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Úvod
Genotypování je postup, pfii kterém je u lidí zji‰Èována pfií-
tomnost dûdiãného po‰kození genÛ v DNA izolované z bíl˘ch
krvinek. Pokud je taková genetická vada pfiítomna ve více neÏ
1% zkoumané populace, je moÏno mluvit o genetickém poly-
morfismu. My jsme si ke studiu vybrali nejdéle známé poly-
morfismy v genech biotransformaãních enzymÛ. Ty jsou také
uvedeny v tabulce 1A. Vedle dfiíve pouÏívaného názvu pro
mutované alely je uveden i nov˘ návrh zvefiejnûn˘ v publika-
ci IARC o polymorfismech metabolizujících enzymÛ (1).
Mutacemi v exonech mohou vznikat geny, jejichÏ produkty
jsou neaktivní nebo mají zmûnûnou substrátovou specifitu.
Mutace v pfiiléhajících oblastech nebo intronech mohou ovliv-
nit regulaci transkripce nebo sestfiih mRNA a mít za následek
hyperinducibilitu nebo zmûny stability proteinu.
Biotransformaãní enzymy se úãastní metabolismu jak látek
vnitfiního pÛvodu, napfi. hormonÛ, cholesterolu, Ïluãov˘ch
kyselin, tak i cizorod˘ch látek, které kontaminují pracovní
a Ïivotní prostfiedí ãlovûka (léãiva, rozpou‰tûdla, produkty spa-
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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
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pfiehled

Tabulka 1A. Vybrané polymorfismy biotransformaãních enzymÛ

gen název alel poloha zmûna vliv na expresi 
polymorfismu aminokyseliny proteinu

CYP1A1 m1/m2 6235 (3’-konec) – ne
CYP1A1*1A/*2A

CYP2E1 c1/c2 -1019 (5’-konec) – zv˘‰ení 
CYP2E1*1A/*5B transkripce  
D/C 7668 (intron 6) – ne
CYP2E1*1A/*6

EPHX1 Tyr/His 337 (exon 3) Tyr → His niÏ‰í aktivita 
EPHX1*1/*2 o 50%
His/Arg 415 (exon 4) His → Arg vy‰‰í aktivita 
EPHX1*1/*3 o 25%

GSTM1 plus/null delece – ztráta aktivity
GSTM1*1A/ *2

GSTP1 Ile/Val 313 (exon 5) Ile → Val vy‰‰í aktivita, 
GSTP1*1/*2 afinita/stabilita

GSTT1 plus/null delece – ztráta aktivity
GSTT1*1/*2
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lování benzínu, koufiení, alkohol apod., tabulka 1B, viz. pfie-
hledn˘ referát 2 a literatura v nûm uvedená). Funkce biotrans-
formaãních enzymÛ nejsou nikdy jednoznaãnû pozitivní ãi
negativní. Nûkteré enzymy se úãastní detoxikace a jiné zase
naopak metabolické aktivace chemikálií na silnû reaktivní pro-
dukty schopné po‰kozovat biomakromolekuly. DÛsledkem
polymorfismÛ biotransformaãních enzymÛ pak mohou b˘t roz-
díly v metabolick˘ch profilech jednotlivcÛ a pfiedev‰ím
v pomûrech mezi detoxikací a aktivací prokarcinogenÛ. Ten-
to fakt pak naznaãuje v˘znam genotypování biotransformaã-
ních enzymÛ pro vãasnou diagnostiku zv˘‰ené vnímavosti
jedince vÛãi chemické karcinogenezi. Z první fáze biotrans-
formace jsou ãasto studovány cytochromy P450 (CYP):
CYP1A1, kter˘ metabolizuje aromatické polycyklické uhlo-
vodíky, CYP2E1 metabolizující napfi. benzen a styren a mik-
rosomální epoxid hydroláza (EPHX1), která velmi úãinnû
odstraÀuje velmi reaktivní arenoxidy. Z druhé fáze pak glu-
tathion S-transferázy (GST), které konjugacemi reaktivních
meziproduktÛ metabolismu cizorod˘ch látek umoÏÀují jejich
snadné vylouãení z organismu.
V poslední dobû se mnoho autorÛ zamûfiilo na hledání pfiímé
souvislosti mezi v˘skytem polymorfismÛ a rozvojem nûkte-
r˘ch onemocnûní, pfiedev‰ím nádorov˘ch (tabulka 2). Byly
nalezeny vztahy mezi v‰emi zkouman˘mi polymorfismy
a celou fiadou rakovinn˘ch onemocnûní. Jednou z hlavních sta-
tistick˘ch veliãin, které se v tomto v˘zkumu pouÏívají, je OR
neboli odds ratio - ãesky je moÏno vyjádfiit jako odhad rela-
tivního rizika. Hodnota OR nad 1 naznaãuje vy‰‰í riziko vzni-
ku onemocnûní u zkoumané skupiny nemocn˘ch ve srovnání
s kontrolní zdravou skupinou. Byly v‰ak také publikovány stu-
die, které nenalezly Ïádn˘ vztah. Obecnû platí, Ïe ãím je vy‰-
‰í v˘skyt mutovaného genotypu, tím je vet‰í pravdûpodobnost,
Ïe v˘znamnû ovlivní chemickou karcinogenezi a sledovan˘
vztah bude v populaci statisticky v˘znamn˘. Velk˘ dÛraz je
také tfieba klást na sestavení sledované skupiny, kde je Ïádou-
cí zjistit informace nejen o diagnóze, ale i o stadiu onemocnû-
ní, histopatologickém vy‰etfiení a pfiípadnû i o úspû‰nosti léã-
by, neboÈ biotransformaãní enzymy metabolizují také
cytostatika a individuální odli‰nosti v jejich aktivitû by moh-
ly b˘t zdrojem resistence nádorÛ k pÛsobení cytostatik.

Metodika genotypování
Principem stanovení, které je ke genotypování pouÏíváno, je
vût‰inou PCR-RFLP neboli fietûzová polymerázová reakce

s následnou restrikãní anal˘zou.
V prvním kroku jsou izolovány
lymfocyty ze Ïilní krve, posléze
je extrahována genomová DNA
a podrobena amplifikací pomo-
cí PCR (obrázek 1). Pfii PCR
dochází k namnoÏení úseku
DNA, v nûmÏ se mutace podle
literatury nachází. Na hotov˘
produkt se pÛsobí restrikãní
endonukleázou, která rozpozná
mutovanou DNA od nemutova-
né. Jakákoliv zmûna v cílové
sekvenci restriktázy totiÏ zpÛso-
bí, Ïe restrikãní místo pro jednu
endonukleázu zanikne, pro jinou
naopak pfiípadnû vznikne. Pokud
podrobíme produkty PCR po
inkubaci s endonukleázou aga-
rózové elektroforéze, získáme
v˘sledek, podle nûhoÏ je moÏno
jedince hodnotit jako divoké
homozygoty, mutované homo-
zygoty nebo heterozygoty nebo-
li jedince s obûma variantami
(alelami) genu. Pro genotypová-

enzym hlavní variabilita markerov˘ metabolismus
v˘skyt substrát prokarcinogenÛ

CYP1A1 plíce 100x PAHs benzo/a/pyren
mikrosomy bifenyly

CYP2E1 játra 20x chlorzoxazon benzen, styren
mikrosomy nitrosaminy

EPHX1 v‰echny orgány 50x styren oxid benzo/a/pyren
mikrosomy

GSTM1 játra - - monoepoxybutan
cytosol trans-stilbenoxid

GSTP1 mimo játra - 1-chloro-2,4- dihaloalkeny
cytosol -dinitrobenzen akrolein

GSTT1 játra - - dichlormethan
cytosol ethylenchlorid

diepoxybutan

Tabulka 1B. Vlastnosti vybran˘ch biotransformaãních enzymÛ

gen rakovina populace rizikov˘ statistika
genotyp OR (P)

CYP1A1 plic orientální *2A/*2A 3.1
tlustého stfieva orientální *2A/*2A P < 0.01
prsu ãerno‰ská *2A/*2A 9.7

CYP2E1 plic orientální *6 P < 0.05
orientální *5B/*5B 2.45
bûlo‰ská *5B 3.5

nosohltanu orientální *6/*6 5.0
orientální *5B/*5B 7.7

jater orientální *5B P = 0.034
bûlo‰ská *5B P < 0.004

EPHX1 jater orientální *2 3.3
vajeãníkÛ bûlo‰ská *2 2.6

GSTM1 plic bûlo‰ská null 2.3
orientální null P < 0.01

moã. mûch˘fie bûlo‰ská null 1.7
stfiev bûlo‰ská null 1.78

orientální null 2.03
prsu bûlo‰ská null 2.44
hlavy a krku bûlo‰ská null 2.37

GSTP1 plic bûlo‰ská *2/*2 2.5
moã. mûch˘fie bûlo‰ská *2/*2 3.6

GSTT1 plic bûlo‰ská null 3.4
stfiev bûlo‰ská null 2.35

Tabulka 2. Biotransformaãní enzymy a rakovina

Obrázek 1. Metodika genotypování
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ní tfií enzymÛ glutathion S-transferáz je vhodné pouÏít elegantní
metodu mnohoãetné (multiplex) PCR, která umoÏÀuje stano-
vení v‰ech tfií genotypÛ v jedné zkumavce (3). Pfiehled v‰ech
pouÏit˘ch metod je uveden v tabulce 3.

V˘sledky genotypování
1. Stanovení genotypÛ biotransformaãních enzymÛ u zdravé
populace a srovnání s jin˘mi populacemi
Skupina zdrav˘ch nepfiíbuzn˘ch subjektÛ zãeské populace (n =
416) byla sestavena tak, aby byla vyváÏená z hlediska zastou-
pení obou pohlaví i vûkov˘ch skupin. Dobrovolníci pochází
pfieváÏnû z fiad zamûstnancÛ SZÚ, studentÛ vysok˘ch ‰kol, ses-
ter z nemocnic a lidí z léãeben dlouhodobû nemocn˘ch bez
známého v˘skytu nádorov˘ch onemocnûní. U tohoto souboru

byla zji‰tûna frekvence
mutované alely
CYP1A1*2A 9.7% (tabul-
ka 4). Rozdûlení genoty-
pÛ i frekvence mutované
alely bylo srovnáno
pomocí kontingenãních
tabulek s údaji znám˘mi
z literatury. U nûmecké
populace byl popsán sta-
tisticky v˘znamn˘ rozdíl
v distribuci genotypÛ.
Nûmeãtí autofii totiÏ
nalezli neobvykle nízk˘
podíl nositelÛ genotypu
CYP1A1*1A/*2A ãili
heterozygotÛ. Tento roz-
díl mÛÏe b˘t dán metodi-
kou, neboÈ pouÏili jinou
metodu stanovení geno-
typu CYP1A1 (4). Ostatní
bûlo‰ské populace mûly
srovnatelné frekvence

i rozdûlení genotypÛ jako populace ãeská. Velk˘ rozdíl pak
byl popsán pfii srovnání bûlo‰ské populace s populací asijskou
i ãerno‰skou.
Na‰e stanovení obou ãasto studovan˘ch genotypÛ CYP2E1 pfii-
neslo velmi podobné frekvence jako u ostatních bûlo‰sk˘ch
populací Evropy – pro alelu *6 - 7.7% a pro alelu *5B - 2.3%
(tabulka 4). U nûmecké a ‰védské populace sice byly naleze-
ny statisticky v˘znamné rozdíly, ale ty jsou pravdûpodobnû
zpÛsobeny studiem podstatnû men‰ího souboru, protoÏe pfii
tak nízké frekvenci v˘skytu mutované alely mÛÏe snadno dojít
k velké statistické chybû. Navíc oba autofii pouÏili pro stano-
vení genotypÛ jiné metody. V˘raznû vy‰‰í v˘skyt byl opût nale-
zen u orientální populace.
Studiem genotypÛ EPHX1 byly nalezeny frekvence alely
nesoucí His v exonu 3 - 38.1% a alely nesoucí Arg v exonu 4
- 19.8% (tabulka 5). Rozdûlení obou genotypÛ se v˘znamnû
li‰ilo od v˘sledkÛ publikovan˘ch pro anglickou populaci (5).
Autofii pouÏili stejnou metodu stanovení a navíc jejich soubor
byl co do velikosti srovnateln˘. Proto lze uvaÏovat o moÏném
rozdílu v zastoupení obou genotypÛ mezi obûma populacemi.
Z literatury je známo, Ïe mutovaná alela v exonu 3 má o 50%
niÏ‰í aktivitu a mutovaná alela v exonu 4 naopak o 25% vy‰-
‰í aktivitu neÏ nativní protein. Proto je moÏné se pokusit
o odhad aktivity EPHX1 kombinací sledovan˘ch genotypÛ.
V ãeské populaci by tak bylo cca 13% nositelÛ vysoké aktivi-
ty a 43% nositelÛ nízké aktivity EPHX1. Zatím v‰ak bohuÏel
není k disposici metoda na fenotypování aktivity EPHX in vivo
a proto není moÏné tento odhad ovûfiit.

CYP1A1-(3’-pfiiléhající oblast)
CYP1A1*1A/*1A CYP1A1*1A/*2A CYP1A1*2A/*2A

335 72 4
qCYP1A1*2A = 0.097

n = 411

Srovnání s jin˘mi populacemi
qCYP1A1*2A qCYP1A1*2A

polská 0.066 britská 0.067
‰védská 0.08 finská 0.12
norská 0.11 francouzská 0.087
nûmecká 0.057† - 0.077 americká-bûlo‰i 0.092 - 0.115
americká-ãerno‰i 0.22 asijská 0.30 - 0.33
† P = 0.009

CYP2E1-(intron 6) CYP2E1-(5’-pfiiléhající oblast)
*1A/*1A *1A/*6 *6/*6 *1A/*1A *1A/*5B *5B/*5B

336 61 0 382 18 0
qCYP2E1*6 = 0.077 qCYP2E1*5B = 0.023

n = 397 n = 400

Srovnání s jin˘mi populacemi
qCYP2E1*6 qCYP2E1*5B

‰védská 0.10 0.05
finská 0.107 0.012
britská - 0.015
nûmecká 0.082 0.028 - 0.057
‰panûlská - 0.025
francouzská 0.103 0.034
americká-bûlo‰i 0.09 0.04 - 0.06
americká-ãerno‰i 0.05 0.01 - 0.07
asijská 0.21 - 0.26 0.17 - 0.26

P = 0.036
P = 0.022

Tabulka 4. V˘sledek genotypování CYP1A1 a CYP2E1 v ãeské
populaci
Uvedeny jsou poãty jedincÛ s dan˘m genotypem a frekvence mutovan˘ch
alel (q*CYP1A1*2A, qCYP2E1*5B, qCYP2E1*6), n = poãet testovan˘ch
jedincÛ.

✤✤
✤✤

✤✤
✤✤

✤
✤

✤
✤

Tabulka 3. Pfiehled metod pro genotypování biotransformaãních enzymÛ

gen primery pro PCR délka PCR restrikãní enzym délka restrikãních reference
produktu (bp) pro RFLP fragmentÛ (bp)

CYP1A1 F: 5’-TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT-3’ 340 MspI wt: 340 10
(3’-konec) R: 5’-CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT-3’ mt: 270, 133

CYP2E1 F: 5’-TCGTCAGTTCCTGAAAGCAGG-3’ 996 DraI wt: 572, 303, 121 11
(intron 6) R: 5’-GAGCTCTGATGGAAGTATCGCA-3’ mt: 875, 121

CYP2E1 F: 5’-CTACATTGTCAGTTCTCACC-3’ 471 RsaI (PstI) wt: 341, 130 (368, 163) 11
(5’-konec) R: 5’-CTGTGAAGGTAGTCCATAGG-3’ mt: 471

EPHX1 F: 5’-GATCGATAAGTTCCGTTTCACC-3’ 163 EcoRV wt: 140, 20 5
(exon 3) R: 5’-AATCTTAGTCTTGAAGTGAGGAT-3’ mt: 163

EPHX1 F: 5’-ACATCCACTTCATCCACGT-3’ 210 RsaI wt: 210 5
(exon 4) R: 5’-ATGCCTCTGAGAAGCCAT-3’ mt: 164, 46

GSTM1 F: 5’-CTGCCCTACTTGATTGATG-3’ 275 wt: 195, 80 3
(delece) R: 5’-CTGGATTGTAGCAGATCATGC-3’ null: Ïádn˘ produkt
GSTP1 F: 5’-TCCTTCCACGCACATCCTCT-3’ 294 BsmAI wt: 294
(exon 5) R: 5’-AGCCCCTTTCTTTGTTCAGC-3’ mt: 234, 60
GSTT1 F: 5’-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3’ 480 wt: 480
(delece) R: 5’-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3’ null: Ïádn˘ produkt
GSTM2 F: 5’-CTGCCCTACTTGATTGATG-3’ 175 175

R: 5’-GACTCACTCTGAGCATAGCAC-3’ (interní standard)

Pozn.: F = forward primer, R = reverse primer, bp = párÛ bazí, wt = divoká alela, mt = mutovaná alela

EPHX1-(exon 3) EPHX1-(exon 4)
*1/*1 *1/*2 *2/*2 *1/*1 *1/*3 *3/*3
165 163 70 265 118 21

qEPHX1*2 = 0.381 qEPHX1*3 = 0.198
n = 398 n = 404

EPHX1-aktivita, n = 381
vysoká stfiední nízká

50 169 162
13% 44% 43%

Srovnání s jin˘mi populacemi qEPHX1*2 qEPHX1*3
britská 0.31† 0.15††
nûmecká 0.332 0.21
americká-bûlo‰i 0.36 0.23
americká-ãerno‰i 0.17 - 0.20 0.30
asijská 0.575 0.117
† P < 0.001, †† P = 0.047

Tabulka 5. V˘sledek genotypování EPHX1 v ãeské populaci
Uvedeny jsou poãty jedincÛ s dan˘m genotypem a frekvence mutovan˘ch
alel (qEPHX1*2, qEPHX1*3), n = poãet testovan˘ch jedincÛ.
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Genotypováním GSTP1 byla zji‰tûna frekvence mutované
alely nesoucí Val - 30% (tabulka 6). Tato frekvence ani roz-
dûlení genotypÛ se neli‰ilo od celé fiady bûlo‰sk˘ch popula-
cí Evropy.
Frekvence genotypÛ nesoucích delece v genech GSTM1
a GSTT1 byly v ãeské populaci 51.1% a 16.4%, coÏ jsou veli-
ce podobné v˘sledky jako dfiíve publikovaná data u ãeské i slo-
venské populace (tabulka 6). Odchylka u GSTM1, zazname-
naná ve srovnání s ruskou populací je velmi pravdûpodobnû
zpÛsobena tím, Ïe ru‰tí autofii studovali pomûrnû mal˘ soubor
68 lidí (6). Navíc byl nalezen nesoulad ve frekvenci delece
u GSTT1 u jedné práce popisující studium anglické populace,
av‰ak v˘sledky druhé práce tuto odchylku nepotvrdily a tudíÏ
byla pravdûpodobnû zpÛsobena metodikou (7,8).

2. Stanovení genotypÛ biotransformaãních enzymÛ u skupiny
pacientÛ trpících lymfomy ve srovnání se zdravou populací
Pfiíkladem aplikace genotypování je studium skupiny pacien-
tÛ trpících nádorov˘m onemocnûním lymfatick˘ch tkání (n =
219) ve srovnání se zdravou kontrolní skupinou (n = 455), kte-
rá byla vybrána tak, aby vûkové i pohlavní sloÏení odpovída-
lo skupinû pacientÛ. Statistická anal˘za v˘sledkÛ provedená
pomocí kontingenãních tabulek ukázala, Ïe mezi pacienty
a kontrolami jsou v˘znamné rozdíly v rozdûlení genotypÛ
CYP2E1-intron 6, kde pfievaÏují nosiãi mutovaného genotypu
*6/*6 u pacientÛ s nehodgkinsk˘mi lymfomy (NHL) , pfiede-
v‰ím s diagnózou velkobunûãn˘ch difúzních lymfomÛ (DLCL)
(tabulka 7). Dále byly nalezeny v˘znamné rozdíly v rozdûle-
ní genotypÛ EPHX1. Podle tûchto v˘sledkÛ se zdá, Ïe u paci-
entÛ s NHL muÏského pohlaví pfievládají nositelé vy‰‰í akti-
vity EPHX1. Hodgkinova choroba je na druhou stranu
charakterizována pfievahou jedincÛ s mutovan˘m genotypem
GSTP1 (tabulka 7).
U pacientÛ byly rovnûÏ sledovány základní klinické a histo-
patologické charakteristiky jejich onemocnûní jako je klinic-
ké stadium (KS I-IV dle Ann Arbor klasifikace), stupeÀ malig-
nity (nízkomaligní vs. agresivní a vysoce agresivní), velikost
tumoru, zasaÏení uzlin, v˘sledky chemoterapie apod.. Anal˘-
zou tûchto dat byly zji‰tûny v˘znamné odli‰nosti u pacientÛ
s rÛzn˘m stupnûm malignity. Zdá se, Ïe by zde mohl hrát zají-
mavou úlohu opût genotyp CYP2E1-intron 6 (tabulka 7).

U pacientÛ s extranodálním prÛbûhem onemocnûní byl zazna-
menán vy‰‰í poãet jednotlivcÛ s niÏ‰í aktivitou EPHX1
a u men‰ích nádorÛ byl nalezen vy‰‰í poãet jedincÛ s mutova-
n˘m genotypem GSTP1 (tabulka 7).

3. Stanovení genotypÛ biotransformaãních enzymÛ a para-
metrÛ genotoxicity u skupiny pracovníkÛ exponovan˘ch sty-
renu ve srovnání s neexponovanou kontrolní populací
Dal‰í sledovanou skupinou populace byli dûlníci exponovaní
styrenu pfii ruãním laminování. Vzhledem ke známému geno-
toxickému pÛsobení styrenu (9) se tak naskytla vzácná pfiíle-
Ïitost studovat vliv genetick˘ch polymorfismÛ na metabolic-
kou aktivaci a detoxikaci chemické látky, která je tûmito
enzymy metabolizována. U obou skupin (exponovaní, n = 44
vs neexponované závodní kontroly, n = 19) byly sledovány
hlavní biomarkery po‰kození DNA, tj. jednofietûzcové zlomy
(SSB), chromosomální aberace (CA) a frekvence mutací
v genu HPRT. Hlavním cílem studie bylo nalézt spojení mezi
po‰kozením DNA a enzymy, které metabolicky aktivují sty-
ren (CYP1A1 a CYP2E1) a detoxikují metabolity styrenu
(EPHX a GST). Za tímto úãelem byly stanoveny polymorfis-
my v˘‰e uveden˘ch biotransformaãních enzymÛ (tabulka 1A).
Bylo zji‰tûno, Ïe pracovníci, ktefií mají heterozygotní genotyp
v intronu 6 nebo na 5’-pfiiléhajícím konci CYP2E1, mají
v˘znamnû vy‰‰í hladinu SSB (obrázek 2A). Tento enzym meta-
bolizuje styren na reaktivní a mutagenní styren oxid a tudíÏ

GSTP1-(exon 5)
GSTP1*1/*1 GSTP1*1/*2 GSTP1*2/*2

203 162 41
qGSTP1*2 = 0.3

n = 406

Srovnání s jin˘mi populacemi qGSTP1*2 qGSTP1*2
‰védská 0.328 norská 0.288
britská 0.27 nûmecká 0.29
‰panûlská 0.325 francouzská 0.31
americká-bûlo‰ská 0.35 americká-ãerno‰ská 0.446
asijská 0.14 - 0.19

GSTM1-(delece) GSTT1-(delece)
plus null plus null
199 208 342 67

qnull = 0.511 qnull = 0.164
n = 407 n = 409

Srovnání s jin˘mi
populacemi qGSTM1-null(GSTM1*2) qGSTT1-null(GSTT1*2)
slovenská 0.496 0.17
‰védská 0.53 0.11
britská 0.52 - 0.57 0.14 - 0.29†
nûmecká 0.5 - 0.54 0.13 - 0.18
ruská 0.589†† -
francouzská 0.46 - 0.56 0.10 - 0.19
americká-bûlo‰ská 0.44 - 0.5 0.14 - 0.152
americká-ãerno‰ská 0.22 - 0.35 0.20 - 0.26
asijská 0.43 - 0.6 0.44 - 0.64

† P = 0.04, †† P < 0.001

Tabulka 6. V˘sledek genotypování GST v ãeské populaci
Uvedeny jsou poãty jedincÛ s dan˘m genotypem a frekvence mutovan˘ch
alel (qGSTP1*2, qnull), n = poãet testovan˘ch jedincÛ.

A. CYP2E1 - intron 6
v‰echny lymfomy kontroly χ2 P

CYP2E1*1A/*1A 192 328
CYP2E1*1A/*6 22 61
CYP2E1*6/*6 2 0 7.0 (DF 2) 0.03

v‰echny NHL kontroly χ2 P
CYP2E1*1A/*1A 123 328
CYP2E1*1A/*6 15 61
CYP2E1*6/*6 2 0 7.48 (DF 2) 0.024

NHL-DLCL kontroly χ2 P
CYP2E1*1A/*1A 32 328
CYP2E1*1A/*6 8 61
CYP2E1*6/*6 1 0 10.0 (DF 2) 0.007

B. EPHX1 – exon 3
lymfomy-muÏi kontroly-muÏi χ2 P

EPHX1*1/*1 60 74
EPHX1*1/*2 33 90
EPHX1*2/*2 19 39 9.26 (DF 2) 0.01

NHL-muÏi kontroly-muÏi χ2 P
EPHX1*1/*1 41 74
EPHX1*1/*2 21 90
EPHX1*2/*2 15 39 7.93 (DF 2) 0.019

C. GSTP1 – exon 5
v‰echny MH kontroly χ2 P

GSTP1*1/*1 38 224
GSTP1*1/*2 24 184
GSTP1*2/*2 15 47 6.18 (DF 2) 0.045

MH-Ïeny kontroly-Ïeny χ2 P
GSTP1*1/*1 22 115
GSTP1*1/*2 14 107
GSTP1*2/*2 9 20 6.73 (DF 2) 0.035

D. CYP2E1 - intron 6 vs stupeÀ NHL
*1A/*1A *1A/*6 *6/*6 χ2 P

nízk˘ 26 8 0
stfiední 51 2 1
vysok˘ 6 0 0 10.0 (DF 4) 0.041

E. EPHX1 - exon 3 vs extranodální prÛbûh NHL 
EPHX1*1/*1 EPHX1*1/*2 EPHX1*2/*2 χ2 P

positivní 9 11 8
negativní 42 19 8 7.5 (DF 2) 0.024

F. GSTP1 - exon 5 vs velikost tumoru NHL 
GSTP1*1/*1 GSTP1*1/*2 GSTP1*2/*2 χ2 P

do 5.0 cm 13 24 8
nad 5.0 cm 22 11 6 7.04 (DF 2) 0.03

Tabulka 7. V˘znamné rozdíly v rozloÏení genotypÛ mezi kontrolami
a pacienty.
Uvedeny poãty jednotlivcÛ s dan˘m genotypem, NHL = nehodgkinsk˘
lymfom, DLCL-difuzní velkobunûãn˘ lymfom, MH = Hodgkinsk˘ lym-
fom, DF = poãet stupÀÛ volnosti.
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na‰e v˘sledky naznaãují, Ïe dÛsledkem mutace v CYP2E1 by
mohlo b˘t zv˘‰ené riziko vzniku metabolitÛ styrenu s genoto-
xick˘mi úãinky.
Jednotlivci s nízkou aktivitou EPHX1, pfiedpovûzenou na
základû v˘sledkÛ genotypování, mûli vy‰‰í frekvenci CA
(obrázek 2B) coÏ je v souladu s obecnû pfiijímanou úlohou toho-
to enzymu v detoxikaci styren oxidu na ménû reaktivní feny-
lethylen glykol. Vzhledem k malému poãtu jedincÛ s vysokou
aktivitou EPHX1 v‰ak v˘znam tohoto v˘sledku zatím nelze
pfieceÀovat.
U heterozygotních jedincÛ s ohledem na CYP2E1 a GSTP1
byla navíc zaznamenána vy‰‰í frekvence mutací v markero-
vém genu HPRT (obrázek 2C). Negativní úloha tûchto poly-
morfismÛ v genotoxicitû styrenu v‰ak dosud nemohla b˘t sta-
tisticky potvrzena, neboÈ poãet mutovan˘ch homozygotÛ byl
ve sledovaném souboru pfiíli‰ nízk˘.

Závûr
Tato studie naznaãila, Ïe úlohu biotransformaãních enzymÛ
v rozvoji lymfomÛ je tfieba dále studovat a pfiitom je nutno se
zamûfiit na skupiny pacientÛ definované uÏ‰ím zpÛsobem,
napfi.: nehodgkinské lymfomy skupiny DLCL (difúzní velko-
bunûãné).
Pilotní studie o úloze polymorfismÛ biotransformaãních enzy-
mÛ v genotoxick˘ch úãincích styrenu naznaãila, Ïe pfiestoÏe
byla studovaná skupina pomûrnû malá na to, aby bylo moÏno
vyvodit konkrétní závûry, tento pfiístup je nadûjn˘ a mûl by b˘t
pouÏit ke studiu enzymÛ CYP2E1, EPHX1 a GSTP1 u vût‰ích
skupin exponovan˘ch osob. Tato studie byla cenná také tím,
Ïe jsme cílenû sledovali vliv genetického polymorfismu biot-
ransformaãních enzymÛ na vznik genotoxického úãinku pfii
expozici definované látce.

Podûkování
Na úpln˘ závûr se patfií podûkovat v‰em pracovníkÛm, ktefií se
prezentovan˘ch studií úãastnili, a to jak v laboratofiích, tak
i v „terénu“ pfii odbûrech. Kromû pracovníkÛ odborné skupi-
ny biotransformací SZÚ, ktefií se podíleli na genotypování,
jsou to také sestry a lékafii z I. interní kliniky fakultní nemoc-
nice na Karlovû námûstí, pacienti a ostatní dobrovolníci. Stu-
die o genotoxickém pÛsobení styrenu by nevznikla bez pfií-
kladné spolupráce nûkolika domácích i zahraniãních pracovi‰È,
kter˘m dûkujeme za poskytnuté v˘sledky hodnocení SSB, CA
(Mária Du‰ínská, Ústav klinickej a preventívnej medicíny, Bra-
tislava, SR, Mária Zámeãníková, ·tátny zdravotn˘ ústav SR,
Bratislava, SR) a HPRT (Ad D. Tates, Leiden University Medi-
cal Centre, Department of Radiation Genetics and Chemical
Mutagenesis, Leiden, The Netherlands). Projekty byly finanã-
nû podpofieny granty: GAâR 313/99/1460 a IGA 6747-3.
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Obrázek 2. Anal˘za genotypÛ biotransformaãních enzymÛ a marke-
rÛ genotoxicity
SSB – jednofietûzcové zlomy DNA, n= poãet analyzovan˘ch osob.

A

B

C

D/D, n = 35 C/D, n = 5 c1/c1, n = 37 c1/c2, n = 5

genotypy CYP2E1
* P = 0,05

nízká, n = 30 stfiední, n = 25 vysoká, n = 2

aktivita EPHX
* P = 0, 044

D/D, n = 35 C/D, n = 5 c1/c1, n = 37 c1/c2, n = 5

genotypy CYP2E1 genotypy GSTP1
* P = 0,036, ** P = 0,0008


