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• Souhrn: Mnoho (pro )karcinogenù je metabolizováno cytochromy P450 na vlastní úèinné produkty. Genetický polymorfismus
• P450 2D6 výraznì ovlivòuje vlastnosti tohoto enzymu (fenotyp) a mùže se u jedincù s defektním enzymem projevit pøi bìž-

ných dávkách nìkterých lékù tìžkým pøedávkováním. Neovlivòuje ale zøejmì individuální vnímavost k chemické karcinoge-
nezi. Naproti tomu známé polymorfismy genu P450 2EI neovlivòují aktivitu tohoto enzymu, která je zvýšena napø. alkoho-
lem a nìkterými léky a snížena disulfuamem, fenolickými látkami v nìkteré zeleninì a o,:oc~. Vysoká exprese toho.to enzymu
zvyšuje riziko genotoxických úèinkù benzenu, styrenu a asi 80 dalších významných xenoblotik a vysvìtluje mechanismus, kte-
rým alkohol mùže zvýšit jejich úèinky. Proto je individuální odpovìdností každého jedince, který je vystaven expozici lá~,
jež P450 2EI aktivuje, aby maximálnì omezil pøíjem alkoholu. Aktivitu P450 2Ellze snadno stanovit pomocí metabolismu
chlorzoxazonu a tak vy tipovat jedince se zvýšeným rizikem pøi expozici jeho substrátùm. Preventivnì úèinnìjším a obecnì
platným zásahem je však snížení profesionální expozice.
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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 ofP450 2EI do not influ-

. ence the activity of trus enzyme, which may be increased by alcohol and some drugs and decreased by disulfuam, phenolic
compounds in some vegetables and fruit. High expression ofP450 2EI increases genotoxic effect ofbenzene, styrene and about
80 other important chemicals and explains mechanism by which alcohol enhances their effects. Therefore, each individual per-
SOD may be responsible for decreasing the risk of exposure to chemicals known to be activated by P450 2EI by limiting the int-
ake of alcohol. P450 2EI activity may be conveniently assessed by metabolism of chlorzoxazone to estirnate individual risk of

r exposure to its procarcinogenic substrates. The decrease of occupational exposure to these chemicals is a more effective pre-
i ventive measure, though.
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j Velká èást chemických (pro )karcinogenù je cytochromy P450 bolizátoøi (poor metabolizers, PM, u nás 3-5%), rychlí meta-c' metabolizována na vlastní aktivní produkty (10). Proto nepøe- bolizátoøi (extensive, EM, vìtšina populace) a velmi rychlí

kvapuje, že u rùzných typù rakoviny a dalších nemocí jsou metabolizátoøi (ultrarapid, URM, 1-5% populace). P450 2D6
nacházeny odlišné frekvence polymorfismù genotypu a/nebo v podstatì nelze indukovat, ale lze ho inhibovat (bod 2). Poly-
fenotypu P450 a soudí se, že v nìkterých pøipadech lze pøe- morfismus genotypu i fenotypu P450 2D6 se signifikantnì pro-
dem odhadnout vyšší individuální riziko exposice chemickým jevuje v metabolismu a úèincích asi 40 významých lékù (bod
látkám. Tyto polymorfismy mohou také významnì ovlivnit 3)a) Tab. 2 a Tab. 3) a v incidenci nìkterých typù rakoviny ale
úèinky lékù. Rovnìž vysoce polymorfní glutathion S-transfe- ne v metabolismu øady známých karcinogenù, takže pøíèinná
rázy, N -acetyltransferázy , epoxid hydroláza, DT -diaforáza atd. souvislost s karcinogenezou není jasná (Tab. 2, bod 3). Navíc
zøejmì hrají významnou roli v chemické karcinogenezi. meta-analýza tøinácti epidemiologických studií ukázala, že
K prùkazu pøíèinné souvislosti mezi polymorfismem genoty- u nejvìtších studií nebyl vztah mezi polymorfismem P450 2D6
pu èi fenotypu urèitého enzymu biotransformace a individu- a rakovinou plic významný (6).
álnì zvýšeným rizikem chemické karcinogenezy je obecnì tøe- Polymorfismus fenotypu P450 2D6 byl v øadì studií sledován
ba zodpovìdìt øadu otázek (Tabulka I). pomocí metabolismu sparteinu, který ale již není k dispozici.
Naše pozornost se zamìøila na cytochrom P450 2D6 a P450 Jiný specifický substrát debrisoquin vyvolal v bìžných dáv-
2El, jejichž polymorfismy se charakteristicky liší. kách u øady pomalých metabolizátorù tìžké stavy. V posled-

ní dobì je používán tI:}etabolismus dextrometorfanu, cožje anti-
Cytochrom P450 2D6 tusikum, v cizinì prodávané bez pøedpisu.
U P450 2D6 jsou známy odpovìdi za øadu výše uvedených Naše studie se týkala nìkolika aspektù P450 2D6:
otázek. Frekvence polymorfismu genotypu (bod I) hlavních I. Možnost použití rùzných substrátù: ve výbìru ze skupiny
alel je daná zárodeènými mutacemi, uvedenými v Tabulce 2. 100 dobrovolníkù, jejichž polymorfismus fenotypu P450 2D6
Tyto mutace významnì ovlivòují fenotyp (aktivitu enzymu) byl pøed ètyømi lety stanoven pomocí metabolismu sparteinu,
celý život jedincù (Tab.l, bod 2), kteøí jsou v populaci cha- jsme zjiš•ovali pøesnost a citlivost stanovení PM a EM feno-
rakterizování podle rychlosti metabolismu jako pomalí meta- typu pomocí metabolismu dextrometorfanu (odpovídá bodu 2
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Tabulka 1: Podmínky prùkazu souvislosti polymorfismu biotransformaèních enzymù a chemické karcinogenezy

1. Jaká je frekvence polymorfismù v populaci? Nacházený rozptyl je 1- 50'•o populace .. , " ,. .
2. Ovlivòuje polymorfismus genotypu fenotyp (aktivitu a afinitu enzymu, tj. Km, Vmax)? Pokud ne, Je odllšny fenotyp stabllm a èlmJe ovlivnìn?
3. Souvisí polymorfismus genotypu èi fenotypu s rakovinou, jinými chorobami, úèinky a metabolismem lékù jen statisticky nebo kauzálnì (ve stu-

diích in vitro a in vivo)?
a) enzym aktivuje èi inaktivuje karcinogen, lék?
b) je jediným èi hlavním enzymem?
c) jsou rozdíly in vitro tak význ~né, že ovlivní metabolismus ~n viv~ (vliv l!ansp°f!U: konc.entrací in --:ivo?, .. " .
d) jsou data ze zvíøat validní pro lidi? Nìkteré P450 enzymy zvíøat neJsou v Játrech lidi expnmovány Èi maJIJmé vlastnosti. Jsou udaJe z expe-

rimentù in vivo relevantní?
e) je expozice význanmá, nejsou jiné složky expozice význanmìjší?

4. Je stanovení polymorfismu fenotypu specifické a spolehlivé? . .
5. Je u jedince karcinogenní proces zásadnì ovlivòován jinými faktory a geny (napø. geny BRCAl a BRCA2 u heredltární rakovInY prsu)?
6. jakou má polymorfismus závažnost a je žádoucí intervence? Je odlišný význam pro zamìstnance a zamìstnavatele?

Tabulka 2: Polymorfismy genu P4S0 2D6 Frekvence alel (%)

Variantní Mutace Funkce enzymu Bìloši Asiaté Cerní Afrièané Ethiopani,
alely (Kaucasoidi) Saud-Arabové

206*2xN Duplikace nebo Vyšší aktivita 1 - 5 0-2 2 10 - 16
multiplikace genu

206*3 Delece genu Žádný enzym <1 - - -
206*4 Defektní sestøih RNA Inaktivní enzym 12 - 21 1 2 c 1 - 4
206*5 Delece genu Žádný enzym 2 - 7 6 4 1 - 3
206*lO Pro23Ser,Ser486Thr Nestabilní enzym 1-2 51 6 3-9
2D6*17 ThrlO7lle, Arg296Cys, Vyšší Km O - 34 3 - 9

Ser486Thr

Tabulka 3: Dùsledky fenotypu PM a URM u P4S0 2D6 pro úèínky nìkterých lékù a rizí- Tabulka S: Dùsledky fenotypu P4S0 2El pro rizíko
ko rakoviny rakoviny

Léèivo nebo nemoc Pøíklad Dùsledek Nepøíznivý efekt 1. Gen P450 2El je v populaci polymorfní, polymor-
POMALt METABOLIZATOØI !ism~s cl/c2 (v 5'-pøiléhajíci oblasti) se vyskytu-

Je asI ve 2% populace a polymorfismus C/D
Tricyklické desipramin, fluvoxamin, snížená klírens pøedávkování (v intronu 6) v asi 5-lO% populace
antidepresanty fluox~tin, mexiletin, kardiotoxicita 2. Polymorfismus genotypu P450 2El neovlivòuje

cltalopram význanmì fenotyp (V max a Km ani inducibilitu enzy-
neuroleptika haloperidol snižená klírens zvýšený úèinek mu. Velké inter- i intraindividuální rozdíly fenoty-

. pu jsou dány vlivy prostøedí (indukce alkoholemanti-anginózni perhexilin snižená klfrens neuropatie i léky, inhibice Antabusem i látkami z potravy)

anti-arrhytmika propafenon, mexiletin snižená klírens nausea, zvracení 3. Vliv odlišné frekvence polymorfismù genotypu
sníženi chuti k jídlu dexfenfluramin snižená klfrens nausea, zvracení u Japoncù s rakovino,:! plic nelz,e vysv~~it aktivi-

. " ", tou P450 2El. Naproti tomu zvyšené nzlko geno-
analgetika tramadol smžená klírens smženy uèmek toxických úèinkù benzenu u Cíòanù souviselo

antitusika kodein snížená klfrens snížený úèinek s vyšší aktivitou P450 2El, tj. odlišným fenotypem
opioidy oxydecon hypercodon sníženáklfrens snížená závislost!!! a) enzy.m aktivuje benzen ~ dalších asi .80 pro-, karcmogenù na genotoxlcké metabollty. Ne-

rakovina rakovina plic nižší riziko rakoviny metabolizuje význanmì léky vyjma paraceta-
plic není spolehlivì molu.

prokázáno b) je jediným èi hlavním enzymem xenobiotik ad
ULTRARYCHLtMETABOLIZATOØI 3.a.

antitusika kodein zvýšená aktivace bolesti bøicha c) n~ez~né rozdílY,Km a V max u lidí in vitro.a e~
VIVO Jsou tak vyznamné, že mohou ovllvmt
metabolismus in vivo

Tabulka 4: Analýza polymorfismu genotypu P4S0 2D6 d) vlastnosti P450 2El (V maxIKm) u zvíøat a lidí
jsou podobné - øada prokarcinogenù je meta-

C.vz. Osoba Metabolismu Metabolismus alela2D6*3 alela2D6*4 alela2D6*5 bolizovánapoïobnou rychlostí ana stejné meta-
sparteinu dextrometoïanu de12637A G1934A (gen chybí) bolity. Zvýšení genotoxicity benzenu alkoho-
v r.1995 v r.1999 (HpalI,MspI) (BstNI) lem u zvíøat lze vysvìtlit indukcí P450 2EI

G-l MRe PM EM w/w w/w nepøítomna e) expozice rùzným substrátùmP450 2El vnìkte-
G-2 JS PM PM w/w w/m nepøítomna rýchze~chjed?~udv~zn~áaèastovysoce

pøevyšuJe exposIcI dalšlm latkám
G-3 MR EM EM w/w w/w nepøítomna, ,

4. Stanovem polymorfismù genotypu pomocI PCR-
G-4 HJ EM EM w/w w/w nepøítomna RFLPjespolehlivéaurèenífenotypupomocímeta-
G-5 TM EM EM w/w w/w nepøítomna bolismu chlorzoxazonu je specifické a spolehlivé
G-6 NB EM EM w/w w/w nepøítomna 5. Nelze vylouèit, že karcinogenní proces je u expo-

novaných lidí ovlivòován dalšími faktory a genyG-7 LS PM PM w/w w/m nepøítomna
. 6. Známé polymorfismy genotypu P450 2El u bìlo-

G-8 PK EM EM w/w w/w nepøítomna chù zatím nemají prokázanou souyislost s rùzný-

G-9 m EM EM w/w w/w nepøítomna mitypyrakoviny.lndukciP4502Elnapø.alkoho-
lem lze považovat za spolehlivì prokázaný rizikovýG-lO 1M EM EM w/w w/w nepøítomna faktor pøi expozici prokarcinogenùm, které P450

IHE-38 RF EM EM w/w w/w nepøítomna 2El oxiduje. Intervence je vìcí každého jedince,
1HE-40 PR EM EM w/w w/w nepøítomna ale není informací pro zamìstnavatele

lHE-41 lG EM EM w/w w/w nepøítomna Citace k tabulce: 4, 5, 9, 11, 13, 14, 15
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a 4 Tabulky 1). U výbìru 8 osob, z toho 5 EM a 3 PM odpo- zvýšení aktivity P450 2El a zároveò to, že mírné dávky alko-
vídaly všechny osoby døíve stanovenému fenotypu vyjma~d- holu tuto aktivitu výraznì zvýší.
né osoby pùvodnì urèené jako PM, jejíž metabolismus dex- Významný podíl P450 2El v metabolismu styrenu na styren
trometorfanu odpovídal fenotypu EM. oxid byl prokázán u lidí pomocí vyluèování jeho metabolitù
2. Korelace genotypu a fenotypu: kvùli uvedené diskrepanci kyseliny mandlové a kyseliny fenylglyoxylové moèí, které
stanovení fenotypu jsme u tìchto osmi a dalších pìti osob bylo výraznì sníženo inhibitorem P450 2El disulflfamem (3).
v genomové DNA urèili inaktivující mutace P450 2D6 (Tab. Tyto studie tedy pøispìly k prùkazu, že 1) P450 2El je nejvý-
1, bod 2 a Tab. 4), jež dle literatury zodpovídají za status PM, znamnìjším enzymem aktivace styrenu na genotoxické meta-
tj. G1934A (alela 2D6*4, restriktáza BstNI) a del2637 (alela bolity u èlovìka i potkana, 2) metabolismus styrenu u lidí je
2D6*3, restriktáza HpaIl, Mspl) (Tab.4). Inaktivující mutace významnì ovlivnìn aktivitou P450 2El také in vivo, 3) poly-
G1934A byla zjištìna jen ve dvou ze tøí osob PM a žádné EM, morfismus fenotypu (ne všakgenotypu) P450 2El je význam-
mutace del2637 nebyla u žádné osoby. Analýza genotypu tedy ným faktorem individuální vnímavosti ke genotoxickým úèin-
potvrdila, že pøedchozí stanovení fenotypu sparteinem neby- kùm styrenu a 4) tento polymorfismus je významnì ovlivnìn
10 u jedné osoby PM pøesné, zøejmì pro krátký odbìr moèi ke alkoholem. Tyto faktory se pøirozenì mohou uplatnit jen pøi
stanovení metabolitù, doporuèený v literatuøe, který je zatížen významných opakovaných exposicích styrenu v pracovním
rizikem zpoždìného vyluèování. Metabolismus dextrometor - prostøedí, které u nás existovaly ještì pøed nìkolika lety. Z pre-
fanu se ukázal vhodným testem urèení fenotypu P450 2D6. ventivního hlediska je tedy snížení expozice zamìstnavatelem
Polymorfismus genu P450 2D6 však poskytuje podrobnìjší zøejmì významnìjším faktorem než zjištìní polymorfismu
analýzu povahy defektu genu, jehož dùsledky pro fenotypjsou fenotypu P450 2El. Na druhé stranì je individuální zodpo-
dobøe prostudovány. vìdností každého zamìstnance exponovaného styrenu, aby
3. Stabilita fenotypu: ukázali jsme, že fenotyp PM i EM je konzumací alkoholu nezvyšoval genotoxické riziko, které
v ontogeneze jednotlivce zachován (Tab. 1, bod 2), což odpo- expozice styrenu pøináší.
vídá zárodeèným mutacím. Tento fakt zjednodušuje sledová- Analogicky jsme ukázali, že polymorfismus fenotypu P450
ní významu P450 2D6 pro metabolismus a úèinky chemických 2El by mohl pøispìt k individuálnì odlišným úèinkùm dal-
látek. ších genotoxických látek anilinu, chlorbenzenu, 1,2-dichlor-
4. Úloha polymorfismu genotypu/fenotypu P450 2D6 v kar- benzenu (8), ale pravdìpodobnì má malý vliv na úèinky
cinogeneze: i když významnì ovlivòuje metabolismus i úèin- potenciálního karcinogenu 1,4-dichlorbenzenu, který je pøe-
ky øady lékù, ani poslední léta neukázala jeho úèast v meta- vážnì metabolizován pomìrnì málo polymorfním lidským
bolismu známých karcinogenù nebo antikarcinogenù P450 3A4.
(cytostatik). To zpochybòuje kauzální souvislost mezi odliš-
nou frekvencí polymorfismu genotypu i fenotypu P450 2D6 Závìry
a chemickou karcinogenezou, nalezenou v nìkterých epide- 1. Genetický polymorfismus P450 2D6 daný inaktivujícími
rniologických studiích. I naše studie metabolismu dùležitých mutacemi celoživotnì snižuje aktivitu (mìní fenotyp) tohoto
cytostatik ukázala malý význam tohoto enzymu pro jejich úèin- enzymu a mùže se u daných osob projevit pøi bìžných dávkách
ky (1, 12). nìkterých lékù tìžkým pøedávkováním. Literární údaje o odliš-

né frekvenci genetického polymorfismu u pacientù s nìkterý-
Cytochrom P450 lEl mi nádory však dosud nelze kauzálnì spojovat s chemickou
Pro význam polymorfismu fenotypu, ne však genotypu P450 expozicí èi karcinogenezou, protože prokázané karcinogeny
2El v metabolismu, toxicitì a chemické karcinogenitì svìdèí nepatøí ke známým substrátùm tohoto enzymu a meta-analý-
øada skuteèností uvedených v Tabulce 5, která vychází z obec- za 13 studií nepotvrdila souvislost uvádìnou nìkterými pøed-
ných zásad uvedených v Tabulce 1. chozími studiemi. Polymorfismus fenotypu lze snadno stano-
Chtìli j sme pøispìt k øešení otázky, zda sepolymorfismus feno- vit u lidí pomocí metabolismu dextrometorfanu, ale analýza
typu P450 2El významnì uplatòuje i v riziku expozice styre- polymorfismu genotypu z DNA bílých krvinek poskytuje
nu (IARC klasifikace 2A = pravdìpodobný karcinogen) a chlo- podrobnìjší informace o povaze defektù, jejichž dùsledky pro
rovaným derivátùm benzenu, podezøelým z karcinogenity. fenotyp jsou dobøe známy.
Studovali jsme již døíve vliv P450 2El a dalších P450 enzy- 2. Známé genetické polymorfismy P450 2El neovlivòují akti-
mù na metabolismus benzenu (4,5, 9), styrenu (7), chlorben- vitu tohoto enzymu. Polymorfismus jeho fenotypu je ovliv-
zenu, 1,2- a 1,4-dichlorbenzenu u potkana, myši a èlovìka in nìn vlivy prostøedí: aktivita je zvýšena napø. alkoholem
vitro (11), jejich aktivaci na genotoxické produkty alkylující a nìkterými léky, snížena disulfiramem, fenolickými látkami
DNA a vztah mezi aktivitou P450 2El aoxidacístyrenuudob- v nìkteré zeleninì a ovoci a lze ji tedy do urèité míry ovliv-
rovolníkù in vivo. nit vlastním jednáním. Vysoká exprese tohoto enzymu zvy-
Naše výsledky ukázaly, že styren byl in vitro významnì meta- šuje riziko genotoxických úèinkù benzenu, styrenu a øady dal-
bolizován mikrosomálním P450 2El potkana i èlovìka. Úlo- ších významných substrátù tohoto enzymu a vysvìtluje
hu dalších enzymù P450 3Al/2 potkana i P450 3A4 èlovìka mechanismus, kterým alkohol mùže ovlivòovat jejich úèin-
jsme prokázali indukcí nebo inhibicí tìchto dvou enzymù. ky.Našestudieukazují,žepolymorfimusfenotypuP4502El
Rychlost metabolismu styrenu u potkana, myši a èlovìka byla by mohl být významným faktorem individuální vnímavosti
srovnatelná. P450 2El aktivoval styren in vitro úèinnìji než k rakovinì vyvolané substráty tohoto enzymu. Aktivitu P450
P450 3A na genotoxický metabolit styren oxid a úèinnìji tvo- 2Ellze pomìrnì snadno stanovit pomocí metabolismu chlor-
lil DNA adukty. zoxazonu. Nejlepší prevencí je samozøejmì snížení profesio-
Sledováním inhibice metabolismu chlorzoxazonu disulfira- nální expozice, ale je obtížné vyhnout se expozici z prostøe-
mem (Antabusem) u dobrovolníkù jsme zjistili, že rozdílnou dí, napøíklad ve formì nìkterých benzinù obsahujících
aktivitu P450 2Ellze snadno urèit vyluèováním jeho metabo- aromáty.
litu moèí (2). Na druhé stranì dvojnásobné zrychlení metabo-
lismu chlorzoxazonu po pøedchozím podání alkoholu zdra- Oznámení: studíe byla podporována grantem reg.è. 6715-3
vým, mladým dobrovolníkùm prokázalo, že lze dobøe sledovat Interní grantové agentury MZ ÈR.
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