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Souhrn: Genotypovani je postup, pii kterém je u lidi zjiStovana pfitomnost dédi¢nych genetickych zmén v DNA izolované
z bilych krvinek. Biotransformacni enzymy se ticastni metabolismu jak latek vnitiniho pivodu, tak latek cizorodych. Dusled-
kem polymorfismi biotransformacnich enzymi pak mohou byt rozdily v metabolickych profilech jednotlivcii a predevsim
v pomérech mezi detoxikaci a aktivaci prokarcinogent. Tento fakt pak naznaCuje vyznam genotypovani biotransformacnich
enzymu pro v¢asnou diagnostiku zvySené vnimavosti jedince viic¢i chemickym karcinogenim. V posledni dobé byla nalezena
celd fada souvislosti mezi vyskytem polymorfisml nékterych biotransformac¢nich enzymu a rozvojem piedev§im nadorovych
onemocnéni. V této studii bylo provedeno sledovéni polymorfismil v cytochromech P450 1A1, 2E1, epoxid hydroldze a tfech
isoenzymech glutathion S-transferdz u nékolika skupin ¢eské populace: zdravé kontrolni populace, pacienti trpicich lymfomy
ve srovnani se zdravymi kontrolami a pracovnikli exponovanych styrenu ve srovnani s neexponovanymi jedinci. Vysledky stu-
die naznacuji, Ze polymorfismy biotransformacnich enzymii : 1/ jsou zastoupeny ve zdravé ¢eské populaci v podobné mife jako
u ostatnich bélo§skych ras, 2/ mohou hrat dtleZitou tlohu v rozvoji lymfomu, 3/ pravdépodobné maji spojitost s genotoxickym
plsobenim styrenu u exponovanych osob.
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Abstract: Genotyping is used for assessment of hereditary genetic changes in DNA isolated from white blood cells.
Biotransformation enzymes take part in metabolism of endogenous substrates and xenobiotics (drugs). As a result of genetic
polymorphisms in biotransformation enzymes, individual metabolic profiles and mainly ratios between detoxification and
bioactivation of procarcinogens may be changed. Therefore, genotyping of biotransformation enzymes may be important for
early detection of increased individual susceptibility towards chemical carcinogenesis. In the last decade, increasing number
of associations between polymorphisms in biotransformation enzymes and individual susceptibility to various diseases and
mainly malignant ones was published. Our study was focused to assessment of polymorphisms in cytochromes P450 1A1, 2E1,
epoxide hydrase, and three isoenzymes of glutathione S-transferases in several groups of Czech population: healthy control
population, case-control study of lymphomas, and workers exposed to styrene in comparison with unexposed individuals.
Results suggest that, polymorphisms in biotransformation enzymes: 1/ assessed in healthy Czech subjects show similar
frequencies and distribution as data on the majority of European Caucasians, 2/ may play a significant role in etiology of
lymphomas, 3/ most probably contribute to genotoxic effects of styrene found in exposed individuals.
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Uvod Tabulka 1A. Vybrané polymorfismy biotransformac¢nich enzymii

Genotypovani je postup, pfi kterém je u lidi zjiS§tovana pfi- <rev alel 1oh » i 5
N T ¥ . o . 3 1 gen nazev aile! poloha zmena VIV na expresi

tomnost dédic¢ného poskpzenl gentv DNAV }zolovane z,b11yc13 polymorfismu aminokyseling  proteinu

krvinek. Pokud je takova genetickd vada pfitomna ve vice neZ -

1% zkoumané populace, je moZno mluvit o genetickém poly- | 774! ’g%’ﬁ [*IA/2A 6235 (3'-konec) - ne

morfismu. My jsme si ke studiu vybrali nejdéle zndmé poly- —

morfismy v genech biotransformaénich enzymi. Ty jsou také | CYP2EI cl/ez -1019 (5 -konec)  — zvyseni

d bulce 1A. Vedle dfi ¥z sh A CYP2EI*IA/*5B transkripce

uvedeny v tabulce 1A. Vedle dfive pouZivaného nazvu pro D/C 7668 (intron 6) _ ne

mutované alely je uveden i novy navrh zvefejnény v publika- CYP2EI*1A/%6

ci IARC o polymorfismech metabolizujicich enzymd (1). I rpp 7 i 337(exon3)  Tyr— His nizi aktivita

Mutaceml v exonech mphou vznikat geny, jejichZ produ}(ty EPHXI%1/%2 050%

jsou neaktivni nebo maji zménénou substratovou specifitu. His/Arg 415 (exon4)  His — Arg  vys3i aktivita

Mutace v pfiléhajicich oblastech nebo intronech mohou ovliv- EPHXI*I/*3 025%

nit regulaci transkripce nebo sestfih mRNA a mit za nasledek | GSTMI  plus/null delece - ztrita aktivity

hyperinducibilitu nebo zmény stability proteinu. GSTMI*1A/ 2

Biotransformac¢ni enzymy se G€astni metabolismu jak latek | GsTPI  1le/val 313 (exon5)  Ile— Val  vysi aktivita,

vnitiniho pivodu, napf. hormont, cholesterolu, Zlu¢ovych GSTPI*1/*2 afinita/stabilita

ky§elin, tak i cizorodych lz’ite.k, které kontaminuji pracovni GSTTI  plus/null delece _ 2trita aktivity

aZivotni prostfedi cloveéka (1é¢iva, rozpoustédla, produkty spa- GSTTI*1/%2
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Tabulka 1B. Vlastnosti vybranych biotransformac¢nich enzymii

lovani benzinu, koufeni, alkohol apod., tabulka 1B, viz. pre-
hledny referat 2 a literatura v ném uvedend). Funkce biotrans-

enzym hlavni variabilita markerovy metabolismus . . o . . . o PRV
vyskyt substrit  prokarcinogeni forme}cnlch enzymi nejsou nlkgly Jednozna'cne pozitivni i
CYPIAT plice 100 PAH: benzolalpyren negativni. Nektgre enzymy se uca.str,n.gletmgkgce a jiné zase
mikrosomy bifenyly naopak metabolické aktivace c_hemlkalu nasilné reaktivni pro-
CYP2E1 jatra 20x chlorzoxazon  benzen, styren dukty SChOpI}é p oSkozovat qumakromqlekuly' DﬁSIefikem
mikrosomy nitrosaminy polymorfismil blptransforrna(;nlch enzymi pak mohou bytroz-
EPHX1  v8echny orgdny 50x styren oxid benzo/a/pyren dily VV metabOh.CkyCh .pro,ﬁleCh. Jed,nOthVCﬁ ap fequﬁm
mikrosomy v pomérech mezi detoxikaci a aktivaci prokarcinogent. Ten-
GSTMI _jamra — monoepoxybutan | £© fakt pak naznacuje vyznam genotypovan/lvblo)tran§formac—.
cytosol trans-stilbenoxid | nich enzymi pro v€asnou diagnostiku zvySené vnimavosti
GSTPI  mimo jatra ) Ichloro-2.4- _ dihaloalkeny jedince vici ch&emmke karc1r}0gene21. Z prvni faze biotrans-
cytosol _dinitrobenzen  akrolein formace jsou cCasto studovdny cytochromy P450 (CYP):
GSTTI _jawa — dichlormethan CYP]A], ktery metabohz.uje.,a{omaglcke polycyklické uhlo-
cytosol ethylenchlorid vodiky, CYP2E1 metabolizujici napf. benzen a styren a mik-
diepoxybutan rosomdlni epoxid hydroldza (EPHX1), kterd velmi ac¢inné
odstraiiuje velmi reaktivni arenoxidy. Z druhé faze pak glu-
Tabulka 2. Biotransformac¢ni enzymy a rakovina tathi’on S_tra?SferaZy (G ST)’.které lfonquacemi rvevak.t,iYIgCh
meziprodukti metabolismu cizorodych latek umoZziiuji jejich
gen rakovina populace rizikovy  statistika snadné vylouceni z organismu.
genotyp OR (P) V posledni dobé€ se mnoho autor zaméfilo na hledani pfimé
CYPIAI  plic orientalni KA/A 3.1 souvislosti mezi vyskytem polymorfismil a rozvojem nékte-
tlustého stfeva  orientaln{ #2A/%2A P<0.01 rych onemocnéni, pfedevsim nadorovych (tabulka 2). Byly
prsu cernosska F2A/72A 9.7 nalezeny vztahy mezi vSemi zkoumanymi polymorfismy
CYP2EI  plic orientalni 6 P<0.05 acelou fadou rakovinnych onemocnéni. Jednou z hlavnich sta-
g{ilel}tfll(l{li I;g/ *5B %-‘5‘5 tistickych velicin, které se v tomto vyzkumu pouZivaji, je OR
nosofiltann oriontln 53746 =0 neboli odds ratio - Cesky je moZno vyjadfit jako odhad rela-
orientalni #SB/*SB 77 tivniho rizika. Hodnota OR nad 1 naznacuje vys$si riziko vzni-
Jater orientalni *5B P=0.034 ku onemocnéni u zkoumané skupiny nemocnych ve srovnéni
belosska B P<0.004 s kontrolni zdravou skupinou. Byly v8ak také publikovany stu-
EPHXI jater orientalni 2 3.3 die, které nenalezly Zadny vztah. Obecné plati, Ze ¢im je vys-
vajeeniki belosskd 2 2.6 §1 vyskyt mutovaného genotypu, tim je vetsi pravdépodobnost,
GSTMI  plic belosskd null 23 Ze vyznamné ovlivni chemickou karcinogenezi a sledovany
. ... orentlni null P<0.01 vztah bude v populaci statisticky vyznamny. Velky diiraz je
moc¢. méchyie bélosskd null 1.7 P 2 . < ? PRy
stiev bElosskd null 178 také tfeba klast na sestaveni sledované skupiny, kde je Zadou-
orientalni null 2.03 ci zjistit informace nejen o diagnoze, ale i o stadiu onemocné-
prsu belo¥ska null 2.44 ni, histopatologickém vySetieni a pfipadné i o asp&snosti 16¢-
hlavy a krku blofskd rul 2.37 b bot biotransformaéni enzymy metabolizuji také
Y, 1nebo ymy i
GSTPI plic belosska 2/2 2.5 cytostatika a individudlni odliSnosti v jejich aktivité by moh-
mo¢. méchjfe  belosskd 22 36 ly byt zdrojem resistence nadorti k ptisobeni cytostatik.
GSTT1 plic bélosska null 3.4
stfev bélosska null 2.35 Metodika genotypovani
Principem stanoveni, které je ke genotypovani pouZivano, je
Obrazek 1. Metodika genotypovani vétSinou PCR-RFLP neboli fetézova polymerdzova reakce
s naslednou restrik¢ni analyzou.
V prvnim kroku jsou izoloviny
lymfocyty ze Zilni krve, posléze
krev lymfocyty genomovi DNA jg extra}lllgvéna genomov% DNA
a podrobena amplifikaci pomo-
ci PCR (obrazek 1). Pfi PCR
izolace izolace dochdzi k namnoZeni useku
DNA, v némz se mutace podle
literatury nachéazi. Na hotovy
\6 produkt se plsobi restrikéni
endonukledzou, kterd rozpozna
N mutovanou DNA od nemutova-
agarézova elektroforéza PCR né. Jakdkoliv zména v cilové
sekvenci restriktdzy totiZ zptso-
— WW WM MM bi, Ze restrikéni misto pro jednu
- endonukledzu zanikne, pro jinou
p— naopak pfipadné vznikne. Pokud
- — . podrobime produkty PCR po
- -_— — ¢ restrikce inkubaci s endonukledzou aga-
— -_ réozové elektroforéze, ziskame
vysledek, podle né¢hoz je mozno
— jedince hodnotit jako divoké
PCR homozygoty, mutované homo-
vysledek fragmenty zygoty nebo hetgrozygoty nebof
li jedince s obéma variantami
(alelami) genu. Pro genotypova-
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Tabulka 3. Pirehled metod pro genotypovani biotransformacnich enzymu

byla zjiSt€éna frekvence

. e p e mutované alely
N : délka PCR  restrikéni enzym  délka restrik¢nich

gen primery pro PCR produktu (bp)  pro RFLP fragmentii (bp) reference|  CYPJA1*2A9.7% (tabul-
ka 4). Rozd¢leni genoty-

CYPIAl  F:5-TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT-3’ 340 Mspl wt: 340 10 ; )f X gt Y
(3’-konec) R:5’-CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT-3’ mt: 270, 133 pu 1lrekvence mutovane
CYP2El  F: 5-TCGTCAGTTCCTGAAAGCAGG-3 996 Dral 572,303, 121 11 alely bylo srovndno

.5 ra wt: 5 N < : X7

(inron6)  R:5-GAGCTCTGATGGAAGTATCGCA-3° mt: 875, 121 pomoci kontingencnich
tabulek s tidaji zndmymi

CYP2El  F:5-CTACATTGTCAGTTCTCACC-3’ 471 Rsal (Pst)  wt: 341, 130 (368, 163) 11 z literatury. U némecké
(5°-konec) R:5’-CTGTGAAGGTAGTCCATAGG-3 mt: 471 populace byl popsén sta-
EPHX1 F: 5°-GATCGATAAGTTCCGTTTCACC-3* 163 EcoRV wt: 140, 20 5 tisticky vyznamny rozdil
(exon3)  R:5-AATCTTAGTCTTGAAGTGAGGAT-3’ mt: 163 v distribuci genotypi.
EPHX!  F:5-ACATCCACTTCATCCACGT-3’ 210 Rsal wt: 210 5 Némelti ~ autofi totiZ
(exon4)  R:5-ATGCCTCTGAGAAGCCAT-3 mt: 164, 46 nalezli neobvykle nizky
GSTMI  F:5-CTGCCCTACTTGATTGATG-3" 275 wt: 195, 80 3 podil nositeldl genotypu
(delece) R: 5’-CTGGATTGTAGCAGATCATGC-3’ null: zadny produkt CYPIAI*IA/*2A ¢ili
GSTPI F: 5°-TCCTTCCACGCACATCCTCT-3’ 294 BsmAl wt: 294 heterozyeotil. Tento r0z-
(exon5)  R:5'-AGCCCCTTTCTTTGTTCAGC-3' mt: 234, 60 d “ygb‘t Jin metod
GSTTI  F:5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3’ 480 wt: 480 11 muze byt dan metodi-
(delece)  R:5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3’ null: 7adny produkt kou, nebot pouzili jinou
GSTM2  F:5-CTGCCCTACTTGATTGATG-3’ 175 175 metodu stanoveni geno-
R: 5’-GACTCACTCTGAGCATAGCAC-3 (interni standard) typu CYPIAI ( 4). Ostatni

Pozn.: F = forward primer, R = reverse primer, bp = parti bazi, wt = divoka alela, mt = mutovana alela

ni tff enzymi glutathion S-transferdz je vhodné pouZit elegantni
metodu mnohocetné (multiplex) PCR, kterd umozZiiuje stano-
veni vSech tfi genotypil v jedné zkumavce (3). Pfehled vSech
pouZitych metod je uveden v tabulce 3.

Vysledky genotypovani

1. Stanoveni genotypii biotransformacnich enzymii u zdravé
populace a srovndni s jinymi populacemi

Skupina zdravych nepfibuznych subjektii z Ceské populace (n=
416) byla sestavena tak, aby byla vyvdZzena z hlediska zastou-
peni obou pohlavi i vékovych skupin. Dobrovolnici pochdzi
prevazné ztad zaméstnancli SZU, studentil vysokych §kol, ses-
ter z nemocnic a lidi z lé¢eben dlouhodob&€ nemocnych bez
znamého vyskytu nddorovych onemocnéni. U tohoto souboru

Tabulka 4. Vysledek genotypovani CYP1A1 a CYP2E1 v ceské
populaci

Uvedeny jsou pocty jedincli s danym genotypem a frekvence mutovanych
alel (q*CYP1AI1*2A, qCYP2EI*5B, qCYP2E1*6), n = pocet testovanych
jedinct.

bélosské populace mély
srovnatelné  frekvence
i rozdé€leni genotypt jako populace Ceska. Velky rozdil pak
byl popsén pfi srovnini bélosské populace s populaci asijskou
i ¢erno§skou.

NaSe stanoveni obou ¢asto studovanych genotyptt CYP2E] pii-
neslo velmi podobné frekvence jako u ostatnich bélosskych
populaci Evropy — pro alelu *6 - 7.7% a pro alelu *5B - 2.3%
(tabulka 4). U némecké a Svédské populace sice byly naleze-
ny statisticky vyznamné rozdily, ale ty jsou pravdépodobné
zpuisobeny studiem podstatné mensiho souboru, protoZe pfi
tak nizké frekvenci vyskytu mutované alely miiZe snadno dojit
k velké statistické chybg. Navic oba autofi pouZili pro stano-
veni genotypl jiné metody. Vyrazné vyssi vyskyt byl opét nale-
zen u orientalni populace.

Studiem genotypt EPHX1 byly nalezeny frekvence alely
nesouci His v exonu 3 - 38.1% a alely nesouci Arg v exonu 4
- 19.8% (tabulka 5). Rozdé€leni obou genotypt se vyznamné
lisilo od vysledkl publikovanych pro anglickou populaci (5).
Autofti pouZili stejnou metodu stanoveni a navic jejich soubor
byl co do velikosti srovnatelny. Proto 1ze uvazovat o moZném
rozdilu v zastoupeni obou genotypl mezi obéma populacemi.

9 YPII;U -(3’-priléhajici oblast) . oa Z literatury je znamo, Ze mutovana alela v exonu 3 mé o 50%
crp 1A313 SIA/ A crp IAéz'IA/ 24 CYPIAI 4 2A/72A nizsi aktivitu a mutovana alela v exonu 4 naopak o 25% vys-
qCYPIAI*24 = 0.097 §i aktivitu neZ nativni protein. Proto je moZné se pokusit
n=411 o odhad aktivity EPHX1 kombinaci sledovanych genotypd.
Srovnani s (infmi populacemi V Ceské populaci by tak bylo cca 13% nositeld vysoké aktivi-
VP IA L2 CypiAl2A |ty 243% nositeld nizké aktivity EPHX 1. Zatim viak bohuzel
polska 0.066 britska 0.067 neni k disposici metoda na fenotypovani aktivity EPHX in vivo
Svédskd 0.08 finska 0.12 a proto neni mozné tento odhad ovéfit.
norskd 0.11 francouzska 0.087
némecka 0.057+ - 0.077 americka-bélosi  0.092-0.115 . L, o, .
americkd-Cernodi  0.22 asijskd 0.30 - 0.33 Tabulka 5. Vysledek genotypovani EPHX1 v ¢eské populaci
+ P =0.009 Uvedeny jsou pocty jedincii s danym genotypem a frekvence mutovanych
alel (QEPHX1%*2, qEPHX1%*3), n = poCet testovanych jedinct.
CYP2EI-(intron 6) CYP2EI~(5-pfiléhajici oblast)
]%6]A ]2{ 6 6(/) 6 ]%ZM ]Al/g B 536 3B EPHX]I-(exon 3) EPHX1-(exon 4)
CYP2EI*6 = 0.077 CYP2EI*5B = 0.023 A 22 FAC
q 07 q —a00 165 163 70 265 118 21
n=39 n =400 qEPHX1%2 = 0.381 qEPHX1%3=0.198
Srovnani s jinymi populacemi n=398 n=404
U qCYP2EI™6 qCYP2ET*5B EPHX1-aktivita, n = 381
Svédska 0.10 0.05+ vysoka stiedni nizk4
flr}ska‘ 0.107 0.012 50 169 162
britska - " 0.015 13% 44 % 43%
némecka 0.082+ 0.028 - 0.057
Spanélska - 0.025 Srovnani s jinymi populacemi qEPHX1%#2 qEPHXI1%*3
francouzska 0.103 0.034 b{ltski ) ggg g-g’ﬁ
americka-b&losi 0.09 0.04 - 0.06 nemeecka > -
americka-cernosi 0.05 0.01-0.07 americka-belosi 0.36 0.23
asijskd 0.21-0.26 0.17-0.26 americkd-Eernosi 0.17-0.20 0.30
T P=0.036 asijska 0.575 0.117
Hp= 0:022 TP <0.001, i P =0.047
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Tabulka 6. Vysledek genotypovani GST v ¢eské populaci
Uvedeny jsou pocty jedincli s danym genotypem a frekvence mutovanych
alel (QGSTP1*2, qnull), n = pocet testovanych jedinct.

Tabulka 7. Vyznamné rozdily v rozloZeni genotypi mezi kontrolami
a pacienty.

Uvedeny pocty jednotlivcl s danym genotypem, NHL = nehodgkinsky
lymfom, DLCL-difuzni velkobuné¢ny lymfom, MH = Hodgkinsky lym-

GSTPI-(exon 5) fom, DF = pocet stupiili volnosti.
GSTPI*1/%1 GSTPI1*1/%2 GSTP1#2/%2
203 162 41 A. CYP2EI - intron 6
qGSTPI1%#2=0.3 vSechny lymfomy kontroly 12 P
n =406 CYP2EI*IA/*1A 192 328
— - CYP2EI*1A/%6 22 61
Srovnani s jinymi populacemi qGSTPI1*2 qGSTP1*2 CYP2EI*6/%6 2 0 7.0 (DF2) 0.03
Svédskd 0.328 norska 0.288 - 5
britska 0.27 némecka 0.29 vSechny NHL kontroly X P
Spanélska 0.325 francouzska 0.31 CYP2EI*IA/*1A 123 328
americka-bélosska  0.35 americka-Cernosska  0.446 CYP2EI*1A/*6 15 61
asijska 0.14-0.19 CYP2EI*6/%6 2 0 7.48 (DF2)  0.024
GSTM-(delece) GSTTI-(delece) NHL-DLCL  kontroly s P
plus il plus il CYP2EI*1A/*IA 32 328
quull = 0.511 quull = 0.164 CYP2EI*6/%6 1 0 10.0(DF2)  0.007
n =407 n =409 B. EPHXI —exon 3
Srovnani s jinymi lymfomy-muzi kontroly-muzi 2 P
Jiny N * EPHXI1*1/*] 60 74
populacemi qGSTM1-null(GSTM1%*2) qGSTTI1-null(GSTTI1%*2) ;
slovenskd 0296 0.17 ??Z% :g:g ?3 2(9) 9.26(DF2)  0.01
svedskd 0.53 0.11 26(DF2) 0.
britska 0.52-0.57 0.14 - 0.29F NHL-muzi  kontroly-muzi 2 P
némeckd 0.5-0.54 0.13-0.18 EPHX1%1/%1 41 74
ruska 0.5897 - EPHXI*1/%2 21 90
francouzska 0.46 - 0.56 0.10-0.19 EPHX1%*2/%2 15 39 793 (DF2) 0.019
americka-bélosska 0.44-0.5 0.14-0.152
americka-cernoSska 0.22-0.35 0.20-0.26 C.GSTPI -exon5 5
asijska 0.43-0.6 0.44 - 0.64 P vsechlglg MH kozllzti‘oly X P
TP=0.04, TTP<0.001 GSTP1*#1/%2 24 184
GSTP1%2/%2 15 47 6.18(DF2)  0.045
- sevex . MH-Z kontroly-Z 2 P
Genotypovanim GSTPI byla zjiSténa frekvence mutované | Gsrpr#i/¢ 2z2eny on rl(i5y weny - x
alely nesouci Val - 30% (tabulka 6). Tato frekvence ani roz- GSTPI*1/%2 14 107
dé&leni genotypti se neliilo od celé fady b&loskych popula- | GSTPI*2/%2 9 20 673 (DF2) _ 0.035
ci Evropy. D. CYP2EI - intron 6 vs stupeti NHL s
Frekvence genotypii nesoucich delece v genech GSTMI . HIA/TIA *1A/%6 6/%6 X p
GSTTI byly v &éské populaci 51.1% a 16.4%, co? jsou veli- |ty 8 8 9
a yly v Ceské populaci 51.1% a 16.4%, coZ jsou veli- | gedni 5] b} 1
ce podobné vysledky jako difve publikovand datau ¢eskéislo- | vysoky 6 0 0 10.0(DF4)  0.041
Venﬁké populaf:e’ (tabulka 6). OdChﬂka u GS ™1, Zazname- E. EPHXI - exon 3 vs extranodalni priibéh NHL
nand ve srovnani s ruskou populaci je velmi pravdépodobné ~ EPHXI*I/*] EPHXI*1/*2 EPHXI*2/%2 x> P
zplsobena tim, Ze rusti autofi studovali pom&rn& maly soubor | positivni 9 11 8
68 lidi (6). Navic byl nalezen nesoulad ve frekvenci delece | &3Vl 42 19 8 73(DF2) 0024
u GSTTI u jedné prace popisujici studium anglické populace, | F- GSTP IG' xon *5];: ]Ve'g?;})ﬁ‘i‘}}‘i;“ %I;%P o ) P
avak vysledky druhé price tuto odchylku nepotvrdily a tudiz | go50em 13 24 3 x
byla pravdépodobné zpiisobena metodikou (7,8). nad50cm 22 11 6 7.04(DF2) 0.03

2. Stanoveni genotypii biotransformacnich enzymii u skupiny
pacientii trpicich lymfomy ve srovndni se zdravou populaci
Prikladem aplikace genotypovdni je studium skupiny pacien-
t trpicich nddorovym onemocnénim lymfatickych tkani (n =
219) ve srovnani se zdravou kontrolni skupinou (n =455), kte-
rd byla vybrana tak, aby v€kové i pohlavni sloZeni odpovida-
lo skupiné pacientil. Statistickd analyza vysledkil provedena
pomoci kontingenénich tabulek ukézala, Ze mezi pacienty
a kontrolami jsou vyznamné rozdily v rozdé€leni genotypt
CYP2E]-intron 6, kde pfevazuji nosi¢i mutovaného genotypu
*6/%6 u pacientl s nehodgkinskymi lymfomy (NHL) , pede-
v§im s diagnézou velkobunécnych difuznich lymfomi (DLCL)
(tabulka 7). Déle byly nalezeny vyznamné rozdily v rozdéle-
ni genotyptl EPHX . Podle téchto vysledki se zd4, Ze u paci-
entlt s NHL muZského pohlavi pfevladaji nositelé vyssi akti-
vity EPHX1. Hodgkinova choroba je na druhou stranu
charakterizovéna pfevahou jedincll s mutovanym genotypem
GSTP] (tabulka 7).

U pacientli byly rovnéZ sledovéany zékladni klinické a histo-
patologické charakteristiky jejich onemocnéni jako je klinic-
ké stadium (KS I-IV dle Ann Arbor klasifikace), stupeti malig-
nity (nizkomaligni vs. agresivni a vysoce agresivni), velikost
tumoru, zasaZeni uzlin, vysledky chemoterapie apod.. Analy-
zou téchto dat byly zjiStény vyznamné odli§nosti u pacientl
s riznym stupném malignity. Zd4 se, Ze by zde mohl hrét zaji-
mavou tlohu opét genotyp CYP2EI-intron 6 (tabulka 7).
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U pacientl s extranodalnim prib&éhem onemocnéni byl zazna-
menan vyS$§i pocet jednotlived s niz§i aktivitou EPHX1

au menSich nddort byl nalezen vys$si pocet jedincli s mutova-
nym genotypem GSTP] (tabulka 7).

3. Stanoveni genotypii biotransformacnich enzymit a para-
metrii genotoxicity u skupiny pracovnikii exponovanych sty-
renu ve srovndni s neexponovanou kontrolni populact

Dalsi sledovanou skupinou populace byli délnici exponovani
styrenu pii ru¢nim laminovani. Vzhledem ke zndmému geno-
toxickému pusobeni styrenu (9) se tak naskytla vzacna pfile-
Zitost studovat vliv genetickych polymorfismi na metabolic-
kou aktivaci a detoxikaci chemické latky, kterd je t€émito
enzymy metabolizovana. U obou skupin (exponovani, n = 44
vs neexponované zavodni kontroly, n = 19) byly sledovéany
hlavni biomarkery poSkozeni DNA, tj. jednofetézcové zlomy
(SSB), chromosomalni aberace (CA) a frekvence mutaci
v genu HPRT. Hlavnim cilem studie bylo nalézt spojeni mezi
poSkozenim DNA a enzymy, které metabolicky aktivuji sty-
ren (CYP1A1 a CYP2E1) a detoxikuji metabolity styrenu
(EPHX a GST). Za timto ucelem byly stanoveny polymorfis-
my vySe uvedenych biotransformacnich enzymd (tabulka 1A).
Bylo zjisténo, Ze pracovnici, ktefi maji heterozygotni genotyp
v intronu 6 nebo na 5’-pfiléhajicim konci CYP2EI, maji
vyznamné vysS$ihladinu SSB (obrazek 2A). Tento enzym meta-
bolizuje styren na reaktivni a mutagenni styren oxid a tudiz



Obrazek 2. Analyza genotypu biotransformac¢nich enzymii a marke-
ru genotoxicity
SSB — jednoietézcové zlomy DNA, n= pocet analyzovanych osob.
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nase vysledky naznacuji, Ze disledkem mutace v CYP2E] by
mohlo byt zvySené riziko vzniku metabolitl styrenu s genoto-
xickymi tcinky.

Jednotlivci s nizkou aktivitou EPHX1, pfedpovézenou na
zdkladé vysledkdl genotypovani, méli vyssi frekvenci CA
(obrazek 2B) coZ je v souladu s obecné pfijimanou tlohou toho-
to enzymu v detoxikaci styren oxidu na méné reaktivni feny-
lethylen glykol. Vzhledem k malému poctu jedincti s vysokou
aktivitou EPHX1 v8ak vyznam tohoto vysledku zatim nelze
pfecetiovat.

U heterozygotnich jedinci s ohledem na CYP2E] a GSTPI
byla navic zaznamendna vyS$i frekvence mutaci v markero-
vém genu HPRT (obrédzek 2C). Negativni tloha t€chto poly-
morfismi v genotoxicité styrenu v§ak dosud nemohla byt sta-
tisticky potvrzena, nebot pocet mutovanych homozygott byl
ve sledovaném souboru pfili§ nizky.

Zavér

Tato studie naznacila, Ze tlohu biotransformacnich enzymu
v rozvoji lymfom je tfeba dale studovat a pfitom je nutno se
zaméfit na skupiny pacientll definované uz§im zptisobem,
napf.: nehodgkinské lymfomy skupiny DLCL (diftzni velko-
bunécné).

Pilotni studie o tloze polymorfismi biotransformac¢nich enzy-
mil v genotoxickych ucincich styrenu naznacila, Ze piestoZe
byla studovana skupina pomérné mald na to, aby bylo moZno
vyvodit konkrétni zaveéry, tento pristup je nadéjny a mél by byt
pouZit ke studiu enzymi CYP2E1, EPHX1 a GSTP1 u vétSich
skupin exponovanych osob. Tato studie byla cennd také tim,
Ze jsme cilené sledovali vliv genetického polymorfismu biot-
ransformac¢nich enzymu na vznik genotoxického tucinku pii
expozici definované latce.

Podékovani

Nauplny zavér se patii podékovat v§em pracovnikiim, ktefi se
prezentovanych studii Gcastnili, a to jak v laboratofich, tak
iv terénu pfi odbérech. Kromé pracovnikd odborné skupi-
ny biotransformaci SZU, ktefi se podileli na genotypovani,
jsou to také sestry a lékati z I. interni kliniky fakultni nemoc-
nice na Karlové ndmésti, pacienti a ostatni dobrovolnici. Stu-
die o genotoxickém plisobeni styrenu by nevznikla bez pfi-
kladné spolupréce nékolika domacich i zahrani¢nich pracovist,
kterym dékujeme za poskytnut€ vysledky hodnoceni SSB, CA
(Maria DusSinskd, Ustav klinickej a preventivnej mediciny, Bra-
tislava, SR, Mdria Zdmec¢nikova, Statny zdravotny tstav SR,
Bratislava, SR) aHPRT (Ad D. Tates, Leiden University Medi-
cal Centre, Department of Radiation Genetics and Chemical
Mutagenesis, Leiden, The Netherlands). Projekty byly financ-
né podpofeny granty: GACR 313/99/1460 a IGA 6747-3.
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