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Souhrn: Mnoho (projkarcinogent je metabolizovéno cytochromy P450 na vlastni G¢inné produkty. Geneticky polymorfismus
P450 2D6 vyrazng ovliviiuje vlastnosti tohoto enzymu (fenotyp) a miZe se u jedincd s defektnim enzymem projevit pfi b&z-
nych davkach n€kterych 1€kl €7kym predivkovanim. Neovliviiuje ale zfejme individualni vnimavost k chemické karcinoge-
nezi. Naproti tomu zndmé polymorfismy genu P450 2E1 neovliviiujf aktivitu tohoto enzymu, ktera je zvy¥ena napf. alkoho-
lem a n&kterymi léky a sniZena disulfiramem, fenolickymi litkami v n&které zelenin€ a ovoci. Vysok4 exprese tohoto enzymu
zvySuje riziko genotoxickych t¢inki benzenu, styrenu a asi 80 dal3ich vyznamnych xenobiotik a vysvétluje mechanismus, kte-
rym alkohol miZe zvySit jejich Ginky. Proto je individudlni odpov&dnosti kaZdého jedince, ktery je vystaven expozici latkam,
jeZ P450 2E1 aktivuje, aby maximalné omezil pfijem alkoholu. Aktivitu P450 2E1 Ize snadno stanovit pomoci metabolismu
chlorzoxazonu a tak vytipovat jedince se zvySenym rizikem pfi expozici jeho substratim. Preventivng G&inn&j¥im a obecné
platnym z4sahem je v3ak sniZeni profesiondlni expozice.

Kli¢ova slova: P450 2E1, P450 2D6, polymorfismus genotypu a fenotypu, karcinogeneza

Summary: Many (pro)carcinogens are metabolized by cytochromes P450 to actual active products. Genetic polymorphism of
P450 2D6 markedly influences properties of this enzyme (phenotype) and individuals with defective enzyme may be subject
to severe overdose at regular doses of some of about 40 drugs it primarily metabolizes. However, it apparently does not influ-
ence the individual sensitivity to chemical carcinogenesis. In contrast, known genetic polymorphisms of P450 2E1 do not influ-
ence the activity of this enzyme, which may be increased by alcohol and some drugs and decreased by disulfiram, phenolic
compounds in some vegetables and fruit. High expression of P450 2E1 increases genotoxic effect of benzene, styrene and about
80 other important chemicals and explains mechanism by which alcohol enhances their effects. Therefore, each individual per-
son may be responsible for decreasing the risk of exposure to chemicals known to be activated by P450 2E1 by limiting the int-
ake of alcohol. P450 2EL1 activity may be conveniently assessed by metabolism of chlorzoxazone to estimate individual risk of
exposure to its procarcinogenic substrates. The decrease of occupational exposure to these chemicals is a more effective pre-

ventive measure, though.
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Velka &ast chemickych (pro)karcinogend je cytochromy P450
metabolizovina na vlastni aktivni produkty (10). Proto nepfe-
kvapuje, Ze u riznych typl rakoviny a dalsich nemoci jsou
nachazeny odli¥né frekvence polymorfismii genotypu a/nebo
fenotypu P450 a soudi se, Ze v nékterych piipadech lze pte-
dem odhadnout vy3$3i individu4lni riziko exposice chemickym
latkdm. Tyto polymorfismy mohou také vyznamng& ovlivnit
¢inky lékt. RovnéZ vysoce polymorfni glutathion S-transfe-
razy, N-acetyltransferazy, epoxid hydrolaza, DT-diafor4za atd.
zfejmé hraji vyznamnou roli v chemické karcinogenezi.

K priikazu pfiinné souvislosti mezi polymorfismem genoty-
pu ¢i fenotypu uréitého enzymu biotransformace a individu-
aIn¢ zvySenym rizikem chemické karcinogenezy je obecné tfe-
ba zodpoveédét fadu otdzek (Tabulka 1).

NaSe pozornost se zaméfila na cytochrom P450 2D6 a P450
2E1, jejichZ polymorfismy se charakteristicky 1i3i.

Cytochrom P450 2D6

U P450 2D6 jsou znamy odpovédi za fadu vy$e uvedenych
otazek. Frekvence polymorfismu genotypu (bod 1) hlavnich
alel je dané zarode¢nymi mutacemi, uvedenymi v Tabulce 2.
Tyto mutace vyznamné ovliviiuji fenotyp (aktivitu enzymu)
cely Zivot jedinct (Tab.1, bod 2), kteH jsou v populaci cha-
rakterizovéni podle rychlosti metabolismu jako pomali meta-

bolizétofi (poor metabolizers, PM, u nés 3-5%), rychli meta-
bolizitofi (extensive, EM, vét§ina populace) a velmi rychli
metabolizatofi (ultrarapid, URM, 1-5% populace). P450 2D6
v podstat€ nelze indukovat, ale 1ze ho inhibovat (bod 2). Poly-
morfismus genotypu i fenotypu P450 2D6 se signifikantn& pro-
jevuje v metabolismu a Géincich asi 40 vyznamych léka (bod
3)a) Tab. 2 a Tab. 3) a v incidenci n&€kterych typii rakoviny ale
ne v metabolismu fady znamych karcinogenn, takZe pfi¢inna
souvislost s karcinogenezou neni jasna (Tab. 2, bod 3). Navic
meta-analyza tfinacti epidemiologickych studii ukazala, Ze
unejvétsich studii nebyl vztah mezi polymorfismem P4502D6
arakovinou plic vyznamny (6).

Polymorfismus fenotypu P450 2D6 byl v fadg studii sledovan
pomoci metabolismu sparteinu, ktery ale jiZ neni k dispozici.
Jiny specificky substrat debrisoquin vyvolal v b&Znych d4v-
kéch u fady pomalych metabolizatort t&7ké stavy. V posled-
ni dobé je pouZivan metabolismus dextrometorfanu, co? je anti-
tusikum, v cizin€ prodavané bez pfedpisu.

Nag3e studie se tykala nékolika aspekti P450 2D6:

1. MoZnost pouZiti riznych substrati: ve vybéru ze skupiny
100 dobrovolniki, jejichZ polymorfismus fenotypu P450 2D6
byl pfed Ctyfmi lety stanoven pomoci metabolismu sparteinu,
jsme zjiStovali pfesnost a citlivost stanoveni PM a EM feno-
typu pomoci metabolismu dextrometorfanu (odpovida bodu 2
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Tabulka 1: Podminky priikazu souvislosti polymorfismu biotransformaénich enzymi a chemické karcinogenezy

1. Jaka je frekvence polymorfismi v populaci? Nachazeny rozptyl je 1- 50% populace
2. Ovliviluje polymorfismus genotypu fenotyp (aktivitu a afinitu enzymu, tj. Km, Vmax)? Pokud ne, je odli$ny fenotyp stabilni a &m je ovlivn&n?
3. Souvisi polymorfismus genotypu &i fenotypu s rakovinou, jinymi chorobami, i¢inky a metabolismem 1€k jen statisticky nebo kanz4lng (ve stu-
diich in vitro a in vivo)?
a) enzym aktivuje ¢i inaktivuje karcinogen, 1ék?
b) je jedinym &i hlavnim enzymem? :
¢) jsou rozdily in vitro tak vyznamné, Ze ovlivni metabolismus in vivo (vliv transportu, koncentraci in vivo)
d) jsou data ze zvifat validni pro lidi? N&které P450 enzymy zvifat nejsou v jétrech lidi exprimovany &i maji jiné vlastnosti. Jsou tidaje z expe-
rimenti in vivo relevantni?
€) je expozice vyznamn4, nejsou jiné sloZky expozice vyznamn&jsi?
4. Je stanoveni polymorfismu fenotypu specifické a spolehlivé?
5. Je u jedince karcinogenni proces zdsadn& ovliviiovan jinymi faktory a geny (nap¥. geny BRCA1 a BRCA2 u hereditérni rakoviny prsu)?
6. jakou ma polymorfismus z4vaZnost a je Zadouci intervence? Je odlisny vyznam pro zaméstnance a zaméstnavatele?

Tabulka 2: Polymorfismy genu P450 2D6

Frekvence alel (%)
Variantni Mutace Funkce enzymu Beélosi Asiaté Cerni Afri¢ané Ethiopani,
alely (Kaucasoidi) Saud-Arabové
2D6*2xN Duplikace nebo Vys§i aktivita 1-5 0-2 2 10-16
multiplikace genu
2D6*3 Delece genu Z4dny enzym <1 - V - -
2D6*4 Defektni sestfih RNA Inaktivni enzym 12-21 2 1-4
2D6*5 Delece genu Zadny enzym 2-7 ' 6 4 1-3
2D6*10 Pro23Ser, Ser486Thr Nestabilni enzym 1-2 51 6 3-9
2D6*17 Thr107Ile, Arg296Cys, Vy$¥ Ky 0 - 34 3-9
Ser486Thr

Tabulka 3: Disledky fenotypu PM a URM u P450 2D6 pro tifinky nékterjchlékfiarizi-  Tabulka 5: Disledky fenotypu P450 2E1 pro riziko

ko rakoviny rakoviny
LéCivo nebo nemoc Ptiklad Dusledek Nepfiznivy efekt 1. Gen P450 2E1 je v populaci ponmm:fni, polymor-
FOMALTWETRDOLZATOR sl 1 pichagl oy £ vk
Tricyklické desipramin, fluvoxamin, sniZend klirens predavkovani (v intronu 6) v asi 5-10% populace
antidepresanty fluoxetin, mexiletin, kardiotoxicita 2. Polymorfismus genotypu P450 2E1 neovliviiuje
citalopram vyznamné fenotyp (Vay a Ky ani inducibilitu enzy-
neuroleptika haloperidol sniZend klirens zvySeny ¢inek mu. Velké inter- i intraindividulni rozdily fenoty-
anti-angin6zni perhexilin sniZen4 klirens neuropatie f’;léi](syo‘;nﬁgf; g %ﬁ%ﬁiﬁ?ﬁgﬁ;ﬁ ‘;epzlg‘t/l;,))l em
anti-arrhytmika propafenon, mexiletin sniZend klirens nausea, zvracenf 3. Vliv odlisné frekvence polymorfismi genotypu
sniZeni chuti k jidlu dexfenfluramin sni¥en4 klirens nausea, zvraceni u Japoncd s rakovinou plic nelze vysveétit aktivi-
- p o tou P450 2E1. Naproti tomu zvy3ené riziko geno-
analgetika tramadol sniZend klirens sniZeny Glinek toxickych uginkdl benzenu u Cifiand souviselo
antitusika kodein sniZen4 klirens sniZeny G&inek s vy$3iaktivitou P450 2E1, tj. odli$nym fenotypem
opioidy oxydecon, hypercodon | snifendklirens | sniZena zvislost!!! a) enzym aktivuje benzen a dalSich asi 80 pro-
- - - — - karcinogend na genotoxické metabolity. Ne-
rakovina rakovina plic niZ3i riziko rakoviny metabolizuje vyznamné léky vyjma paraceta-
plic neni spolehlivé molu.
n prokizén(;l b) je jedinym ¢i hlavnim enzymem xenobiotik ad
ULTRARYCHLI METABOLIZATO 3.
antitusika [ kodein | zvysendaktivace |  bolesti bicha ¢) nalezené rozdily Km a Vg u lidi in vitro a ex
vivo jsou tak vyznamné, Ze mohou ovlivnit
metabolismus in vivo
Tabulka 4: Analyza polymorfismu genotypu P450 2D6 d) vlastnosti P450 2E1 (Vpa/Kp) U zvifat a lidi
jsou podobné — fada prokarcinogent: je meta-
C.vz. Osoba | Metabolismu | Metabolismus alela 2D6*3 | alela 2D6*4 | alela 2D6*5 '{,olizgvana podobnou f—’ychlosﬁ a nga steji,é meta-
sparteinu | dextrometorfanu | del2637A G1934A | (genchybi) bolity. ZvyZeni toxicit koho-
vr.1995 vr.1999 (Hpall,Mspl) (BstNI) le(:nltl); zvi‘i%,t§ f;; \%;:\(f)é?lftlfrl)guigl;i?(l) ;lE(l) °
G-1 MRe PM EM wiw w/w__ | neptitomna €) expozice riznym substratim P450 2E1 v n¥kte-
G-2 18 PM PM wiw w/m | nepfitomna r{(‘ch zg,n}ich je df)s,“éiai'z Zn?{rtlkn:n? gasto vysoce
‘evy3suje exposic im 14
G-3 MR EM EM wiw wiw nepfitomna prevy . e exposict .
” 4. Stanoveni polymorfismii genotypu pomoci PCR-
G4 HJ EM EM wiw w/w__ | nepfitomna RFLP je spolehlivé aureni fenotypu pomoci meta-
G-5 ™ EM EM wiw wiw nepfitomna bolismu chlorzoxazonu je specifické a spolehlivé
G-6 NB EM EM wiw w/w__ | neptitomna| |5 Neizfl Yg,‘,"l‘.‘gi" if_ kﬁ‘“;‘"%‘;‘?i,?{?;ﬁf je uexpo-
novanych lidi ovliviiovan dal3i ory a geny
G7 LS M M wiw wim | neptitomna| ¢ ime polymorfismy genotypu PASO 2E1 u bélo-
G-8 PK EM EM wiw wiw nepfitomna chil zatim nemaji prokizanou souvislost s riizny-
G-9 NR EM EM wiw wiw nepfitomna mi typy rakoviny. Indukci P450 2E1 napf. alkoho-
G0 | | BM | EM | ww | ww [prioma| | ERUToerizmspnciisépouion sy
IHE-38 | RF EM EM wiw wiw nepfitomna 2E1 oxiduje. Intervence je v&ci kaZzdého jedince,
P o
HE-40| PR EM EM wiw wiw nepfitomna ale neni informaci pro zamé&stnavatele
IHE-41 | 1G EM EM wiw w/w | nepfitomna| Citace k tabulce: 4, 5,9, 11,13, 14, 15
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a4 Tabulky 1). U vybéru 8 osob, z toho 5 EM a 3 PM odpo-
vidaly vSechny osoby dfive stanovenému fenotypu vyjma jed-
né osoby pivodng uréené jako PM, jejiZz metabolismus dex-
trometorfanu odpovidal fenotypu EM.

2. Korelace genotypu a fenotypu: kvili uvedené diskrepanci
stanoveni fenotypu jsme u t&€chto osmi a dalSich pé&ti osob
v genomové DNA ur¢ili inaktivujici mutace P450 2D6 (Tab.
1,bod 2 a Tab. 4), jeZ dle literatury zodpovidaji za status PM,
tj. G1934A (alela 2D6*4, restriktdza BstNI) a del2637 (alela
2D6*3, restriktaza Hpall, Mspl) (Tab.4). Inaktivujici mutace
G1934A byla zji¥té€na jen ve dvou ze t¥ osob PM a Z4dné EM,
mutace del2637 nebyla u Zadné osoby. Analyza genotypu tedy
potvrdila, Ze pfedchozi stanoveni fenotypu sparteinem neby-
lo v jedné osoby PM pfesné, zfejme pro kratky odb&r moci ke
stanoveni metabolitl, doporuceny v literatufe, ktery je zatiZen
rizikem zpoZdéného vylu€ovéni. Metabolismus dextrometor-
fanu se ukdzal vhodnym testem urceni fenotypu P450 2D6.
Polymorfismus genu P450 2D6 viak poskytuje podrobnéjii
analyzu povahy defektu genu, jehoZ diisledky pro fenotyp jsou
dobfe prostudovany.

3. Stabilita fenotypu: ukéizali jsme, Ze fenotyp PM i EM je
v ontogeneze jednotlivce zachovan (Tab. 1, bod 2), coZ odpo-
vid4 z4rode¢nym mutacim. Tento fakt zjednodu3uje sledova-
ni vyznamu P450 2D6 pro metabolismus a i¢inky chemickych
latek.

4. Uloha polymorfismu genotypu/fenotypu P450 2D6 v kar-
cinogeneze: i kdyZ vyznamné ovliviiuje metabolismus i i¢in-
ky fady 1€k, ani posledni léta neukézala jeho ti¢ast v meta-
bolismu znidmych karcinogenii nebo antikarcinogenii
(cytostatik). To zpochybiiuje kauzalni souvislost mezi odlis-
nou frekvenci polymorfismu genotypu i fenotypu P450 2D6
a chemickou karcinogenezou, nalezenou v n&kterych epide-
miologickych studiich. I na%e studie metabolismu dileZitych
cytostatik ukdzala maly vyznam tohoto enzymu pro jejich G¢in-
ky (1, 12).

Cytochrom P450 2E1

Pro vyznam polymorfismu fenotypu, ne viak genotypu P450
2E1 v metabolismu, toxicit& a chemické karcinogenité svéd¢i
fada skuteCnosti uvedenych v Tabulce 5, kterd vychdzi z obec-
nych z4sad uvedenych v Tabulce 1.

Chtéli jsme pfispét k feSeni otazky, zda se polymorfismus feno-
typu P450 2E1 vyznamné uplatiiuje i v riziku expozice styre-
nu (IARC klasifikace 2A = pravdépodobny karcinogen) a chlo-
rovanym derivatim benzenu, podezfelym z karcinogenity.
Studovali jsme jiZ dfive vliv P450 2E1 a dal3ich P450 enzy-
mu na metabolismus benzenu (4, 5, 9), styrenu (7), chlorben-
zenu, 1,2- a 1,4-dichlorbenzenu u potkana, mys3i a &lovéka in
vitro (11), jejich aktivaci na genotoxické produkty alkylujici
DNA a vztah mezi aktivitou P450 2E1 a oxidaci styrenu u dob-
rovolnikd in vivo.

NaSe vysledky ukazaly, Ze styren byl in vitro vyznamné& meta-
bolizovén mikrosomalnim P450 2E1 potkana i &lovéka. Ulo-
hu dal8ich enzymiti P450 3A1/2 potkana i P450 3A4 €lovéka
jsme prokézali indukci nebo inhibici téchto dvou enzymi.
Rychlost metabolismu styrenu u potkana, mysi a {lov&ka byla
srovnatelna. P450 2E1 aktivoval styren in vitro (iinn&ji neZ
P450 3A na genotoxicky metabolit styren oxid a u¢innéji tvo-
il DNA adukty.

Sledovanim inhibice metabolismu chlorzoxazonu disulfira-
mem (Antabusem) u dobrovolniki jsme zjistili, Ze rozdilnou
aktivitu P450 2E1 1ze snadno ur¢it vylu¢ovanim jeho metabo-
litu moci (2). Na druhé stran€ dvojnésobné zrychleni metabo-
lismu chlorzoxazonu po pfedchozim podéni alkoholu zdra-
vym, mladym dobrovolniktim prokéazalo, Ze 1ze dobfe sledovat

zvySeni aktivity P450 2E1 a z4roveii to, Ze mirné davky alko-
holu tuto aktivitu vyrazné& zvysi.

Vyznamny podil P450 2E1 v metabolismu styrenu na styren
oxid byl prokézén u lidi pomoci vylu€ovani jeho metabolitit
kyseliny mandlové a kyseliny fenylglyoxylové moci, které
bylo vyrazn€ sniZeno inhibitorem P450 2E1 disulfiramem (3).
Tyto studie tedy pfispély k prikazu, Ze 1) P450 2E1 je nejvy-
znamné&j¥im enzymem aktivace styrenu na genotoxické meta-
bolity u €lovéka i potkana, 2) metabolismus styrenu u lidi je
vyznamné ovlivnén aktivitou P450 2E1 také in vivo, 3) poly-
morfismus fenotypu (ne viak genotypu) P450 2E1 je vyznam-
nym faktorem individudlni vnimavosti ke genotoxickym ifin-
kim styrenu a 4) tento polymorfismus je vyznamné ovlivnén
alkoholem. Tyto faktory se pfirozen€ mohou uplatnit jen pfi
vyznamnych opakovanych exposicich styrenu v pracovnim
prostiedi, které u nés existovaly jeSt€ pfed n€kolika lety. Z pre-
ventivniho hlediska je tedy sniZeni expozice zaméstnavatelem
zfejmé& vyznamnéj§im faktorem neZ zji§téni polymorfismu
fenotypu P450 2E1. Na druhé€ strané je individudlni zodpo-
v&dnosti kaZdého zamé&stnance exponovaného styrenu, aby
konzumaci alkoholu nezvySoval genotoxické riziko, které
expozice styrenu pfinasi.

Analogicky jsme ukazali, Ze polymorfismus fenotypu P450
2E1 by mohl pfispét k individudlné odliSnym G¢inkim dal-
$ich genotoxickych latek anilinu, chlorbenzenu, 1,2-dichlor-
benzenu (8), ale pravdépodobné m4 maly vliv na i¢inky
potencialniho karcinogenu 1,4-dichlorbenzenu, ktery je pte-
vaZné metabolizovan pomérn€ mailo polymorfnim lidskym
P450 3A4.

Zavéry

1. Geneticky polymorfismus P450 2D6 dany inaktivujicimi
mutacemi celoZivotn€ sniZuje aktivitu (mé&ni fenotyp) tohoto
enzymu a miiZe se u danych osob projevit pfi béZnych davkach
né&kterych 1€kt t&Zkym pfedadvkovanim. Literarni Gdaje o odlis-
né frekvenci genetického polymorfismu u pacientt s n€ktery-
mi nddory viak dosud nelze kauzilné€ spojovat s chemickou
expozici ¢i karcinogenezou, protoZe prokizané karcinogeny
nepatii ke zndmym substratim tohoto enzymu a meta-analy-
za 13 studif nepotvrdila souvislost uvadénou n¢kterymi pted-
chozimi studiemi. Polymorfismus fenotypu 1ze snadno stano-
vit u lidi pomoci metabolismu dextrometorfanu, ale analyza
polymorfismu genotypu z DNA bilych krvinek poskytuje
podrobnéjsi informace o povaze defekt, jejichZ disledky pro
fenotyp jsou dobfe zndmy.

2. Znamé genetické polymorfismy P450 2E1 neovliviiuji akti-
vitu tohoto enzymu. Polymorfismus jeho fenotypu je ovliv-
n&n vlivy prostfedi: aktivita je zvySena napf. alkoholem
anékterymi 1éky, sniZzena disulfiramem, fenolickymi latkami
v n€které zelenin€ a ovoci a lze ji tedy do urcité miry ovliv-
nit vlastnim jedndnim. Vysok4 exprese tohoto enzymu zvy-
Sujeriziko genotoxickych Gi¢inkl benzenu, styrenu afady dai-
$ich vyznamnych substratd tohoto enzymu a vysvétluje
mechanismus, kterym alkohol miZe ovliviiovat jejich G¢in-
ky. NaSe studie ukazuji, Ze polymorfimus fenotypu P450 2E1
by mohl byt vyznamnym faktorem individudlni vnimavosti
k rakovin€ vyvolané substréty tohoto enzymu. Aktivitu P450
2E1 1ze pomé&mé snadno stanovit pomoci metabolismu chlor-
zoxazonu. Nejlepsi prevenci je samozfejmé sniZeni profesio-
nélni expozice, ale je obtiZné vyhnout se expozici z prostfe-
di, napfiklad ve formé& nékterych benzind obsahujicich
aromaty.

Ozndmeni: studie byla podporovdna grantem reg.& 6715-3
Interni grantové agentury MZ CR.
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