, Ze rozloZeni dalSich (negenetickych) faktora v populaci je nezévislé na
genotypu. Ocekavanym dusledkem je rovnomérna distribuce negenetickych faktori mezi genotypy.
Touto "randomizaci" je mozno omezit fenomén zavadéni pii hodnoceni asociace expozice-nemaoc.
DalsSim predpokladem je, Ze genetické polymorfismy produkuji rozdily ve fenotypech, jimiz
odrézeji biologické vlivy ovlivnitelnych zevnich expozic, které zpétné ateruji riziko onemocnéni.
Pro zkoumani vlivu podezielé expozice na riziko nemoci ¢i naopak protekce jsou nejvhodnéjSi
bé&Zné polymorfismy s dobre charakterizovanou biologickou funkci. Klicovym predpokladem je, Ze
distribuce polymorfismi nemé vztah k rozdéleni zavadgjicich faktort, zejména socioekonomickym
a behaviordnim, které jsou nejpravdépodobnéji odpoveédné za zkreslené interpretace observatnich
epidemiologickych studii (1).

| sothiokyanét a karcinom plic

Observacni studie poskytly konzistentni doklady o protektivni roli zeleniny proti karcinomu plic,
zejména brukvovitych druhi (brassicaceae, diive kiizaté - cruciferaceae), jako brokolice a zeli (7).
Tato zelenina je bohata na glukosinoléty, které jsou po mechanickém rozruseni pii ptipraveé jidla a
2vykénim, uvolnénou rogstlinnou myrosinézou roz&tépeny na fadu bilogicky aktivnich I&tek. Jednou
z nich je skupina isothiokyanata (ITC), které v experimenténich studiich na zvitatech projevily
chemoprotektivni vlastnosti pii  vyvoji experimentalniho karcinomu plic. ITC jsou proto
povaZzovany za l&ky vysvétlujici pozorovany ochranny vliv konzumace brukvovitych u lidi (7),
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ktery vSak nemohl byt dosud interpretovan jako definitivné protektivni v dasledku dostupnosti
vysledki pouze relativné malych studii (8). ITC je v organizmu prednostné eliminovan glutathion-
S-transferdzami, zejména GSTM1 a GSTT1 (9), které se vyskytuji takeé ve forme null. U jedincta s
homozygotnim null genotypem jsou enzymy inaktivni a v dusledku omezené
biotransformace/eliminacni kapacity by mély byt koncentrace I TC v organismu vysSi.

Tab. 1. Odds ratios (OR a 95% interval spolehlivosti) pro karcinom plic podle konzumace brukvovité
zeleniny a null genotypt GST u 2141 pfipada a 2168 kontrol (upraveno dle 10)

genotyp p/k ) p/k p/k broovlftv)lice’a
konzuma_lce N vsechm{ Y N . N ruzmkovg
zeleniny brukvovité zeli kapusta
vSechny genotypy
pfijem nizky ~ 327/250 1 (reference) 367/296 1 1741/1758 1

-stfedni  677/754 0,77 (0,62-0,95) 668/740 0,80 (0,65-0,98) 249/261 1,04 (0,84-1,29)
-vysoky 1137/1164 0,78 (0,64-0,96) 1106/1132 0,83 (0,69-1,01) 145/149 0,87 (0,66-1,14)
GSTM1 null
pfijem nizky ~ 161/103 1 184/128 1 845/801 1
-stfedni  330/352 0,65 (0,47-0,89) 323/342 0,69 (0,51-0,93) 113/117 0,98 (0,71-1,35)
-vysoky  531/531 0,67 (0,49-0,91) 515/516 0,73 (0,55-0,97) 61/68 0,72 (0,47-1,09)
GSTT1 null
prijem nizky 58/37 1 65/46 1 285/270 1
-stfedni  115/133 0,67 (0,39-1,16) 117/127 0,79 (0,47-1,33) 33/41 0,80 (0,45-1,44)
-vysoky  167/174 0,63 (0,37-1,07) 158/171 0,73 (0,44-1,21) 22/33 0,55 (0,27-1,11)
GSTM1 null / GSTT1 null

piijem nizky  28/10 1 31/15 1 147/138 1
-stfedni  60/69 0,26 (0,10-0,63) 62/67 0,37 (0,16-0,84) 17/18 0,91 (0,39-2,13)
-vysoky  87/92 0,28 (0,11-0,67) 82/89 0,42 (0,19-0,94) 11/15  0,35(0,12-1,01)

p / k - pocty pfipadd a kontrol, null - homozygotni delece GST; nizky - pfijem zeleniny mensi nez jednou za mésic;
stfedni - men3i nez jedenou za tyden; vysoky - alespoii jednou tydné. 1) adjustovano na vék, pohlavi, region a koufeni
jako bali¢ko-roky cigaret, 2) dalsi adjustace na pfijem brokolice a razickové kapusty, 3) Dalsi adjustace na prijem zeli.

Princip mendelovské randomizace predpokladd, Ze role geni GSTM1 a GSTT1 jsou nezévislé na
dalSich faktorech, a tak omezuje moznost zavadéni faktory dietnimi a faktory Zivotniho stylu. K
objasnéni role brukvovité zeleniny v prevenci rakoviny byla provedena rozsahla multicentricka
studie 2135 pripada rakoviny plic a 2142 kontrol v 6 zemich stiedni a vychodni Evropy, kde je
vysoka konzumace tohoto druhu zeleniny obvykla (10). Incidencni pripady a nédlezité kontroly z
nemocnic nebo populace byly ziskany z 15 center Polska, Slovenské a Ceské republiky, Rumunska,
Ruska a Mad’arska. Standardizovany dotaznik obsahoval detaily Zivotniho stylu a Udaje o frekvenci
konzumace 23 druhi potravin, véetné tii poloZzek brukvovité zeleniny (zeli, razickova kapusta
alnebo brokolice) (11). Celkovy protektivni efekt byl pozorovan u téch, ktefi konzumovali vdechnu
brukvovitou zeleninu "alespon jednou tydne" ve srovnani s frekvenci konzumace "méné nez jednou
zamésic" a byl podobny separovan¢é pro konzumaci zeli i brokolice/rtzickové kapusty. Kdyz byla
studovand populace rozdélena podle genotypt GST, byl ochranny vliv vysoké konzumace
brukvovité zeleniny omezen na null genotypy GST (Tabulka ¢. 1), nebyl pozorovén u pozitivnich
genotyptt GSTM1 a -T1 a byl jen mirn¢ ochranny u téch, ktefi meli pouze jeden null genotyp.
Podobné asociace byly pozorovany oddélené u konzumace zeli a brokolice/raZickové kapusty po
vzajemné adjustaci, coz naznacuje nezavisly protektivni vliv obou zeleninovych zdroju ICT. Tyto
vysledky podporuji hypotézu, Ze ochranny vliv brukvovité zeleniny je nejzietelnéjSi u osob, které
maji nizké hladiny cirkulujicich enzyma GST v dusledku ptitomnosti null alel geni GSTM1 a-T1.
| kdyZ v této studii nebyla ptimo métena koncentrace ITC, tj. intermediarni fenotyp, lze o¢ekéavat,
Ze u null genotypt budou hladiny ITC v organismu pti vySSim ptijmu brukvovité zeleniny zvySeny.
ITC patti mezi zndmé aktivatory geni proteini metabolismu 1. faze, zavislych na pasobeni
transkripéniho faktoru Nrf2 a na pritomnosti responsivnich elementt ARE nebo EpRE,
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(antioxidatni nebo elektrofilni) (12). Protinadorovy mechanismus zahrnuje také pasobeni ITC na
bunéeny cyklus indukci zastavy G2/M faze a utlumenim aktivity regulétora bunééného cyklu (13).
Kdyz se vezme v Gvahu velikost ochranného vlivu v menSich studiich karcinomu plic, zatizenych
rizikem tedéni efektt chybou méreni (13-16), a v této velké multicentrické studii, pak
chemoprotektivni G¢inky brukvovité zeleniny a v uvedeném kontextu zejmeéna isothiokyandtt jsou
pozoruhodné.

DISKUSE

Principy ,, mendelovské randomizace” se intuitivné vyuZivaji od 80. let. Asociacni studie
kandidénich gent byly navrzeny pravé k identifikaci kauzdlnich faktort utvéejicich komplexni
znaky (napt. télésnd hmotnost, krevni tlak, chronickd onemocnéni). Neménnost genotypu poskytuje
relativni ochranu pred ptsobenim zavadgjicich faktorti a zpétné pricinnosti, které jsou bézné
v analyze pouhého fenotypu. Nutnym piedpokladem nezkreslené interpretace je poZadavek, aby
studovany funkéni polymorfismus produkoval pouze kvantitativni rozdily v hladinach protektivniho
Ci rizikového faktoru, nikoli v&ak kvalitativni rozdily v jeho biologické funkci. Epigeneticka
regulace genové exprese hraje duleZitou ulohu ve vyvoji jedince in utero i postnatané a muze
piedstavovat cestu tlumeni vlivi genetické variace (kanalizace). Na druhé strané se hromadi
piesvédcivé ndlezy o dulezitosti epigenetickych zmén v procesu karcinogeneze, aterogeneze i
vzniku metabolického syndromu, tedy u nejéastéjSich chronickych onemocnéni. Pripadné
nekonzistentni nalezy, tj. neutrdni nebo dokonce negativni ndlezy vztahu genotyp-nemoc, které
jsou v rozporu s obvyklou relaci mezi intermediarnim fenotypem a rizikem nemoci, nelze
interpretovat jako selhani principu mendelovské randomizace. Jsou spiSe vyzvou k podrobngjSimu
zkoumani vlivu genotypi na intermediarni fenotyp a tim moznost ziskat presnéjsi informace o
patogenetickém pusobeni gend.

ZAVER

Genetické studie asociaci funkénich polymorfismu a ekvivalentnich zevnich expozic rizikovym ¢i
protektivnim faktord mohou prispét k objasnéni mechanismi vzniku nemoci s nimi souvisejicich a
opodgtatnéni navrhovanych intervenci. Studie tohoto druhu jsou méné nachylné k fenoménu
zavadéni a reverzni kauzality, které jsou obvyklé v konvenéni epidemiologii rizikovych faktora.
V soucasné obvyklé situaci, kdy je realizace velkych randomizovanych studii obtizng, jsou snad
optimalnim feSenim multicentrické studie schopné v relativné kratké dobé nashromazdit dostatecny
pocet pripadu a nezbytnych kontrol (10). V postgenomické ée je genotypizace dostupna a vyuZiti
principu mendelovské randomizace pfi névrhu a v analyze dat, ¢asto velmi pracné
nashromézdénych, epidemiologickych studiich predstavuje cestu jak zefektivnit vyzkum a zaroven
zpresnit vyroky o nélezech v prislusnych studiich. V hierarchii hledani pticin nemoci a kauzani
prevence/lécby muze byt dobie navrZzena studie s mendelovskou randomizaci, po zvézeni shora
uvedenych omezeni, rovnocenna randomizované klinické studii. Konzistentni nélezy relaci:
Intermediarni fenotyp ® nemoc a funkéni genotyp ® nemoc, mohou mit konfirmagni vyznam.
Observacni studie miaze byt vyuZitim principu mendelovské randomizace v uvedeném kontextu
|épe zhodnocena.
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