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1. UVOD

Vznik nadorového onemocnéni neboli karcinogeneze je popisovan jako vicestupiiovy
proces, u né€hoZz pocet krokli a d&asova posloupnost nejsou zcela objasnény. Zakladnim
predpokladem je existence iniciované nadorové buriky, ktera vznikne nahromadénim celé fady
genetickych zmén (mutaci). Moderni epidemiologie pfedpoklada, Ze velky pocet nadorovych
onemocnéni vznikd spolupidsobenim genetickych faktort a faktord Zivotniho prostiedi.
Karcinogeneze je chapana jako proces vyvolany jak dédi¢nymi vlivy (napf.: polymorfismem, jako
dédi¢nou variaci DNA vyskytujici se alespoii u 1% populace), tak genotoxickym plisobenim
chemickych latek a jako takova byla studovéana z obou téchto aspektt.

Diplomovéa prace se zabyva jednak studii pfipadd a kontrol nddorového onemocnéni
pankreatu a hodnocenim vztahu polymorfismi jako faktorti individualni vnimavosti k riziku vzniku
tohoto onemocnéni. Karcinom pankreatu je nadorové onemocnéni s velmi $patnou progndézou a
Ceska republika zastava jedno z prednich mist ve vyskytu (incidenci) tohoto onemocnéni ve sv&té.
Studie je zaméfend na moZnou roli polymorfismi enzymi oxida¢niho stresu v rozvoji tohoto
onemocnéni. Oxidaéni stres nastava v burice v disledku poruseni rovnovahy mezi antioxidanty a
volnymi radikaly. Radikaly maji potencial poskozovat biologické struktury a napomahat vzniku a
rozvoji nadorového onemocnéni. Enzymy zkoumané v této praci chrani buiiku proti poskozeni
témito radikaly. Pfitomnost polymorfismi v genech téchto enzymt mize jejich funkci narusit, a
prispivat tak ke vzniku oxidaéniho stresu. Uréeni rizikovych &i protektivnich polymorfismt by
mohlo byt vyuzito k cilenému vyhledavani rizikovych skupin populace za udelem v&asné
diagnostiky onemocnéni, ktera by zaruéila zlepSeni prognézy nemocnych.

Ve druhé studii byl u skupiny jedincd s definovanou expozici latky (styrenu) vyvolavajici
poskozeni genetické informace hodnocen vztah polymorfismid ke genotoxickému pulsobeni.
Sledovani ulohy polymorfisml vybranych biotransformaénich enzymi metabolizujicich styren by
mohlo vést k objasnéni vlivu expozice a jejim nasledkim na molekularni drovni. Pfipadné
identifikované rizikové ¢&i protektivni polymorfismy by mohly slouZit k predikci rizika vzniku
poskozeni genetického materidlu a podrobnéj§imu sledovani rizikovych skupin populace v
souvislosti s moZznym rozvojem nadorovych onemocnéni.

Studium genetickych polymorfismii mtZe byt kliCem k odhaleni individualni citlivosti
jednotlivee vii¢i plsobeni karcinogend a dalSich faktord, které vedou k poSkozeni biologickych
makromolekul a vzniku riznych druhii onemocnéni. Znalost individudlni citlivosti by mohla
pomoci odhadnout zdravotni rizika pti expozici dané latce nebo naznaéit na které skupiny populace
bude tfeba zaméfit diagnostické programy, pfipadné preventivni intervenci v oblasti Zivotniho

stylu.



2. TEORETICKA CAST

2.1. KARCINOGENEZE

Karcinogenezi je chapan vicestuptiovy proces vzniku a vyvoje nadorového onemocnéni, ktery lze

.....

Iniciovanou buiikou je nazyvana takova burika, v které doslo k mutaci DNA vedouci k aktivaci onkogenti,
deaktivaci tumor supresorovych gend a soutasné toto poskozeni nebylo opraveno reparaénimi enzymy.
Neni-li tato burika odstran€na imunitnim systémem, pfetrvava vtomto stavu do t¢ doby, nez dojde
knahromadéni dalSich genetickych zmén (mutaci), které vedou kproliferaci bunék s poruSenou
diferenciaci a mezibunéénou komunikaci [Klener 1996; Stiborova a spol., 2007].

Druhou fazi, neboli promoci, lze charakterizovat jako pfeménu iniciované buiiky v buriku
nadorovou. Tato féze je charakteristickd zvySenou proliferaci a produkci bun€k benigniho nadoru. Pokud
dojde k piisobeni dalsich faktord (progresorii), dosud ¢aste¢né kontrolovatelny bun&ny rist se zméni
v rust nekontrolovatelny a vznika maligni nador [Stiborova a spol., 2007].

Takto pozménéné buriky prechazi do faze progrese, kterd se vyznacuje ztratou schopnosti bun¢k
odpovidat na regulaéni mechanismy a nasleduje lokalni riist nadoru. V poslednim stadiu nadorového
bujeni tzv. metastazich nastava Sifeni nddoru mino prvotni loZisko a dochazi k tvorb& dcefinnych nadort
[Koutecky 2004].

K pfemén¢ normalni buiiky na nadorovou je tfeba nékolika nezavislych mutaci, které se
musi odehrat v jediné buiice, aby ziskala potencial potfebny k maligni transformaci. Nadorové
onemocnéni je proto typickou nemoci star$iho v&ku, protoZe nahromadéni velkého mmnozstvi
somatickych mutaci vjediné bufice trva mnoho let. Jedinci s vrozenou zarodeéni mutaci
v onkogenech ¢i tumorsupresorovych genech vSak nepotfebuji k rozvoji nddoru tolik mutaci a

onemocnéni se u nich objevuje s vyssi frekvenci a v priméru v mlad$im veéku [Klener, 2002].

Rozhodujici roli v karcinogenezi tedy hraji mutace, respektive faktory (karcinogeny). O této
problematice bude vice pojednéano v kapitole 2.2.



2.1.1. Nadorové onemocnéni pankreatu

Nédory pankreatu se obecné dé€li na nddory exokrinni a endokrinni Casti. Nejcastéj$im
nadorem exokrinni ¢asti pankreatu je duktilni adenokarcinom (80%) vychazejici z pankreatickych
vyvodl. Méné €asté jsou adenokarcinomy z acinarnich bunék, cystadenokarcinomy a anaplastické
karcinomy s vyskytem kazdé varianty kolem 4%. Karcinom mtiZe byt lokalizovan ve v8ech ¢astech
(hlava, télo) pankreatu. Jedind metoda, ktera dava pacientim $anci na vyléceni, je chirurgické
odstranéni nadoru, které je v8ak ucinné pouze b&€hem casného stidia onemocnéni (cca 4-5%
diagnostikovanych pacientl). Casné stadium je viak asymptomatické, a proto v&tsina piipadi
tohoto onemocnéni je diagnostikovana aZ v pokro¢ilém stadiu, v kterém chirurgicky vykon jiZ neni
moZny. Navzdory snahdm o zlepS$eni diagnostiky a terapie patii progndza pacienti mezi nejhorsi.
Doba pfeziti pacienti podstupujicich radioterapii a chemoterapii (napf. S-fluorouracil, gemcitabin)
se pohybuje kolem Sesti mésici. Pacienti nepodstupujici 1é&bu se dozZivaji kolem tfi mésici.
Pétileté preziti se vétSinou udava pouze u 5 % pacientd. Invazivni rist, ¢asné metastazovani
a rezistence k radio- a chemoterapii jsou dal$imi dGvody pro celkové neuspokojivou situaci [Burris
a spol., 1997; Klener, 2002].

Ceské republika s cca 1600 novymi piipady ro&né patii spolené s dal¥imi stity Stéedni
Evropy mezi oblast s nejvyssi incidenci nddorového onemocnéni pankreatu. Incidence celosvétove
stale mirn¢ stoupa a s ni stoupa i mortalita. Celosvétovy standard incidence (na 100 000 lidi) byl u
muZi vypoéten 11,6 a pro CR 17,6. U Zen je incidence vSeobecné niZsi, celosvétovy standard je 7,1
a v CR &ini dokonce 15,7. Incidence a mortalita jsou téméf srovnatelné [I'JZIS, 2003].

Nejvétsim problémem je neznalost vhodnych specifickych markeri &asného stadia a
rizikovych faktorti, které by pomohly zlepSit prognézu [Trma a spol., 2008]. Mezi klinicky
prokdzané rizikové faktory nadorového onemocnéni pankreatu patii vy$§i v€k, koufeni a
prislunost k urdité etnické skuping. Vétsina pacientd (90%) je starsich 55 let. V CR bylo v roce
2003 evidovano nejvice ptipadi mezi 50 - 84 lety [UZIS, 2003]. Karcinom pankreatu je také
diagnostikovan 2-3x &astéji u kufdkd [www.cancer.org]. Cast&j$i incidence onemocnéni byla
pozorovéana u Afroameri¢anti a Maort na Novém Z¢landu [Lowenfels a Maisonneuve 2006].

Jako nezavisly rizikovy faktor jak familidarni (5-10% piipadl), tak sporadické formy
adenokarcinomu je sledovana chronickd pankreatitida [Whitcomb a Pogue-Geile, 2002].
Spojovacim ¢lankem, ktery by mohl byt jednim z vysvétleni potencidlniho vyvoje chronické
pankreatitidy v nddorové onemocnéni, je mutace v K-ras onkogenu, ktera byla nalezena u 70-95%
pacienti s obéma typy onemocnéni [Saif a spol., 2007]. Chronické zanétlivé procesy, jako jsou
pankreatitidy, jsou provazeny zvySenym oxida¢nim stresem, ktery miZe byt nasledkem pravé
mutace K-ras onkogenu, coZ bylo potvrzeno i ve studiich provedenych na buné¢nych liniich

transfekovanych timto onkogenem [Yang a spol., 2001].

-10 -



Expozice oxidaénimu stresu je obecné spojovana s poskozenim bunéénych membran a
genetického materialu vedoucim k celé fadé onemocnéni véetné nadorového. Cullen a spol., (2003)
potvrdili ulohu radikald resp. oxidaéniho stresu u néadorového onemocnéni pankreatu.
Superoxidovy anionradikal (O,”) zde byl navrzen jako pravdépodobny druhy posel podporujici
bunéénou proliferaci nddorovych bunék. O,” je v8ak v organizmu produkovan i za fyziologickych
podminek jako vedlej$i produkt metabolizmu, a proto je buiikka vybavena ochrannymi
enzymatickymi systémy, které dokaZi reaktivni kyslikové slouceniny zneSkodnit ¢i predchazet
jejich vzniku a zabranit tak patologickym staviim. N&které enzymy zajistujici tuto ochranu se viak
vpopulaci vyskytuji vriznych genetickych variantach resp. jsou polymorfni. Zustiva tedy
nezodpovézena otazka, zda vilbec a do jaké miry jejich polymorfismus piedstavuje uréité riziko
vzniku nadorového onemocnéni. Tato studie se tedy zaméfila na sledovani genetickych
polymorfismi enzymi oxidaéniho stresu jako markeri genetické predispozice pravé nadorového
biotransformaénich enzymi ve vzniku jinych nadorovych onemocnéni [Sarmanova a spol., 2004;
Menzel a spol., 2004].

Vedle chronické pankreatitidy je dal$im z dlouhodobé diskutovanych rizikovych faktorh
také diabetes mellitus, ktery se v8ak podle vysledki nékterych studii ukazuje spiSe jako jeden ze
symptomil karcinomu pankreatu [Trna a spol., 2008].

Soudasné studie se také zabyvaji nalezenim rizikovych faktori mezi faktory Zivotniho
stylu, jako je piti alkoholu, éerné kavy, obezita ¢i strava (napf. uprava masa pii vysokych teplotich
zvySujici koncentraci polycyklickych aromatickych uhlovodikii a heterocyklickych amintl) [Li a
spol., 2007; Feick a spol., 2007]. Vliv téchto faktori na riziko vzniku karcinomu pankreatu viak
dosud nebyl potvrzen.
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2.2. GENETICKE ZMENY

Podle vzniku Ize genetické zmény, neboli mutace, rozd€lit na spontdnni nevyhnutelné a
indukované. Spontanni mutace probihaji s frekvenci 10 na gen na bun&né dé&leni. Tato hodnota je
déana prfesnosti replikace DNA a jeji opravy. Frekvence spontannich mutaci je vzhledem k poctu
déleni velmi nizka na to, aby sama vyvolala vznik nddorového onemocnéni [Alberts, 1998].

VétSina mutaci je indukovéana faktory vnéjsiho prostfedi (mutageny, popt. karcinogeny),
které 1ze podle povahy rozdélit na. fyzikdlni (napt. UV, ionizujici zafeni), chemické (napf.
polycyklické aromatické uhlovodiky, t€Zké kovy, nékterd cytostatika) a biologické (napt. nékteré
viry). Podle mechanismu plsobeni 1ze mutageny rozdé€lit na genotoxické (tvoii kovalentni adukty
s DNA ¢&i jiné kovalentni modifikace), epigenetické (nekovalentni interakce s DNA, napf.
interkalatory) a mutageny zpUsobujici zmény struktury DNA jako napf. jedno- a dvoufetézcové
zlomy, intra- i intermolekuldrni ,,cross-linking DNA vyvolavané bifunkénimi ¢inidly &i ,,DNA-
protein cross-linking* [Stiborova a spol., 2007]. Nékteré z uvedenych typt po$kozeni jsou na

nasledujicim obrazku 1.

ALKYLACE BAZI
VYSTEPEN( BAZE (slkylnéni Einidin)
(slkylaéni &inidia) l

l PYRIMIDINOVY DIMER KOVALENTN{ ADUKT
(UV ziieni) (benzo{a)pyren)

INTERMOLEKULARNI CROSS-
—LINKING (cla-piatins, paoralen)

!

JEONORETEZCOVY ZLOM
(bleomycin, X-paprsky)
INTRAMOLEKULARNI ADUKT FOTOPRODUKT
(cls-plating) (UV xbfeni)

Obriazek 1: Typy DNA poskozeni vyvolané faktory exogeniho pivodu
(Ptevzato z [Stiborova a spol., 2007])

I presto, ze vétSina genetickych zmén je opravena reparaénimi systémy, miZe dochazet
k vytvofeni perzistentnich aduktli, které mohou zpisobit permanentni mutace v regulatnich genech
kontrolujicich riist, vedoucich k aberantnimu bunéénému vyvoji a ke karcinogennim procesim. Majoritni
pri¢ina karcinogeneze je kovalentni modifikace DNA genotoxickymi karcinogeny, které se vazi na baze ¢i
deoxyribézu DNA, mén€ Casto dochdzi kapurinaci & apyrimidaci DNA, ,cross-linking®, vznik
hydroxyderivatii bazi (vyvolavaji je volné radikaly kysliku), vznik cyklickych adukti, interkalati nebo
pyrimidinovych dimerd [Stiborova a spol., 2007].
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Kone¢ny vliv mutace na zdravi jedince zavisi pfedeviim na lokalizaci, typu mutace a zda
kmutaci do$lo vsomatické ¢i pohlavni buiice. Mutace v zarode¢nych burikich se kromé dédiénych
chorob podileji na vzniku genetické variability organizmt (vice kapitola 2.3.) napt. zlepSenim/zhorSenim
stavajici funkce genu. Podle rozsahu lze zmény v DNA rozdélit na genové, chromosomalni a genomové.

Genové mutace

Genovymi (bodovymi) mutacemi se oznaduji zmény v sekvenci DNA na trovni jednoho
nebo vice nukleotidil. Zatazeni jednoho nebo vice nadbyte¢nych nukleotidovych pari se oznaduje
jako inzerce. O deleci mluvime, dojde-li ke ztrat€ jednoho nebo vice nukleotidli piivodni sekvence.
Pokud je v pfipadé delece a inzerce odstranén &i zafazen takovy pocet nukleotidd, ktery neni
celo¢iselnym nasobkem 3 (3n), dojde k posunu &teciho raimce a nasledné k syntetizovani zcela
odliSného polypeptidu nebo dokonce k predéasnému ukoneni proteosyntézy vyskytem
termina¢niho kodonu a vysledkem je zcela nefunkéni protein. Dal$im pfikladem genové mutace je
substituce pluvodni baze za jinou, ke které dochazi jednak vramci purinovych nebo
pyrimidinovych bazi a nazyva se tranzice. Substituce purinové baze za pyrimidinovou a naopak se
nazyva transverze. Substituce se mohou a nemusi projevit v AMK sekvenci, neovliviiuji fenotyp,

ale mohou vést ke sniZeni ¢i Gplné ztraté aktivity uréitého enzymu [Brdicka, 2001].

Chromosomaélni mutace (aberace)

Chromosomalnimi aberacemi (CA) se nazyvaji zmény struktury chromosomu, které
vznikaji jako nasledek nerovnomémného ,.crossing-over a nestability chromosomi. Pokud se
zména tyka pouze jedné chromatidy, mluvime o tzv. chromatidovych CA (CTA). Pokud zména
postihuje obé sesterské chromatidy, jedna se o chromosomovy typ CA (CSA). Nasledky téchto
zmén zavisi na tom, zda je i po strukturni pfestavbé zachovano mnozstvi genetické informace.
Pokud ne, dochazi k fenotypovym projeviim, které se odvijeji od toho, ktera ¢ast genomu chybi
nebo je strukturn€ poskozena, ¢i naopak pfebyva. V mnoha pfipadech jsou vSak CA pro buitku
letalni nebo jsou déle pfedavany do dcefinnych bun€k a vedou u jedince nebo jeho potomkil
k velmi zdvaznym chorobam. Za fyziologicky vyskyt CA se povazuje 1-2 % [Brdi¢ka, 2001].

Mluvime-li o deleci, mluvime o ztraté ¢asti chromosomu. Naptiklad u terminalni delece se
jedna o ztratu konce raménka, nebo u intersticialni delece o ztratu stfedni ¢asti nékterého z ramének
chromosomu. Inzerce pfedstavuje piidani genetického materidlu v ramci jednoho chromosomu.
Inzerce i delece se projevuji ztratou heterozygozity a mohou vést k inaktivaci tumor supresorovych
genl a velmi zavaznym klinickym projevim. Pii amplifikaci genetického materidlu (napft.
duplikaci) na jednom chromosomu dochazi kdeleci téhoZ useku na druhém chromosomu.
Znasobeni genetického materidlu mtze zpUsobit aktivaci onkogenu a zvysit produkci funkéné
normalniho proteinu. Pii inverzi dochazi k vyStépeni &asti chromosomu, jejimu pfevraceni a

naslednému napojeni (pokud je na invertované &asti chromosomu centromera - jednd se o
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pericentrickou inverzi; pokud na invertovaném useku centromera neni - jde o inverzi
paracentrickou). Prostfednictvim inverze dojde k pfiblizeni ur¢itého genu kjinému, funk&né
odlisnému, ¢imZ mlzZe vzniknout abnormalni protein. Pokud je usek jednoho chromosomu
vy$tépen a pfipojen k chromosomu jinému, nazyvame tento d¢j translokaci. Translokace mohou
byt balancované (kdy je zachovano stejné mnoZstvi genetické informace v buiice), nebo
nebalancované (kdy ptivodni mnoZstvi neni dodrzeno). Poget chromosomi se béhem translokace
v8ak neméni. Urcity gen se miize béhem translokace dostat pod kontrolu nového promotoru, ktery
zpisobuje onkogenni aktivaci. Translokovany gen milzZe produkovat protein vnadmémém
mnoZstvi nebo v nerelevantnich situacich. Dal$i moZnosti je flize s jinym genem a pak dochézi
k tvorbé abnorméalnich proteinti [Brdi¢ka, 2001]. Krajni pfipad CA je fragmentace, kdy vlivem
silnych mutagenti a vysoké chromosomalni nestability dojde k rozpadu chromosomu na fragmenty.

Nezanedbatelny vliv na mnoZstvi a hromadéni genetického poskozeni v lidském genomu
maji faktory, jako je v€k (sniZena reparaéni kapacita), Zivotni styl resp. strava a koufeni [Kao-Shan
a spol., 1987; Bolognesi a spol., 1997; Ames, 2001].

Genomové mutace

Genomovymi mutacemi jsou oznafovany zmény v poétu chromosomi, a to bud celé
chromosomalni sady, nebo pouze v ramci homolognich chromosomii. K tomuto stavu dochazi pii
$patném rozestupu chromosomi pii déleni buiiky.

Kromé& CA je dal§im vhodnym biomarkerem vypovidajicim o Urovni po$kozeni a stabilité
genomu frekvence mikrojader (MN = micronuclei). MN jsou mald mimojadernd téliska, ktera
vznikaji z fragmentl chromosomti, nebo z celych chromosomi. Predstavuji struktury, které se
opozdily v anafézi a nebyly zahrnuty do dcefiného jadra. Je to zplsobeno zpravidla tim, Ze nemaji
centromeru, nebo doSlo k porufe d€liciho vieténka. Mikrojadra se nachazi v cytoplazmé vedle
hlavniho jadra a maji podobu malého jadérka. Vyskyt MN je sledovan jako prediktivni faktor
vzniku nadorového onemocnéni [Bonassi a spol., 2007].

Genetické abnormality jsou velmi dobrymi markery pti diagnostice a monitorovani daného
nadorového onemocnéni a mohou také objasnit vliv genotoxického plisobeni chemickych slou¢enin

na organizmus, coZ bylo pfedmétem této diplomové prace.
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2.2.1. Styren

Mezinarodni organizace pro vyzkum rakoviny (IARC) Kklasifikovala styren (fenylethylen,
vinylbenzen) jako moZny lidsky karcinogen skupiny 2B [IARC, 1994 a 2002] a jeho hlavni
intermediat styren-7,8-oxid jako pravdépodobny lidsky karcinogen skupiny 2A [IARC, 1994].

Styren je bezbarva olejovitd kapalina s typickym Stiplavym zdpachem. Mezi
nejvyznamnéj$i antropogenni zdroje styrenu patfi chemicky a petrochemicky primysl (vyroba
polymera a kopolymert, rafinace ropy), vyfukové plyny a spalovani odpadi. V malém mnozstvi se
styren vyskytuje i v tabakovém kouti a dokonce i vjidle uvolnény z polystyrenovych obald
[Vodiéka a spol., 2006].

Tato studie byla zaméfena na sledovani vlivu expozice styrenu na po$kozeni DNA
(genotoxicitu) se zvlastnim ohledem na individuélni citlivost zpisobenou pfitomnosti genetickych
polymorfismi v enzymech metabolizujicich styren. Studie byla provedena na dobrovolnicich
vystavenych kazdodenni expozici styrenu v pracovnim prostiedi. Styren slouZi jako <&asto
sledovana modelova latka ve studiu genotoxicity a uloh v individualni vnimavosti [Haufroid a
spol., 2002].

2.2.1.1. Metabolizmus styrenu

Styren se velmi dobfe vstiebava plicemi a kiZi a rozd€luje se po celém organizmu, zvlasteé
do tukovych tkani. Mala ¢ast styrenu je riznymi cestami vylou¢ena bez pfemény, vét§ina inhalaci
vstfebaného styrenu je z organizmu po pfedchozi biodegradaci vylouc¢ena moéi. Z tukové tkané se
styren vylucuje nejpomaleji polo¢asem 2-4 dny [K6hlerova, 2003].

Hlavni metabolickd cesta detoxikace styrenu v lidském organizmu probihd pres
intermediaty styren-7,8-oxid (SO), fenylethylen glykol (PEG) aZ na terminalni produkty, jakymi
jsou kyselina mandlova (MA) a kyselina fenylglyoxylova (PGA) [Sumner a Fennell, 1994].

Prvni  zminény intermediat SO je povazovan za  hlavniho  plvodce
genotoxického/karcinogenniho pisobeni styrenu. Vznika oxidaci styrenu zprostfedkovanou
NAD(P)H dependentnimi monooxygenazami se smisenou funkei tzv. cytochromy P450 (CYP) a to
predev§im izoformami CYP2E1, CYP2C8, CYP2B6 , CYP2F1 a CYP3A4 [Nakajima a spol.,
1994]. SO je dale epoxidhydroldzou 1 (EPHX1) hydrolyticky $t€pen na méné reaktivni PEG.
EPHX1 predstavuje hlavni detoxikaéni enzym styrenu, jehoZz aktivita je dilezitym faktorem
ovlivityjicim riziko genotoxického plsobeni styrenu. Enzym snizkou aktivitou nemusi stalit
odstrariovat vSechen vznikly reaktivni styren oxid a jeho naslednd akumulace v organizmu

predstavuje riziko poskozeni biologickych makromolekul [Oesch, 1973].
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Poslednim krokem hlavni detoxikadni cesty styrenu je pfeména PEG alkohol- a aldehyd-
dehydrogenazami na jiZ zminéné terminalni produkty MA a PGA. Tyto dvé kyseliny tvofi u
Clovéka vice nez 90% z celkového mnozstvi metabolitd styrenu. PEG se miZe také vazat na
kyselinu glukuronovou za vzniku glukuronidu a MA se v pfitomnosti ATP miiZze konjugovat
s glycinem za vzniku kyseliny hippurové [Johanson a spol., 2000].

SO je kromé vySe zminénych majoritnich metabolitdi odbouravan také konjugaci
s glutathionem na kone¢ny produkt fenylhydroxyethyl merkapturovou kyselinu (PHEMA). Tato

reakce katalyzovand glutathion-S-transferdzami pfedstavuje minoritni cestu detoxikace styrenu,
mozna predstavuje pro extrahepatalni tkané s nizkou aktivitou EPHX]1, napf. pro plice, které jsou

hlavni branou vstupu styrenu do organizmu. V malém mnozstvi je SO také pfeméiovan na 1- a 2-

fenylethanol [Vodicka a spol., 2001].

o~ —=— g

Styrea o
Styren 34 oxid
CYP
EPHX1 l

o o

EPHX1 * m\. 4-vinylfenol

GSH koujugity
‘ uer
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‘ Ghiuronid
Fenylethylen glykol Fenyhydrexyethyl Salrt
merkaptarovi kyselina

' ADH
ALDH
o O
—
Mandlova Fonylgyoxylova
kyselina kyselina

Obrazek 2: Schéma metabolickych cest styrenu

Vysvétlivky: ADH = alkoholdehydrogenaza; ALDH = aldehyddehydrogenidza; CYP = cytochrom P450;
EPHXI1 = epoxidhydrolaza 1; GST = glutathion-S-transferaza; SULF = sulfotransferaza; UGT = UDP:
glukuronosyltransferaza, (Pfevzato a upraveno z [Vodic¢ka a spol., 2006; Manini a spol., 2003])
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Kromé majoritniho intermedidtu styren-7,8-oxidu (SO) vznikd oxidaci styrenu
v minimalnim mnoZstvi také styren-3,4-oxid, jehoz metabolity pfedstavuji piiblizné¢ 0,5-1%
z celkového mnoZstvi styrenovych metabolitd. Styren-3,4-oxid je metabolizovan na 4-vinylfenol
(VP) a konjugovan za vzniku glukuronidu (VP-G) nebo sulfatu (VP-S) [Watabe a spol., 1982].
Jakou mirou pfipadné pfispivd styren-3,4-oxid k celkové genotoxicit€ styrenu neni objasnéno
[Manini a spol., 2003]. Schéma metabolickych pfemén styrenu je uvedeno na obrazku 2. MnozZstvi
4-VP a jeho konjugath stejné jako MA, PGA, PHEMA v moéi se vyuZivaji jako markery vnitfni

expozice styrenu a jako ukazatel individudlni metabolické kapacity.

2.2.1.2.  Genotoxické piisobeni styrenu

Predpokladané genotoxicita styrenu spociva pfedev$im v jeho metabolické aktivaci na SO.
Molekuldrni mechanizmy genotoxického plsobeni a tlohy styrenu v karcinogenezi nejsou
v soudasnosti plné€ objasnény [Vodi¢ka a spol., 2006].

K nalezeni téchto zékonitosti je vyuzivano sledovani specifickych DNA aduktl a v naSem
ptipadé€ jimi vyvolané zmény (genotoxické biomarkery). Pokud nejsou poSkozena mista spravné
opravena, mohou b&hem replikace vést k inzerci nespravné baze a poskytnout tak mutovany
templat pro transkripci a translaci vedouci k syntéze aberantniho proteinu. Pokud k témto zménam
dojde v onkogenu, tumor supresorovém genu ¢&i v genu kontrolujicim bunéény cyklus, mize dojit

ke vzniku iniciované nadorové buriky [Masopust a Prii$a, 2003].

DNA adukty styrenu

DNA adukty reprezentuji prekurzory genetického poskozeni, které odrazi individudlni
expozici, metabolickou a reparaéni kapacitu organizmu. SO se kovalentné vaze na nukleofilni
mista DNA prostfednictvim o (na exocykliké amino skupiny bazi) nebo B-uhliku (na dusik
aromatickych kruhd purini a pyrimidini). Hlavnim cilem alkylace SO je guanin v pozici N7,
nasleduje pozice N2 a 06. Pozice N7 je atakovana pfevazné B-uhlikem, ostatni pozice predev§im
uhlikem o Adenin je nejéastéji alkylovan v pozici N3, N1 a N6. Atak cytosinu je nejéastéjsi
vpozici N3, N4, O2 a thymin je alkylovan minimalné, a to v pozici N3, O4. Adukty SO byly
nalezeny i na fosfatu [Koskinen a spol., 2000; Vodicka a spol., 2002].

Nékteré adukty jsou opraveny ptimo O°-alkyltransferdzou, jiné excizni reparaci. Pokud
nejsou opraveny véas, mohou zpusobovat SSB, mutace, chyby v parovani bazi a CA, které vedou k

zastaveni replikace, bun&&né smrti, nebo naopak k zhoubnému bujeni [Vodicka a spol., 2002].

Sledované biomarkery genotoxického ucinku

U sledované populace bylo méfeno mnozstvi jednofetézcovych zlomt (SSB), které lze
povaZovat za promutagenni 1éze vznikajici v mistech navazani aduktl, abazickych mistech i jako

intermedidt bunééné reparace. Kromé celkového poétu SSB bylo sledovano také mnoZstvi SSB
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vyvolanych pouze endonukledzou III (SSBeno), kterd rozeznidvad a Sté€pi abazickd mista a
oxopyrimidiny. Jako hlavni genotoxické markery byly sledovany frekvence CA s ohledem na
chromosomovy CSA a chromatidovy CTA typ a dvoujaderné buriky s mikrojadry (BN+MN).
Zavéry studii zabyvajicich se vztahy mezi expozici styrenem a vyskytem DNA poskozeni
jsou nejednozna¢né. VétSina in vivo a in vitro studii se shoduje na schopnosti styrenu tvofit adukty
a SSB. Ale zavéry studii zabyvajicich se zavislosti expozice styrenu na genotoxickém poSkozeni

jsou velice sporné [Henderson a Speit, 2005].

Repara&ni kapacita

K celkovému pohledu na problematiku genotoxického dopadu expozice styrenu na
organizmus nesmi chybét schopnost opravy vzniklych poSkozenim DNA. V ramci této prace byla
sledovana repara¢ni kapacita dvojiho typu. Za prvé se jednalo o reparaéni kapacitu, pfedstavujici
mnoZstvi opravenych SSB (pravdépodobné vystiiZzenim bazi) vyvolanych y-zéfenim (RCGy) 40
minut po ozafeni [Vodicka a spol., 2003]. V druhém pfipadé bylo sledovano mnoZstvi opravenych
SSB po vyvolani oxida¢niho poskozeni 8-oxoguaninovych addukti (RCOHG) v jadrech Hela
bun€k, ktera byla v pfitomnosti fotosenzitizéru vystavena expozici fluorescenéni lampy a
inkubovana s bunéénym extraktem monojadernych lymfocyti. MnoZstvi opravenych fetézovych
zlomi bylo tedy ukazatelem repara¢ni kapacity enzymovych systémid. Stanoveni repara¢nich
kapacit bylo provedeno na perifernich krevnich lymfocytech [Collins a spol., 2001].

Metody stanoveni genetického po$kozeni
Genetickd poSkozeni SSB, SSB.y, a reparaéni kapacita RCOHG, RCGy byla detekovana

pomoci jednobunééné gelové elektroforézy, kterd umoziuje vyhodnoceni posSkozeni a opravy na
urovni jediné buiiky. DNA z lyzovanych bunék je zakotvena v agarézovém mikrogelu a migruje
v elektrickém poli. PoSkozena DNA, ktera je elektroforetickym pufrem denaturovana, se rozvine a
putuje rychleji nez intaktni DNA. Rychlost migrace DNA v elektrickém poli zavisi na po¢tu zlomi
a velikosti molekuly DNA. Protoze migrujici DNA pfipominad pod fluorescen¢nim mikroskopem
ocas komety byla tato metoda pojmenovana ,comet assay“. Analyzou obrazki lze ziskat
kvantitativni zhodnoceni rozsahu po$kozeni (délka a intenzita ocasu komety) [Collins a spol.,
2008].

Jednou z metod, kterymi se hodnoti CA, je metoda barveni Giemsovym barvivem. Pfi této
metodé jsou chromosomy pozorované v metafazi stejnomérné fialové obarveny. Toto barveni
neumozni rozliSeni vSech jednotlivych chromosomi. Detekovany jsou proto jen nékteré
strukturdlni aberace, napf. chromatidové vymény a fragmenty chromosomt. Barveni poskytuje
informace o mistech, kde dochdzi pfednostné ke zlomim. CA se hodnoti v perifernich

lymfocytech, které byly kultivovany po dobu 48 hodin. Sledovani probihd v prvnich indukovanych
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mitézach, jelikoz pozdéjsi hodnoceni by bylo ovlivnéno selekci poskozenych buné€k (rychlost
bunééného obratu) a uplatnénim reparaénich systémi [Komarek a spol., 2003].

Fluorescence in situ hybridizaci (FISH) je rychld metoda pro rozpoznani CA, vyuZivajici
specialniho selektivniho barveni, které umozni pod fluorescenénim mikroskopem rozlisit jednotlivé
pary chromosomtl. FISH umoziuje detekovat stabilni strukturni aberace, které nezpusobuji ztratu
chromosomového materidlu (napf. translokace) a jsou &asto odrazem dlouhodobé expozice
genotoxickym latkam [Komaérek a spol., 2003].

Mikrojadra (MN) se detekuji v lymfocytech, které pro§ly pouze jednim bunéénym délenim,
na jehoZ konci je inhibovano cytochalasinem b. Lymfocyty jsou pak velké, dvoujaderné (BN) a
pocet MN se v nich hodnoti jako frekvence na 1000 bunék [Migliore a spol., 1999].

Riziko genotoxického plisobeni styrenu je pravdépodobné zavislé na celé fadé faktori jako
napf. rozsahu, délce expozice, individudlni vnimavosti (geneticky polymorfismus) a kapacité

reparaénich systémi [Vodicka a spol., 2001, 2004; Vodi¢ka a spol., 2006; Naccarati a spol., 2006].

Expozice

Genotoxické plisobeni styrenu je ¢asto studovano na zaméstnancich v primyslu, v naSem
ptipadé na zaméstnancich laminarny, nebot jsou vystaveni vysokym davkim styrenu. V Ceské
republice plati pfipustny expoziéni limit PEL jako nejvy$si pfipustna koncentrace NPK-P pro
styren v ovzdusi pracovist’ dle natizeni vlady &. 178/2001 Sb. 100 400 mg/m’.

In vitro pokusy stanovily genotoxicky préah SO 50 puM, pod touto hranici nebyla

genotoxicita jiZ pozorovatelna. In vivo tato hranice stanovena nebyla [Vodi¢ka a spol., 2006].
Individudlni vnimavost

Individudlni wvnimavost vpodobé pfitomnosti genetickych polymorfismd enzymi
metabolické aktivace ¢&i sniZeni detoxikaéni kapacity viéi styrenu. K predikci rizika je zapotiebi
ur€it rizikové genotypy a jejich kombinace ve vztahu k biomarkerim expozice a genotoxického
ucinku. Toto bylo a je cilem celé fady studii, jejichz zavéry nejsou jednoznaéné. Diskutované
vztahy mezi polymorfismy a genotoxickymi markery styrenu v literatufe jsou uvedeny v ramci
kazdého studovaného enzymu v kapitole 2.3.

Kromé polymorfismt nelze jako dalsi faktory individudlni vnimavosti opomenout dalsi
faktory, jakymi jsou napt. faktory Zivotniho stylu, které by mohly v mnohych pfipadech samy o
sobé ovliviiovat aktivitu enzymi ¢i v kombinaci s polymorfismy danou zménu umoctiovat. Mezi
faktory, které byly soucésti analyzy, patfil vé€k, pohlavi, koufeni a délka pracovniho poméru. Role
téchto faktorl v genotoxicité styrenu jsou vSak zatim velmi diskutabilni [Vodicka a spol., 2002].
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Riziko ke genotoxickému poskozeni styrenem by mohlo byt ovlivnéno také piitomnosti

polymorfismi v genech repara¢nich enzymt, které vak nebyly pfedmétem studia této prace.

Hemoglobinové adukty

Styren oxid kromé aduktt DNA miZe alkylovat i nukleofilni mista aminokyselin.
Sledovani proteinovych aduktl pfedstavuje stabilni ukazatele vnitini expozice urcité latky, nebot’
ve srovnani s DNA adukty nejsou enzymaticky odstrafiovany.

Ptikladem je sledovani mnozZstvi N - terminalnich valinovych SO aduktii hemoglobinu
(Hb,g), které tedy slouzi nejen jako marker vnitini expozice styrenu, ale i jako indikator schopnosti
SO atakovat nukleofilni mista. Adukty jsou stanovovany pomoci plynové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie. Vyznamné korelace mnozstvi Hb, styrenu u exponovanych
zaméstnancl byla nalezena v fad¢€ studii [Teixeira a spol., 2007 a 2008].

Metabolicka aktivace styrenu tedy milZze pfedstavovat cytotoxické poskozeni biologickych
molekul vedouci k bunécné smrti (apoptdze) nebo k mutacim az po iniciaci karcinogeneze (obrazek
3).

STYREN

METABOLICKA AKTIVACE
NEBO DEAKTIVACE

E STYREN OXID
=5 g N\ RO ,
TR oot
O ADUKTY
‘ % T cyrotoxterta®”
Ay U APOPTOZA
= E : DNA /'
?_-, & =1 > OPRAVY
E 3 v g S DNA SSB
-l
o)
2 2 MUTAGENEZE

("X DAL§IFAKTORY

KARCINOGENEZE

Obrazek 3: Schéma mechanizmu cytotoxického a genotoxického pilisobeni styrenu

(Prevzato a upraveno dle [Vodicka a spol., 2002])
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2.3. POLYMORFISMUS BIOTRANSFORMACNICH ENZYMU

Biotransformaéni enzymy zaji§tuji v prokaryotickych i eukaryotickych organizmech
metabolizmus jak latek endogennich (napf. steroidni hormony, vitaminy, oxid dusnaty, Zlu€ové
kyseliny), tak pfedev§im latek exogennich tzv. xenobiotik (napf. léky, polutanty Zivotniho
prostfedi). Jedna se pfevazné o latky hydrofobni, které jsou témito enzymy pfeménény na latky
polanéjsi, 1épe odstranitelné z organizmu. Pro xenobiotika pfedstavuji biotransformaéni enzymy
predev8im detoxikaci, kterd zabrafiuje asto velmi nebezpeénym latkdm v jejich akumulaci a
poskozeni biologickych molekul. U zZivogichli probihaji biotransforma¢ni reakce ve dvou fazich:
derivatizaéni (I. faze) a konjugaéni (II. faze) [Daly a spol., 1993]. V 1. fazi biotransformace jsou do
molekul substratli vneseny poldmi skupiny, které jsou nasledné enzymy II. fdze vyuZity pro
konjugaci s endogennimi latkami (napf. s glutathionem, sulfitem, kyselinou glukuronovou,
glukosou, cysteinem). Vznikaji polarnésich produkty, které jsou snadnéji vyluc¢ovany [Vineis a
spol., 1999].

Kromé prospé$nych detoxikaénich reakci se navic biotransformaéni enzymy G¢astni pfimo
také aktivace ,pro-karcinogeni“ na ultimativni mutageny a karcinogeny, které reaguji
s biologickymi makromolekulami (DNA, RNA, proteiny, lipidy) a poskozuji je [Stiborova a spol.,
1999].

Vétdina genl biotransformacénich enzymi je v populaci polymorfni a u n€kterych existuji
inaktivujici alely [Vineis a spol., 1999]. Polymorfismus je definovan jako pfitomnost urcité dédi¢né
varianty genu u minimaln€ 1% populace. Polymorfismy se vyznauji populaénimi rozdily ve
frekvenci. Vyskytuji se v koddujicich (exony) i v nekddujicih (introny) oblastech genomu.
Pritomnost polymorfismu v exonech muizZe zpisobit zmény v aminokyselinovych sekvencich
proteinovych molekul a nésledn€é ovlivnit jejich postranslaéni modifikace a sbalovéni.
Polymorfismy v intronech mohou mit napiiklad vliv na sestfih RNA a pozménit tak regulaci
exprese ptislusného genu. Polymorfismus miZe tedy ve své podstaté ovliviiovat aktivitu, afinitu &i
inducibilitu (zvySeni exprese enzymu opakovanym podanim xenobiotika) enzymu. Rozdily
vexpresi a v odpovédi biotransformacnich enzymil na pfitomnost substratu v butice ovliviiuji
metabolické schopnosti jedince, coZ se mize naptiklad projevit individudlné odliSnymi poméry
mezi detoxikaci a aktivaci potencialnich karcinogenti. Napiiklad pokud je enzym L. fize aktivné;si
(vznik vétSiho mnoZstvi reaktivnich intermediat) neZ enzym II. fiaze (pomalé odstrafiovani
reaktivnich intermediatd), dochazi k akumulaci reaktivnich sloucenin, kterd pfispiva k poskozeni
biologickych makromolekul [Wormhoudt a spol., 1999].

Diplomova prace byla zaméfena na sledovani jednonukleotidovych polymorfismt (SNP) a
dele¢nich polymorfismi u nasledujicich biotransformaénich enzymi a antioxidanich enzymu

ovliviiujicich rovnovahu mezi oxidanty a antioxidanty v organizmu (oxida¢ni stres).
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2.3.1. Epoxidhydrolaza 1l

Mikrozomalni epoxidhydroldza 1 (EC 3.3.2.3) (EPHX1/mEH) patfi mezi enzymy 1. faze
biotransformace navazujici na metabolizmus CYP [Daly a spol., 1993]. Mezi substraity EPHX1
patfi rizné druhy potencidlné genotoxickych a karcinogennich aromatickych ¢&i alifatickych
epoxidi. Tyto latky jsou hydrolyzovany na méné toxické, ve vodé rozpustné trans-dihydrodioly,
které jsou po konjugaci s glutathionem ¢&i kyselinou glukuronovou vyloudeny z organizmu [Oesch,
1973]. EPHXI1 se vedle detoxikace ucastni také aktivace né€kterych prokarcinogenid [Zhou a spol.,
2001]. Dobte popsanym piikladem je pfeména benzo(a)pyrenu na vysoce mutagenni 7,8-diol-9,10-
epoxid [Sims a spol., 1974]. Nejvyssi exprese EPHXI byla nalezena v jatrech, méné v plicich a
lymfocytech [Omiecinski a spol., 1994].

EPHXI je dlouhy 20,3 kbp, obsahuje devét exonli a nachazi se na chromosomu 1q42.1.
mRNA o délce 1,8 kbp koduje protein o 456 aminokyselinach. V genu byla nalezena cela fada
polymorfnich mist. Nej¢astéji studované polymorfismy se nachazi vexonu 3, kde dochézi
k zaméné thyminu za cytozin, projevujici se zaménou tyrozinu za histidin (Tyr113His) a v exonu
4, kde byla zji$téna zaména adeninu za guanin uréujici zménu histidinu za arginin (His139Arg)
(tabulka 1) [Hasset a spol., 1994b]. Mezi t€mito polymorfismy byla zjisténa funkéni zavislost, oba
maji vliv na enzymovou aktivitu. Pfitomnost polymorfismu v exonu 3 snizuje aktivitu enzymu na
60% puvodni, naopak polymorfismus v exonu 4 ji zvy$uje o 25%. Pfedpokladana celkova aktivita
enzymu se ziskd kombinaci vyskytu polymorfismi v obou exonech [Benhamou a spol., 1998], jak
je shrnuto v tabulce 8 str. 45.

Tabulka 1: Charakteristika sledovanych polymorfismi EPHX]

25 i oD Lo e e e il i D i S D et e D i e
EPHX1 tranzice . ; O i
exon 3 51051740 13 | 337 T-C | 113 Tyr—His 60% aktivita Hasset a spol,
EPHX1 tranzice . . iy 1994ab
exon 4 12992566 14 | 415A—>G | 139 His—Arg 125% aktivita

Zastoupeni variantni alely (His) EPHXI v exonu 3 v populacich

bélosi: 31-33% [Spurdle a spol., 2007;To-Figueras a spol., 2002]
¢ernosi: 17-20 % [Masimirembwa a spol., 1998]
Asiaté (Cifiané): 54 % [Hasset a spol, 1994b; McGlynn a spol, 1995]

Zastoupeni variantni alely (Arg) EPHXI v exonu 4 v populacich
bélosi: 19 % [To-Figueras a spol., 2002]

gernosi: -26-30 % [Masimirembwa a spol., 1998]
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Vztah polymorfismi EPHX] ke genotoxicité

Kwvili substratové specifité je aktivita EPHXI1, resp. jeji polymorfismy, vhodnym
pfedmétem studia sledovani vnimavosti jedince ke genotoxickému poskozeni chemickych latek.
V této studii byl modelovou latkou styren, pro ktery je EPHX1 hlavnim detoxikaénim enzymem
katalyzujicim hydrolyzu genotoxického styren oxidu. V fadé studii byla u exponovanych jedinct
s nizkou aktivitou EPHX1 nalezena vy$§i frekvence CA ve srovnani s jedinci s vysokou aktivitou
enzymu [Vodicka a spol., 2001; Musak a spol., 2008] a mnoZstvi hemoglobinovych aduktd
[Teixeira a spol., 2007].

Aktivita EPHX1 je nejcastéji studovana ve vztahu s polymorfismy v genech glutathion-S-
transferaz (GST), které vedle EPHX1 zajistuji také detoxikaci styren oxidu. Né&které zavéry
publikovanych studii jsou uvedeny dale v ramci kapitoly 2.3.2.

Vztah aktivity EPHX1 k nddorovym onemocné&nim

Polymorfismy v EPHXI uréujici aktivitu enzymu jsou nejéastéji diskutovany ve vztahu s
karcinomem plic, nebot’ tento enzym zajistuje metabolickou aktivaci karcinogent tabakového
koute. Zavérem studie z roku 2001 bylo, Ze koufeni je jeden z kli€ovych faktord ovliviiyjici vliv
polymorfimu EPHX1 k nadorovému onemocnéni plic. Vysoka aktivita enzymu byla uréena
rizikovym faktorem vzniku karcinomu plic u té€Zkych kufakd a protektivnim faktorem u nekufakid a
slabych kutékti [Zhou a spol., 2001].

2.3.2. Glutathion-S-transferazy

Gluthathion-S-transferazy (EC 2.5.1.18) (GST) tvofi velkou rodinu cytoplazmatickych
enzymi zajiStujicich detoxikaéni reakce II. fiaze biotransformace. GST katalyzuji konjugaci
elekrofilnich molekul s gluthathionem (y-glutamylcysteinylglycin) za vzniku Kkyseliny
merkapturové, ktera je z organizmu vyluovana moéi [Daly a spol., 1993]. Mezi substraty GST
patii fada karcinogenti, terapeutik, toxint a produkt oxidaéniho stresu, které mohou byt konjugaci
s glutathionem nejen detoxikovany, ale v n€kterych piipadech i aktivovany [Wormhoudt a spol.,
1999].

GST jsou dimerni enzymy, jejichZ aktivni centrum kazdé podjednotky obsahuje vazebné
misto pro glutathion (G-misto) a vazebné misto pro elektrofilni substrat (H-misto) [Mannervik a
Danielson 1988].

Kromé€ studovanych cytoplazmatickych forem se GST vyskytuji také v mikrozomech.
Sav¢i cytoplazmatické GST jsou podle aminokyselinové sekvence rozdéleny do tfid: o (GSTA), u
(GSTM), = (GSTP), « (GSTK), w(GSTO), § (GSTT), 0 (GSTS) a ¢ (GSTZ) [Strange a spol.,
2001].
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V diplomové praci byl sledovan polymorfismus u tfech nejvice zastoupenych izoforem

GST, jejichZ stru¢na charakteristika je shrnuta v nasledujici tabulce 2.

Tabulka 2: Charakteristika sledovanych polymorfismti GST

GSTM1 delece null - - itafunkce | D09 2SPO
GSTT1 delece null - - ztréta funkce Pemb1lg 9a4spol.,
GSTP1 tranzice *1/2 313 105 niz8i aktivita, afinita | Ali-Osman a
exon b rs1695 A—G lle—Val k substratiim spol., 1997

2.3.2.1. Glutathion-S-transferaza M1

Gen glutathion-S-transferazy M1 (GSTM1) je dlouhy 5,9 kbp a nachézi se na chromosomu
1p13.3. Osm exont tvofi mRNA o velikosti 1,1 kbp, ktera koduje protein o 219 aminokyselinach
[Zhong a spol., 1992]. V soudasnosti je popsano pét genovych podrodin GSTM, které jsou na
chromosomu sefazeny v poradi: GSTM4 - GSTM2 - GSTMI1 - GSTMS - GSTM3. Vlivem
nerovnomémého ,,crossing-over* mezi dvéma repetitivnimi oblastmi dochazi k deleci o velikosti
15 kbp, ktera zahrnuje oblast GSTM! [Xu a spol., 1998].

GSTM1 byl prvnim, u kterého byl detekovan polymorfismus [Board a spol., 1981]. Jedinci,
kteti maji funkéni alesponi jednu alelu se oznacuji GSTM1-plus a ti, co maji obé& alely deletované,
jako GSTMI-null. Delece tohoto genu zplsobuje ztratu funkce enzymu a je v populacich velmi
Castd, v kavkazké populaci se vyskyt pohybuje kolem 50%. GSTMI je nejvice exprimovana
v jatrech [Hayes a Strange 2000; Carlsten a spol., 2008].

Zastoupeni delece GSTMI v populacich

bélosi: 42-61 % (median 50 %) [Carlsten a spol., 2008]
¢ernosi: 22-35% [Masimirembwa a spol., 1998; Chen a spol., 1996]
Asiaté: 36-66 % (median 51%) [Carlsten a spol., 2008]

2.3.2.2. Glutathion-S-transferaza T1

GSTT! se nachazi na chromosomu 22ql11.2 a je dlouhy 8,1 kbp. Translaci mRNA o
velikosti 1 kbp vznika protein o 241 amiokyselinach [Pemble a spol., 1994]. V genu byla nalezena
delece, ktera zplsobuje tvorbu proteinu snulovou aktivitou. GSTT!/ je nejvice exprimovana

v jatrech a v ledvinach [Hayes a Strange, 2000].
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GTTT1 je hlavnim detoxikaénim enzymem. Kromé detoxikace polutanti jakymi jsou
naptiklad mono- a di-halomethanu ¢i diepoxybutanu, ethylenoxidu, zaji$tuje GSTT1 také aktivacni
reakce prokarcinogend jako napf. methyl chloridu éi bifunénich alkylaénich &inidel [Hayes a
Pulford, 1995].

Podobné jako u GSTM 1, sledovany jedinec ma bud’ funkéni alespori jednu alelu a oznaéuje
se GSTTI-plus nebo ma ob¢ alely deletované a je oznaGovan GSTTI-null.

Zastoupeni delece GSTT! v populacich

bélosi: 10-24% [To-Figueras a spol., 2002; Sarmanova a spol., 2000]
¢ernosi: 20-26% [Masimirembwa a spol., 1998]
Asiaté: 49 % [Egan a spol., 2004]

2.3.2.3. Glutathion-S-transferaza P1

GSTP] je dlouhy 2,8 kbp a nachazi se na chromosomu 11q13 [Moscow, 1988]. Obsahuje
sedm exonti [Cowell a spol., 1988]. Translaci mRNA o velikosti 700 bp vznika protein tvofeny 211
aminokyselinami. GSTP1 je extrahepatdlni enzym s nejvy$§i expresi v mozkové tkani [Hayes a
Strange, 2000].

V exonu 5 byla nalezena varianta adeninu za guanin, kterd na proteinové Grovni zpusobuje
v kodonu 105 zaménu isoleucinu za valin (Ile105Val). Variantni redukuje enzymovou aktivitu a
afinitu k elektrofilnim substratim [Ali-Osman a spol., 1997].

Zastoupeni variantni alely (Val) GSTP! v populacich

bélosi: 31% [To-Figueras a spol., 2002]
plvodni austral$ti obyvatelé: 11% [Hartus a spol., 1998]
Asiaté: 18 % [Egan a spol., 2004]

Vztah polymorfismt GST ke genotoxicité
GSTM1, GSTP1, GSTT1 byly vedle EPHX1 dal$imi enzymy, jejichZ polymorfismy byly

vramci této prace sledovany ve vztahu ke genotoxickému poSkozeni styrenem. Zavé€ry studii

publikované na toto téma jsou Easto velmi rozporuplné.

GST zprosttedkovavd detoxikaci styren-7,8-oxidu (SO) prostfednictvim konjugace
s glutathionem za vzniku termindlniho produktu fenylhydroxyethyl merkapturové kyseliny
(PHEMA). Mnozstvi tohoto metabolitu bylo popsano v zavislosti na polymorfismu GSTMI1 a
GSTT1. U jedinct GSTMI-plus bylo pozorovano 5-6 x vy$§i mnozstvi PHEMA nez u jedincl
s deleci tohoto genu [De Palma a spol., 2001; Manini a spol., 2002].
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Delece GSTT! podle studie De Palma a spol. (2001) nemé vliv na mnoZstvi vyloucené
PHEMA, ale naopak dle Haufroid a spol., (2002) sniZzuje mnozstvi PHEMA hned 4x.

Delece GSTT! [SSB, Godderis a spol., 2004] nebo kombinace delece GSTMI s GSTTI
[Bernardini a spol., 2002] korelovala u zaméstnanci exponovanych styrenu také s vyS$§im
vyskytem byla SSB. V jiné studii bylo u nositeld delece GSTTI nalezeno také zvySené mnoZstvi
SSB, ale u jedinct s deleci GSTMI naopak mnozstvi SSB mensi [Buschini a spol., 2003]. Vyssi
vyskyt SSB byl také nalezen u jedincti s kombinaci nizké aktivity EPHX1 a delece GSTMI nebo s
deleci GSTT1. Stejné vyznamné zavislosti byly pozorovany také pro CA (nizké aktivita EPHX1 +
GSTMI-null a + GSTTI-null) [Naccarati a spol., 2006].

Ve studii Slyskova a spol. (2007) byla popsana i vyznamnd zavislost mezi genotypem

GSTM-plus a zvySenou repara¢ni kapacitou ve srovnani s jedinci s deleci tohoto genu.

Vztah polymorfismi GST k nddorovym onemocnénim

Genetické varianty GST jsou velmi ¢astym predmétem studia ve vztahu k nadorovym
onemocnénim, nebot detoxikaéni funkce téchto enzymi je nepostradatelna vcelé fadé
potencidlnich karcinogeni. Spurdle a spol. (2007) stanovili jako statisticky vyznamny rizikovy
faktor vzniku karcinomu prsu deleci GSTMI. Souhrnné analyza z roku 2003 dospéla k zavéru, Ze
rizikovym faktorem je pouze kombinace genotypt GSTMI-null a GSTTI-null pouze u Zen po
menopauze [Egan a spol., 2004]. Ve studii pfipadi a kontrol nddorového onemocnéni prsu Eeské
populace byla naopak za rizikovy faktor uréena kombinace genotypld GSTMI—null s alesponi jednou
variantni alelou GSTP]. Riziko s sebou pfina$ela i kombinace téchto genotypi s nizkou aktivitou
EPHX1 (+GSTMI-null) (+GSTP1*2) [Sarmanovi a spol., 2004]. Tato kombinace genotypt se vice
vyskytovala také u pacientli s nadorovym onemocnénim plic [Wang a spol., 2003], mocového
méchyfe [Toruner a spol., 2001] a prostaty [Nakazato a spol., 2003] ve srovnani s kontrolni
skupinou.

Dalsi studie ur¢ila rizikovou kombinaci genotypt vysoké aktivity EPHX1 s deleci GSTM1
pii vzniku nadorového onemocnéni hrtanu u bélochi [Park a spol., 2003].

Souhrnna analyza shrnujici vysledky z 98 studii zjistila, Ze drtivad vétSina studii povazuje
genotyp GSTM1-null za riziko nadorového onemocnéni plic u Asiatii. U kavkazské populace nebyl
tento vztah nalezen [Carlsten a spol., 2008].

2.3.3. Oxidacéni stres

Za fyziologickych podminek je vorganizmu ustdlena rovnovaha mezi reaktivnimi
kyslikovymi slouceninami (ROS - Reactive Oxygen Species) a antioxidanty. V piipad¢ vzniku
nadmémého mnozstvi ROS nebo nedostate¢nosti antioxida¢ni kapacity v8ak dochazi k poruSeni

této rovnovahy ve prospé€ch ROS a tento stav je nazyvan oxida¢nim stresem.
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Mezi ROS patti pfedev§im volné radikély, které hraji zdsadni roli v iniciaci oxidaéniho
stresu jako napt. superoxidovy anionradikal (O,"), hydroxylovy radikil (OH), ale také peroxid
vodiku (H,0,), kyselina chloma (HCIO), ozon (Os) &i singletovy kyslik ('O,). ROS vznikaji
v organizmu vét§inou jako produkt enzymovych reakei v celé fad€ metabolickych pochodti (napf.
dychaci fetézec, biotransformace v ER, metabolizmus purini, syntéza prostaglandint). Dal$im
neméné€ vyznamnym zdrojem volnych radikald je vnéjsi prostfedi (napf. ionizujici zéfeni, vyfukové
plyny, koufeni, exhalace z prumyslu) [Racek a Hole¢ek, 1999].

Oxidaéni stres pfedstavuje pro organizmus veliké riziko v podobé poskozeni lipidd (zména
fluidity a propustnosti membran), proteinii (zmény transportu iontl, zmény aktivity enzymd,
proteolyza) a nukleovych kyselin (mutace, translaéni chyby, inhibice proteosyntézy). Neni tedy
piekvapujici, Ze je spojovan s celou fadou neurodegenerativnich (Alzheimerova, Parkinsonova
choroba), endokrinnich (diabetes), gastrointestinalnich (akutni pankreatitida), vaskularnich
(aterosklerosa) a v neposledni fad& s nadorovymi onemocné&nimi [Stipek a spol., 2000].

Aerobni zplsob Zivota vedl k vytvofeni obrannych mechanismi proti poskozeni ROS a to
hned na tfech urovnich. Prvni spo¢iva v regulaci aktivity enzymu, které ROS tvofi. Druhou urovni
je zachyt a odstranéni jiZ vzniklych radikald antioxidanty enzymové (pf. superoxiddismutaza,
katalaza, glutathionperoxiddza) ¢i neenzymové povahy (pf. askorbat, o-tokoferol, S-karoten).
Poslednim zplisobem ochrany organizmu proti volnym radikalim je oprava poskozenych molekul
reparaénimi enzymy. SniZena repara¢ni schopnost spojenad s vy$8§im vyskytem ROS je obecné
pozorovana u lidi vy3siho véku [Stipek a spol., 2000].

SniZeni antioxidaéni ochrany miiZe byt zplsobeno sniZenim aktivity antioxida¢nich
enzymi a/nebo hladin neenzymovych antioxidantii a/nebo redukénich ekvivalentli, nutnych pro
enzymové reakce. Soucasné epidemiologické studie se snazi u skupin pfipadt uréitého onemocnéni
zjistit pfimou zavislost genetickych variant antioxidaénich enzymd na oxida¢nim stresu a riziku
vyskytu onemocnéni [Forsberg a spol., 2001].

V ramci diplomové prace byly sledovany superoxiddismutazy (SOD) (E.C. 1.15.1.1),
nejprve identifikovany jako méd’ obsahujici proteiny izolované z erytrocyth tzv. hemocuprein,
erythrocuprein. Poté byl roku 1969 McCordem a Fridovichem enzym nazvin SOD a
charakterizovan jako enzym hrajici zasadni roli v ochrané aerobnich organizmt proti oxidaénimu
poskozeni. SOD katalyzuje dismutaci dvou molekul superoxidovych anionradikil za vzniku
peroxidu vodiku a molekuly kysliku dle reakce (1). 0,"+0,”"+2H - 0, + H,0, 1)

Tato reakce probihd velmi rychle i spontanné pfi pH=7, SOD ji je$té o étyfi fady urychluje
a tim zajist'uje lepsi ochranu proti radikalim [McCord a Fridovich, 1969].

O, je nejcastéji se vyskytujici radikdl v organizmu. Vznikd jednoelektronovou redukei
molekuly kysliku naptiklad jako produkt NADPH-oxiddzy ve fagocytech, xanthinoxidasy

v hepatocytech. V men§i mife organizmy vyuZzivaji produkce O,” ve svij prospéch, jak je tomu
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v pfipadé¢ NADPH-oxiddzy, ktera ho vyuziva kzabijeni fagocytovanych bakterii a jinych
organizmi. O,” je sdm o sob& malo reaktivni a jeho nebezpeci spoc¢iva predevsim v tom, Ze z n¢ho
mohou vznikat jiné mnohem $kodlivéj§i ROS jako vy$e zminény H,O,, HCIO ¢&i velmi silné
oxidac¢ni ¢inidlo OH' [Racek a Holeéek, 1999].

U prokaryot i eukaryot bylo popsano n€kolik druhéi SOD liSicich se bun&¢nou lokalizaci,
primarni strukturou a typem pfechodného kovu ve své struktufe. Z chemického hlediska patti SOD
mezi metaloproteiny, které lze dle pfitomnosti atomu kovu v jejich aktivnim misté oznacit
CuZnSOD, MnSOD, FeSOD a NiSOD [web.vscht.cz/spiwokv/enzymologie/SOD].

Do sou&asnosti byly identifikovany tfi lidské formy SOD. Prvni je Cu**Zn?**SOD (SOD1),
vyskytujici se jako homodimer v cytoplazmé prakticky vSech Zivofinych buné€k, ve vySSim
mnozstvi piedevsim v erytrocytech, jatrech, mozku a erytrocytech. Tato studie se zabyvala SOD v
mitochondriich Mn?*SOD a v extracelularnim prostoru Cu®*Zn**SOD [Racek, 2003].

2.3.3.1.  Superoxiddismutaza 2

Gen superoxiddismutazy 2 (SOD2/MnSOD) je lokalizovany na chromosomu 6q25.3. SOD2
kéduje mitochondridlni enzym, ktery predstavuje prvni linii ochrany buiiky pfed oxida¢nim
poSkozenim. Aktivni forma enzymu je lokalizovana v matrix mitochodrii jako homotetramerni
protein s atomem manganu v kazdé podjednotce. U savci je SOD2 nejvice exprimovana v srdci,
mozku, jatrech a ledvinach [Church a spol., 1992]

Zkoumany polymorfismus byl zmapovan v kodonu 16 exonu 2 a spoéiva v tranzici C= T a
v zaméné alaninu za valin (Alal6Val). Tato varianta se vyskytuje v oblasti kodujici signalni
sekvenci proteinu zajitujici cileny transport enzymu do mitochondrii. P¥itomnost polymorfismu
v tomto genu miZe pravdépodobné vést k éasteénému ¢i absolutnimu nedostatku tohoto enzymu
spojenému s vystavenim bufiky oxidaénimu stresu [Rosenblum a spol., 1996]. Charakteristika

polymorfismu SOD2 je shmuta v tabulce 3 str. 30.

Zastoupeni variantni alely (Val) SOD2 v populacich

bélosi: 39-59 % [Landeghem a spol., 1999; Wheatley-Price a spol., 2008; Wang a
spol., 2001; Hung a spol., 2004]

éernosi: 64,6% [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/]

Asiaté: 69,7 % [Landeghem a spol., 1999]

-28-



Vztah polymorfismu SOD2 k nddorovym onemocnénim:

Genotypy SOD2 nesouci alespoti jednu variantni alelu (Ala/Val,Val/Val) byly ve studiich
ptipadti a kontrol uréeny jako rizikovy faktor vzniku karcinomu prsu [Bergman a spol., 2005] a plic
[Wang a spol., 2001]. Nositelé variantniho genotypu Val/Val byli také vyznamné vice zastoupeni
mezi pacienty s karcinomem mocového méchyfe u kufédki [Hung a spol., 2004] a s karcinomem
pankreatu ve srovnani se zdravou populaci [Wheatley-Price a spol., 2008]. Naopak v jinych
studiich byl rizikovym faktorem karcinomu prsu [Mitrunen a spol., 2001], prostaty [Woodson a
spol., 2003; Kang a spol., 2007] uréen genotyp nesouci Ala alelu.

Pokusy na liniich nadorovych pankreatickych bun€k demonstruji vyznamnou zavislost
rychlosti proliferace na mnozstvi SOD2 proteinu. V nadorovych buiitkach byla ve srovnani se
zdravymi pozorovana snizena aktivita MnSOD korelyjici s rychlym riistem (double time) bunék.
Vynucena exprese MnSOD naopak vedla ke sniZeni rychlosti ristu nadorovych bunék [Cullen a
spol., 2003; Weydert, a spol., 2003].

2.3.3.2.  Superoxiddismutaza 3

Lidskéa superoxiddismutaza 3 (SOD3/EC-SOD) je tetramerni glykoprotein s atomem médi
a zinku vkazdé podjednotce. Jednd se o antioxidadni enzym zodpovédny za odstranéni O,”
v extracelularnim prostoru. Protein je lokalizovany na bunééném povrchu a v extracelularnim
matrix. Na bunéény povrch je SOD3 zakotvena pfes heparin sulfét proteoglykanid prostfednictvim
svého C-terminalniho konce, ktery je v piipadé exkrece do extracelulamiho matrix odstépen
[Karlsson a Marklund, 1987]. U Zivod&ichd se enzym vyskytuje v 90-99% ptipadi v intersticidlnim
prostoru tkani a také v extracelularni tekutin€ pfedevs$im v plazmé, lymf€ a synovialni tekuting.
Nejvyssi uroven exprese tohoto enzymu byla zji§téna v srdci, placenté, pankreatu a plicich [Folz a
Crapo, 1994].

SOD3 se nachazi se na chromosomu 4pl15.3-p15.1 a obsahuje tfi exony a dva introny.
Sledovany polymorfismus pfedstavuje substituci C- G a na proteinové Grovni zaménu argininu za
glycin v kodonu 231 (Arg231Gly). Tento polymorfismus se nachdzi v C-terminélni ¢asti proteinu
zodpovédné za afinitu proteinu k heparinu a zvy$eni mnoZstvi proteinu v plazmé€. Na proteinové
urovni tento polymorfismus zpisobuje zaménu argininu za glycin (tabulka 3, str. 30) [Sandstrom a
spol., 1994; Folz a Crapo, 1994]. Pfesny biologicky vyznam tohoto polymorfismu, ktery se

vyskytuje s velmi nizkou ¢etnosti, neni je$té znam.

Zastoupeni variantni alely (Gly) SOD3 v populacich

bélosi: 0-0,033 % [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/]
Hispanci: 0,048 % [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/]
¢ernosi: 0% [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/]
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Vztah polymorfismu SOD3 k nddorovym onemocnénim

Zévislost mezi polymorfismem Arg231Gly a nadorovym onemocnénim nebyla zatim
prokazana. Jedind publikovand prace zabyvajici se touto problematikou se tykala nadorového

onemocnéni prostaty [Kang a spol., 2007].

Tabulka 3: Charakteristika sledovaného polymorfismu v SOD2 a SOD3

A ] adhuetranport I '
SOD2 tranzice : Rosenblum a
47C-T 16 Ala—Val proteinu do
exon 2 rs4880 mitochondrii spol., 1996
SOD3 transverze Snizeni afinity proteinu | Sandstrom a
exon 3 rs1799895 637C—G | 231 Aig—Gly | >\ e spol., 1994

2.3.3.3. NRH: chinonoxidoreduktaza 2

NHR: chinonoxidoreduktaza (EC 1.10.99.2) (NQO2) je stejné jako NAD(P)H:
chinonoxidoreduktdza 1 (NQO1) cytoplazmaticky flavinovy protein, ktery vSak jako donor
elektronti vyuziva radé€ji N-ribosyl dihydronikotinamid (NRH), ktery je degrada¢nim produktem
NAD(P)H uvnitf buriky [Liao a Williams-Ashman, 1961].

Mechanizmus funkce NQO2 jest¢ neni zcela odhalen, ale vzhledem k vysoké
aminokyselinové homologii s NQO1 (49%) a vysoké shodé v katalytické doméné by se dalo
ofekavat, Ze NQO2 bude stejné jako NQOI1 zprostfedkovavat detoxikaéni reakce chinond a
chinoidnich slou€enin a hrat uréitou roli v oxidaénim stresu. V literatufe 1ze viak nalézt pouze fadu
riznych hypotéz, ale skuteénd funkce této reduktazy je dosud neobjasnéna [Vella a spol., 2005].

NQO?2 se vyskytuje ve formé homodimeru s jednou molekulou FAD. Proteinova molekula
je na C konci o 43 aminokyselin krat$i nez NQO1 [Long a Jaiswal, 2000]. Mezi inhibitory NQO2
patii flavony jako quercetin a benzo(a)pyren, které naopak nejsou inhibitory NQO1 a je rezistentni
vii€i typickym inhibitorim NQO1 jako je naptiklad dikumarol [Vella a spol., 2005].

Nejvyssi exprese lidského NQO?2 byla nalezena v kosternich svalech, ledvinach, jatrech a v
srdei, v malém mnozstvi také v mozku, pankreatu a v erytrocytech [Long a Jaiswal, 2000; Graves a
spol., 2002].

NQO?2 je lokalizovan na chromosomu 6p25 obsahuje sedm exonl a je dlouhy 20 kbp.
Lidsky lokus NQO?2 je vysoce polymorfni. V této praci byl sledovin polymorfismus v exonu 3,
jedna se o substituci thyminu za cytosin v kodonu 47, ktera na proteinové urovni zplisobuje zdménu
fenylalaninu za leucin (Phe47Leu) a sniZeni aktivity enzymu (tabulka 4, str. 31) [Jaiswal a spol.,
1999; Jamieson a spol., 2007].
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Zastoupeni variantni alely (Leu) NOO2 v populacich

bélosi: 25% [Hubacékova; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/]
Asiaté: 2641 % [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/]
¢ernosi: 0% [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/]

Vztah polymorfismu NOO2 k nddorovym onemocnénim

V kohortové studii karcinom@i ovarii a mocového méchyfe byla nalezena korelace
variantniho genotypu se sniZenou aktivitou NQO2 ve srovnani s divokymi homozygoty [Jamieson
a spol., 2007]. V roce 2004 Iskander a spol. provedli pokus na NQO2 deficientnich mysich, pomoci
kterého prokazali ulohu NQO2 jako protektivni faktoru v chemické karcinogenezi. U NQO2
deficientnich mys$i byla po expozici polycyklickymi aromatickymi uhlovodiky v porovnéni

s normalnimi homozygoty pozorovana indukce karcinogeneze kize [Iskander a spol., 2004].

Tabulka 4: Charakteristika sledovaného polymorfismu v NOQO2

NQO2 tranzice 14055 47 snizena aktivita Jamieson a spol.,
exon 3 rs1143684 T—-C Phe—Leu variantni alely 2007

Kromé genotypovani SOD2, SOD3 a NQO2 provedeného v ramci této prace byl vzhledem
k jeho tuloze voxidaénim stresu a podobnosti s NQO2 zahmut do statistické analyzy i
polymorfismus NQOI.

NQO1 (EC 1.6.99.2) patii mezi enzymy I féze biotransformace a antioxidanty
zprostfedkovavajici dvouelektronovou redukei chinond za vzniku relativné stabilnich
hydrochinoni, které jsou vétSinou konjugovany s glutathionem ¢&i kyselinou glukuronovou a
vylouéeny z organizmu. Jednoelektronovou oxidaci hydrochinont, ¢&i jednoelektronovou redukci
chinon mohou v3ak vznikat cytotoxické semichinonové radikaly, které jsou schopné alkylovat
nukleofilni mista DNA ¢i v pfitomnosti molekulového kysliku indukovat vznik ROS.

Sledovany polymorfismus spo¢iva v substituci cytidinu za thymin, ktera se na proteinové
urovni projevuje zdménou prolinu za serin v kodonu 187 (Pro187Ser). Variantni homozygotni
jedinci *2/*2 maji enzymovou aktivitu prakticky nulovou a heterozygoti *1/*2 zhruba na urovni
30% (tabulka 5) [Traver a spol., 1997]. Uplna ztrita aktivity enzymu je pravdépodobné zptisobena
zvySenou degradaci mutovaného proteinu ubikvitin/ proteazomovym systémem [Siegel a spol.,
2000].
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Tabulka 5: Charakteristika sledovaného polymorfismu NQO!

Zrdtaakivy | | e PO

C—-T Pro—Ser

NQO1 |  tranzce
exonb rs1800566

Zastoupeni variantni alely (Ser) NOO! v populacich

bélosi: 21% [Hung a spol., 2004]
éernosi: 22% [Nebert a spol., 2002]
Asiaté: 38-45% [Naoe a spol., 2000]

SOD2, SOD3, NQO2, NQOI byly studovany ve vztahu k oxidaénimu stresu jako

rizikovému faktoru rozvoje nddorového onemocnéni pankreatu.
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3. CiLE PRACE

3.1. STUDIE PRIPADU NADOROVEHO ONEMOCNENI
PANKREATU A KONTROLNI SKUPINY

Cilem prace vprvni sledované skupiné byla analyza polymorfismii vybranych enzymut
oxida¢niho stresu SOD2 (Alal6Val), SOD3 (Arg231Gly), NQO2 (Phe47Leu) a NQO1 (Pro187Ser)

u pacientli s nadorovym onemocnénim pankreatu a kontrolni skupiny.

» Stanovit genotypy, urit jejich rozdéleni a frekvenci variantnich alel sledovanych enzymi
v obou skupinach (NQO! genotypy stanoveny MUDr. Davidem Vranou v ramci jeho PGS)

» Urtit, zda néktery z genotypli u sledovaného enzymu nepifedstavuje pro nositele riziko
vzniku nadorového onemocnéni pankreatu

» Urdit, zda nékteré kombinace genotypi sledovanych enzymi nepfedstavuji rizikovy faktor

vzniku nadorového onemocnéni pankreatu

3.2. STUDIE ZAMESTNANCU EXPONOVANYCH A
NEEXPONOVANYCH STYRENU

Cilem prace v druhé sledované skupiné byla analyza polymorfismd vybranych enzymi
metabolizujicich styren EPHX1 (Tyr113His a His139Arg), GSTP1 (Ile105Val), GSTM1 (null-
delece celého genu) a GSTT1 (null-delece celého genu) u exponovanych zaméstnanct a kontrolni

skupiny.

» Stanovit genotypy, urcit jejich rozdéleni a frekvenci variantnich alel sledovanych enzymt
v obou skupinach

» Urtit, zda je urdity genotyp nebo alela rizikovym faktorem pro vznik genotoxického
poskozeni, respektive navrhnout vztahy urCujici individualni citlivost jedince k expozici
styrenu

» Uréit, zda existuji souvislosti mezi faktory Zivotniho stylu (vé€k, pohlavi, koufeni) a

individualni citlivosti jedince ke genotoxickému poskozeni
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4. MATERIAL A METODY

4.1. CHARAKTERISTIKA SLEDOVANYCH SOUBORU

4.1.1. Studie pFipadid nidorového onemocnéni pankreatu a
kontrolni skupiny

Do studie bylo zafazeno 393 vzorki krvi kontrolnich osob a pacientli s nadorem pankreatu
k izolaci DNA. V této skupin¢ se nachazi 180 vzorkl kontrolnich subjektd, 175 pfipadd nadort
pankreatu, 15 vzorkd s pankreatitidou a 22 pfipadd, u nichz byla ovéfena jind diagnéza nez
karcinom pankreatu. U jednoho vzorku nebyla diagnéza k dispozici, a proto byl ze studie vyfazen
spolu se vzorky s diagnézami pankreatitida nebo jinymi nez nador pankreatu. Izolace DNA byla
uspésné provedena u viech vzorki. Soubor obsahoval 129 Zen a 221 muzii. U § pacienttil se pohlavi
(ani v€k) dosud nepodafilo zjistit. Zastoupeni pohlavi se mezi pacienty a kontrolami vyznamné
nelisilo (P = 1,000). Naopak v€kové zastoupeni mezi kontrolami a pacienty se vyznamné liSilo,
kontroly byly v priméru o 6,5 roku mlad$i nez ptipady (P < 0,001). Charakteristika sledovaného
souboru je shrnuta v tabulce 6.

Tabulka 6: Charakteristika souboru nadorového onemocnéni pankreatu a kontrol

Legenda: "u 5 pacientti nebylo znimo pohlavi ani v&k; statisticky zhodnoceno: pohlavi - Fisheriv test,
vek - T-test

B e L LAY

66 (36,7) 63 (37,1) 129 (36,9)
114 (63,3) 107 (62,9) 221 (63,1)
55,5 + 12,2 62,0+ 10,8

Vysvétlivky: SD - standardni odchylka

Vzorky byly v ramci této prace podrobeny studiu genetickych polymorfismid
biotransformaénich enzymi: SOD2 (Alal6Val), SOD3 (Arg231Gly), NOO2 (Phe47Leu).

4.1.1.1. Souhlas etické komise

Studie byla schvalena Etickou komisi 1.1ékafské fakulty UK v ramci grantovych projekti
Interni grantové agentury MZ CR &.: 8090-3 a 9422-3.
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4.1.2. Studie zaméstnancu exponovanych a neexponovanych
styrenu

Do studie bylo zafazeno celkem 127 zdravych osob, zaméstnanych v primyslu zpracovani
plastickych hmot. Nabéry byly uskuteénény v zavod€ lamindren v Chocni v roce 2000. V souboru
bylo 41 neexponovanych ufednikti (kontroly) a 86 exponovanych pracovniki s primémou dobou
expozice 3,9 roku (rozpéti od 1 do 30 let). Studovana populace byla sloZena z 45 Zen a 82 muzi o
prumémém veéku 39 let (od 19 do 58). Kufaci pfedstavovali ze sledovaného souboru 41 % (20%
kontrol, 51% exponovanych pracovnikid). Pfesné zastoupeni pohlavi, v€ku a kufdkd u kontrolni
skupiny a exponovanych jedinct je shrnuto v tabulce 7. Formou komplexniho dotazniku byly
sledovany nasledujici faktory: RTG v poslednim roce, uZivani 1ékli, konzumace potravnich
dopliki (naptf.: vitaminy), zvla$tni dietni nadvyky a hlavni faktory Zivotniho stylu (koufeni,
konzumace alkoholu a kdvy). Ziskana skupina reprezentuje etnicky homogenni populaci a z tohoto
hlediska je vhodna pro sledovani vztahu mezi biomarkery expozice (metabolity styrenu) ¢&i
biomarkery poSkozeni DNA a genetickymi polymorfismy gend metabolizmu cizorodych latek.
Naméfené hodnoty biomarkerti byly poskytnuty Ustavem experimentilni mediciny AV CR. Odbér
biologického materialu se uskuteénil v ramci specializovanych preventivnich prohlidek pracovniki.
VSichni u¢astnici byli pouceni o udelu studie a potvrdili svym podpisem souhlas se svoji ucasti ve

studii (informovany souhlas).

Tabulka 7: Charakteristika souboru exponovanych zaméstnancti styrenu a kontrolni skupiny

Legenda: statisticky zhodnoceno pohlavi a koufeni - Fishertv test a vk - T-test

T AR e A

Y S oY e e i e

(32,3) 86 (67,7) 127

(100)
20 (48,8) 25 (29,1) 45 (35,4)
,,,,, 21(51,2) 61(70,9) 82 (64,6)
8(19,5) 44 (51,2) 52 (40,9)
45,02 £ 8,353 36,49 + 11,959

Vysvétlivky: SD - standardni odchylka

Vzorky byly podrobeny studiu genetickych polymorfismt biotransformaénich enzymu:
EPHXI (Tyr113His a, His139Arg), NQO1 (Pro187Ser), GSTPI (1le105Val), GSTM1 (null-delece
celého genu) a GSTTI (null-delece celého genu).

4.1.2.1. Souhlas etické komise

Studie byla schvalena Etickou komisi Ustavu experimentilni mediciny AV CR v ramci
grantovych projektit Grantové agentury CR &.: 313/99/1460 a 310/03/0437.
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4.2. CHEMIKALIE

Na ptipravu vech roztokli byla pouzita voda prvniho stupné kvality ziskané pfe¢i$ténim
destilované vody (MQ) pfistrojem Biocel A10 od firmy Millipore (Billerica, MA, USA).

Izolace DNA

ethanol CSL2 a isopropanol (Penta, Chrudim); fenol, chloroform, proteinkiniza K, 10% SDS, SM
NaCl, sacharoza, Triton X 100, EDTA, Tris, MgCl, (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Lyzaéni roztok: 0,32 M sachardza; 1% Triton; 50 mM MgCl,; 12 mM Tris; pH=7,5

Pufr pro proteinkindzu K: 0,375 M NaCl; 0,12 M EDTA; pH=8,0

Kit BioSprint™: serinova proteaza, magnetické partikule , AL pufr, AW1 pufr, AW2 pufr, AE pufr
a plastové zkumavky (Qiagen, Némecko)

Real time PCR
master mix Absolute™ QPCR ROX Mix (Abgene, Thermo Scientific, UK)
TagMan SNP Genotyping Assay (Applied Biosystem, Foster City, CA, USA)

PCR

Taq-Purple DNA polymeraza z Thermus aquaticus, 10x reakéni pufr DNA polymerazy, MgCl,
(Top-Bio, Praha); mix dNTP (Jena Bioscience, Némecko); primery (Invitrogen, CA, USA;
dodavatel KRD s.r.0., Praha), primery pro PCR (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

Restrikéni analyza
restrikéni endonukleazy, restrikéni pufry, BSA (New England Biolabs, MA, USA)

Gelova elektroforéza

agaréza (Invitrogen, CA, USA; dodavatel KRD s.r.o., Praha); 0,5x TBE pufr: Trizma, H;BO;,
EDTA (Sigma, St. Louis, MO, USA); ethidium bromid (10ug/ml) (Sigma, St. Louis, MO, USA);
marker Phil74/Haelll (New England Biolabs MA, USA; dodavané firmou Biotech s.r.o., Praha,
CR)

Phil74/Haelll: 30 pl GLB (30% glycerol, 0,25% bromfenolovda modf) + 8 pl enzymu
Phil74/Haelll (1pg/ul) + 62 nl MQ

0,5x TBE: 50 ml 5x TBE (27,2 g 0,45 M Trizma +13,75 g 0,45 M H;BO; + 1,9 g 0,01 M EDTA/
na 0,5 1) + 450 ml MQ

Podrobné;jsi informace o pouzitych chemikaliich jsou uvedeny dale v ramci jednotlivych metod.

-36-



4.3. IZOLACE DNA Z KRVE

Vzorky krve studovanych skupin byly odebirany do vakuovych odbérovych zkumavek
Vacuette (Dialab, Praha). Vzorky byly do laboratofe dopraveny v chladovém boxu a nasledné byly

ihned zpracovéany nebo uloZeny do mraziciho boxu pfi -80°C a zpracovany pozdéji.

4.3.1. Fenol-chloroformova extrakce

DNA skupiny zaméstnanc laminarmy a kontrolni skupiny byla izolovana pomoci
fenol/chloroformové extrakce z lymfocyti metodou podle Sugimury [Sugimura a spol., 1990].

ZamraZena krev (cca 5 ml/vzorek) byla nejprve ponechana na ledu do uplného rozmraZeni
a nasledné prelita do 15 ml centrifugaénich zkumavek a doplnéna na celkovy objem 14 ml
lyzaénim pufrem. Krev se nechala za stalého otaeni 10 minut lyzovat na rota¢nim extraktoru
(Snijders B.V., Tilburg, Holandsko) a poté byla je$t& 20 — 30 min ponechéana v chlazené centrifuze,
kde byla kazdych 5 — 10 minut promichina otofenim. Nasledn€ byly vzorky 15 minut
centrifugovany pfi 6000 RPM a 5°C na centrifuze Hermle Z360K (Gosheim, Némecko; r = 10 cm).
Po odstranéni supernatantu byla peleta resuspendovana se 4 ml sterilni MQ, opét 15 minut
centrifugovéna pfi 6000 RPM a 5°C a supernatant byl opét odstranén. Postup byl opakovan
s dal$imi 4 ml MQ dokud peleta lymfocytl nebyla bila.

K peleté lymfocyt bylo ptidano 800 ul pufru pro proteinkinazu K a resuspendovano, dile
bylo ptidano 25 ul proteinkinazy K (20 mg/ml), 100 pul 10% SDS, 1 ml 5M NaCl a 2,4 ml sterilni
MQ, vse bylo opét promichano 10 minut na rota¢nim extraktoru. Do kaZzdé zkumavky bylo jesté
pfidano 2,5 ml extrakéni smési fenol/chloroform (v poméru 1:1) a vzorky byly opét promichavany
15 minut na rota¢nim extraktoru. Poté byly vzorky centrifugovany 15 min. pfi 6000 RPM a 5°C.
Vrchni &ird faze obsahujici DNA byla pfenesena do &isté 15 ml centrifugaéni zkumavky se 4 ml 99
% chladného ethanolu, kde se za opatrného promichavani utvofil precipitit DNA. DNA byla
sraZzena v mrazicim boxu pfi -20°C pfes noc. Poté byla rozmraZzena DNA centrifugovéna 15 min.
pfi 6000 RPM 5°C, supernatant byl odstranén a DNA byla promyta 1 ml vychlazenym 70%
ethanolem a centrifugovana 15 min. pfi stejnych podminkich. Po odstranéni supernatantu byla
DNA susena pii pokojové teploté. Vysusena peleta byla rozpousténa v 1 ml sterilni MQ nékolik
hodin a poté byla zméfena koncentrace ziskané DNA. Vzorky byly uchovavany pfti 4°C.

4.3.2. Izolace DNA magnetickymi partikulemi

Pro izolaci DNA zkrve pacienti snadorem pankreatu a kontrolni skupiny byl pouZzit
phistroj ,,KingFisher* (Thermo electron corporation, Vantaa, Finsko) a kit BioSprint™. Metoda je
zaloZena na adsorpci makromolekul DNA na kfemikovy povrch magnetickych partikuli.
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Magnetické &astice snaviazanou DNA jsou promyty dvéma riznymi pufry, suseny
proudem vzduchu a v koneéném kroku je DNA eluovana do roztoku. Metoda je optimalizovana na
1ml krve s maximalni kapacitou pfistroje 15 vzorkd. Pro kazdy vzorek byla do pfistroje umisténa
plastova tuba s péti navzdjem spojenymi zkumavkami.

Piiprava lyzatu: Nejprve bylo smichano 90 pl Qiagen protedzy s 1ml krve a kratce
promichano na vortexu (IKA-Works, Wilmington,USA). Nasledné bylo ptidano 900 pl AL pufru,
opét 15 sekund vortexovdno a 10 minut inkubovédno pf 70°C vsuchém bloku (Techne,
Staffordshire, UK). Poté bylo ke vzorkiim pfiddno 900 pl isopropanolu, vie bylo 15 sekund
vortexovano a 1 minutu centrifugovano pfi 5000 RPM na centrifuze Hermle Z360K (Gosheim,

Némecko).

Piiprava vlastni izolace na pfistroji: 1ml lyzatu byl napipetovan do prvni zkumavky v tubg.
Do zkumavky druhé byl napipetovan 1 ml pufru AW1, do tfeti a &tvrté zkumavky 500 pl pufru
AW?2 a do posledni zkumavky 300 pl eluéniho pufru AE. Do &tvrté zkumavky bylo pfidano 45 pl
zvortexované suspenze magnetickych partikuli. Poté byl spustén program pro izolaci DNA a po 45
minutach byl z prvni zkumavky odebran lyzat zbaveny DNA, napipetovan dal$i 1ml zasobniho
lyzatu a program byl opét spustén. Tento postup byl opakovan do vycerpani lyzatu a poté byla
z posledni zkumavky odebrana eluovand DNA a zméfena jeji koncentrace.

Poslednim krokem izolace DNA bylo u obou metod (fenol/chloroformova extrakce,
KingFisher) méfeni jeji koncentrace a Cistoty na spektrofotometru Cary 300 (Varian, Palo Alto,
CA, USA). Absorbance byla méfena pii vinovych délkich 260, 280 a 320 nm. Pomér Aje/Azso s
pohyboval mezi 1,6 - 2,0. Pro vypodet koncentrace byla pouZita rovnice:

¢ =50 x Aje.320 x 1 (c = koncentrace v ug/ml, n = fedéni vzorku pifi méfeni koncentrace).
Dosazené koncentrace se pohybovaly v rozmezi 20 - 500 pg DNA/ml. Pro nasledujici PCR reakce
byly vzorky nafedény na koncentraci 2ug DNA/100ul a skladovany pii teploté -20°C.

4.4. GENOTYPOVANI

Pojem genotypovani je pouZivan pro proces sledovani genetickych polymorfismt. V této
praci bylo ke genotypovani vyuZito dvou metod. U souboru zaméstnancti exponovanych styrenu a
jejich kontrol byla k uréeni genotypu pouZita metoda polymerazové fetézové reakce (PCR —
,Polymerase Chain Reaction”) snaslednou restrikéni analyzou délky fragmentd (RFLP -
»Restriction Fragment Lenght Polymorphism“). U pacientii snadory pankreatu a kontrol byly
genotypy nékterych enzymi stanoveny pomoci polymerazové fetézové reakce a restri¢ni analyzou,

nékteré metodou Real-time PCR s pomoci TagMan sond.
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4.4.1. Polymerazova retézova reakce a restrikéni analyza
délky fragmentu

Polymerazova fetézova reakce je vyuzivana k amplifikaci zkoumaného tseku DNA. Mezi
zakladni reakéni slozky reakce patii templat (DNA), termostabilni Taq polymeraza, reakéni pufr
Taq polymerazy, chlorid hofe¢naty (MgCl,), deoxynukleosidtrifosfaty (ANTP) a dva specifické
oligonukleotidy (primery). Pro navrZeni primeri bylo nezbytné znat alespoii &ast sekvence
zkoumané DNA, na kterou nasedaji primery. Sekvence byly zji§tény v internetové databazi
GeneBank (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov).

Jednotlivé PCR reakce se lisily poétem opakovani cykli (20-35), teplotami a délkou
jednotlivych krokl reakce nebo koncentraci reakénich sloZzek. PCR reakce probiha ve tfech po sobé
jdoucich krocich, které tvoii jeden cyklus:

1) Celkova denaturace DNA pfi 94°C, 5 minut.

2) Nasednuti primerd pfi anelaéni teploté, kterou bylo tieba experimentalné uréit (uréitym
voditkem miZe byt teplota tani obou primerti) pro riizné koncentrace MgCl,.

3) Aktivace Taq polymerazy, ptipojovani dNTP k primerim na zédkladé komplementarity
bazi, prodluZovani dcefinych fetézc pii teplot& 72 °C (elongace).

Reakce probihaly v termocycleru GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer, Norwalk,
CT, USA), chemikilie byly staeny v minicentrifuze C1301 (Labnet, USA; dodavatel KRD
s.1.0.,Praha).

Obecné podminky PCR reakce:

» Celkovy objem PCR reakéni smési: 20 pl mixu + 5 pl fedéné DNA = 25ul
» mnozstvi DNA: 2ug/100ul

> koncentrace MgCl,: 1,8 mM

> koncentrace 5x dNTP: 0,2 mM

» koncentrace 10x primeru: 0,25 mM

» Red Taq polymeraza: 0,5 U/vzorek

> 10x reakéni pufr Top-bio /s nebo bez MgCl,/

» dH,0 MQ)

Vysledky reakce mohly byt ovlivnény celou fadou faktord, napf. koncentraci a &istotou
vSech slozek reakce, teplotou a délkou jednotlivych kroki a poétem cykli.

Kontrola PCR produktti byla provadéna pomoci horizontalni agar6zové elektroforézy ve
2 - 3% gelu. Pro pfipravu gelu byly vyuZity analytické vahy (Boeco, Némecko) a agar6za byla v
roztoku pufru zahtivana nad bod tani v mikroviné troubé. Na gel bylo vZdy naneseno 8 ul PCR
produktu, jako marker délky fragmentd DNA byl pouzit Phil74/Haelll (obrazek 4, str. 40).
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Obrazek 4: Marker délky fragmentt Phil74/Haelll

Elektroforéza probihala v elektroforetické vané¢ EC-105 (Jordan Scientific Inc. JS dodané
Biotech s.r.0., Praha, CR) 30-50 minut v 0,5x fedéném pufru TBE (pH 8,0) pti napéti 100V. Jako
zdroj elektrického proudu byl vyuzit Thermo EC (NY, USA dodano KRD s.r.0., Praha, CR). Gel
byl poté barven ve vodném roztoku ethidium bromidu 15-25 minut. Fragmenty DNA byly
vizualizovany pomoci UV transluminatoru (Sigma, St.Louis., MO, USA) a dokumenta¢niho
systému Kodak EDAS 290 (KRD s.r.0., Praha, CR). Pokud kontrola produktt prob&hla v potadku,
byl zbytek PCR smési podroben restrikéni analyze (s vyjimkou GSTMI a GSTTI).

RFLP je zaloZena na pouZiti enzyml tzv. restrikénich endonukledz, které rozeznavaji
specifickou sekvenci bazi (obvykle ¢tyf aZ osmi deoxynukleotidd) amplifikovaného PCR useku a
specificky ji $tépi. Pro genotypovani byly pouZity endonukledzy specifické pro ocfekavany
polymorfismus. Pokud tedy bylo vsekvenci pfitomno polymorfni misto, endonukleazy ho
rozeznaly a PCR produkt na$tépily. Vyjimku tvofila endonukleaza pouZitd pro stanoveni EPHX1-
exon 3, ktera naopak §té€pila sekvenci nemutovanou.

Restrikéni pokusy probihaly pfi optimélnich teplotach pro aktivaci pfisluiné endonukleédzy:
37°C ve vodnim termostatu TCH 100 (Praha, CR) nebo 55°C v inkubatoru (Biotech, Major
Science, CR).

Obecné podminky restrikce:
» Celkovy objem reakéni smési: Sul restrikéniho mixu + 15ul PCR smési = 20 pl

> celkovy objem restrikéniho mixu 5 ul/vzorek

» Restrikéni enzym: 1 - 2 U/vzorek
» 10x Restrikéni pufr: 2ul /vzorek

> dH,0 MQ)

> Délka a teplota restrikce: 2 hodiny, 37°C nebo 55°C

-40 -



Vysledky restrikéniho pokusu byl zji§tén pomoci horizontalni elektroforézy nanesenim
celkového mnoZstvi restrikéni smési (20ul) na 3% agarézovy gel, ktery byl obarven ethidium
bromidem (15-25 minut). Vysledek byl zaznamendn pomoci UV translumindtoru a
dokumentaéniho systému Kodak EDAS 290. K uréeni velikosti DNA fragmentd byl pouZit
standard Phil74/Haelll.

Vysledek genotypovani pomoci PCR-RFLP spocival v uréeni velikosti fragmenth a toho zda
dany jedinec je ve sledovaném genu: divoky homozygot (alely nenastépeny x u EPHX1-exon 3
naopak naStépeny) znafen kddem 1, heterozygot (nastépena jedna alela) znaten kédem 2 nebo
variantni homozygot (ob¢ alely nastépeny x u EPHX1-exon 3 naopak nenastépeny) zna¢en kédem
3. V ptipadé¢ GSTM1 a GSTT1 pouze v ureni pfitomnosti 1 ¢i delece 3 alely.

Podrobné reakéni podminky a odli$nosti od obecnych podminek reakce jsou pro kazdy

sledovany polymorfismus uvedeny niZe v kapitole 4.5.

4.4.2. Real-time PCR

Real-time PCR je metoda zalozend na principu PCR s vyuZitim fluorescence,
prostfednictvim které je monitorovan vznik PCR produktu v redlném &ase. ZvySujici se mnoZstvi
produktu béhem reakce odpovidd naméfenému nardstu fluorescence. Real-time PCR se vyuziva
jako nastroj pro kvantifikaci genové exprese, genotypizaci ¢&i detekci a kvantifikaci
mikroorganizmt. V diplomové praci byla vyuZita tato metoda ve spojeni s Tagman sondami ke
genotypizaci enzymi oxida¢niho stresu. Reakce probihaly v pétikandlovém pfistroji Rotor-Gene
6000 P/N65HO (Corbett Research, Sydney, Australie), ale vyuzity byly pouze dva kanaly.

Tagman Sondy jsou specificky navrZzené dualn€ znacené oligonukleotidy, pracujici na
principu rezonanéniho pfenosu energie mezi fluorescenéné znadenym (FRET - ,fluorescence
resonance energy transfer®) emitorem zafeni (fluorofor) na 5'-konci a zha$e¢em zafeni (quencher)
na 3’-konci sekvence sondy. Fluorescenéni latka a zha$eé zafeni jsou na sondé umistény v takové
vzdalenosti, pii které nedochazi k uvolnéni zéfeni. Taq polymeradza pii syntéze komplementarnich
vlédken hydrolyzuje navazanou sondu (5'—> 3’exonukledzova aktivita) a dochazi k separaci
fluorescenéni latky a zhasece. Mé&feny narlst fluorescence je tedy zplisoben zvySenim relativni
vzdalenosti fluoroforu a zhasefe a odpovidd mnoZstvi ptitomného amplikonu. Na obrazku 5 je

znazormén mechanizmus vzniku fluorescenéniho signalu.
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Obrazek 5: Mechanizmus vzniku fluorescenéniho zaznamu béhem Real-time PCR

Legenda: R = fluorofor: emitor zafeni, Q = quencher: zhase¢ zafeni, (a) = hybridizace sondy s cilovou
sekvenci genu, sonda je v celku nedochazi k emisi zafeni, (b) = polymeraza §t€pi sondu a dochazi k separaci
R a Q a k emisi zafeni, (Pfevzato a upraveno z [Mocellin a spol., 2003])

K uréeni genotypli byly pouzity dva typy Tagman sond, liSicich se cilovou sekvenci a
maximalni vinovou délkou excitace/emise jejich fluorofori. Pro variantni sekvenci byla pouzita
sonda s emitorem zafeni FAM (6-karboxy-fluorescein) a pro divokou sekvenci sonda s emitorem
zéteni VIC. Jako zhaSe¢ zafeni byl u obou sond pouzit MGB (,,minor groove binder*).

Rozdilu v emisnich maximech obou fluorofori bylo vyuZito k detekci fluorescenéniho
signdlu vriznych kandlech a nésledné¢ kuréeni genotypd. Vyhodnocovéani vysledkii bylo
provadéno softwarem Rotor-Gene verze 6.0 (Corbett-Research, Brisbane, Australia), ktery podle

zaznami v riznych kanalech stanovil pro kaZdy vzorek jednu z nésledujicich moZnosti.

divoky homozygot: pozitivni fluorescenéni signal produktu vézajiciho sondu znaéenou
pouze VIC — Zluty kanal (Apexcitaéni = 538, Npaxemisni=554)

variantni homozygot: pozitivni fluorescenéni signal produktu vazajiciho sondu znaéenou
pouze FAM — zeleny kanal (An.cexcitaéni=495, Ap.xemisni=520)

heterozygot: pozitivni fluorescenéni signal produktu vazajiciho sondu zna¢enou

VIC i sondu zna¢enou FAM - Zluty i zeleny kanal

Obrazek 6 (str. 43) predstavuje ukazky fluorescenénich zaznamt pro jednotlivé genotypy
ziskané z real-time PCR pokusu.
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Obrazek 6: Ukazka vystupniho zdznamu real-time PCR pro jednotlivé genotypy

Legenda: software Rotor-Gene verze 6.0; osa x: pocet cykli; osa y: intenzita normalizované fluorescence;
signal od VIC znacené sondy, resp. divokéd alela je znaCena body; signdl od FAM znacené sondy resp.
variantni alela bez bodd; divoky homozygot, signal jen ve Zlutém kanile; heterozygot, signily v obou
kanilech; variantni homozygot, signél jen v zeleném kanéle

SloZeni reakéni smési se od klasické PCR liSilo pouze ptfitomnosti specifickych
hybridizaénich sond. DNA polymeraza, reakéni pufr, MgCl,, dNTP a dH,O byly spole¢né
pritomny v zakoupeném master mixu (Absolute™ QPCR ROX Mix). Primery spolu se sondami
byly pouzity jako komer¢ni kit (Tagman SNP Genotyping Assay) Sekvence primert a sond byly

navrzeny firmou Applied Biosystems.

Obecné podminky Real-time PCR s vyuZitim Tagman sond:
» Celkovy objem reakéni smési: 10 pl (4,75 ul DNA + 5,25 ul mixu)
» TagMan SNP Genotyping Assay (findlni koncentrace: primery 200 uM, sondy 200 uM)

0,125 ul
» Master Mix 2x Sul
> dH,0 0,125 pl
> DNA (0,067ug/100ul) 4,75 pl

Mezi vyhody genotypovani pomoci Real-time PCR metody patfi pfedeviim vysoka
specifita dana hybridizaci sond (nespecifické produkty a dimery primert neposkytuji zadny
fluorescenéni signal), a vysoka citlivost (sta¢i nékolikanasobné 30x niZ8i koncentrace DNA oproti
klasické PCR). Také rychlost stanoveni jednotlivych genotypl upfednostiiuje tuto metodu pted
dosud majoritné pouzivanymi klasickymi metodami sledovani bodovych mutaci (napf. RFLP).
Podrobné reakéni podminky pro sledovani genetickych polymorfismil jsou uvedeny v nasledujici
kapitole 4.5.
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4.5. REAKCNI PODMINKY GENOTYPOVANI ZKOUMANYCH
ENZYMU

4.5.1. Genotypovani epoxidhydrolazy 1

a) Epoxidhydrolaza - exon 3
Podminky PCR
Slozeni:
10x pufr Top-bio /kompletni/: 15 mM MgCl, 100 mM Tris-HCI, 500 mM KCl, 1% Triton X-100
Primery:
EPHX1EX3-forward: 5'- GAT CGA TAA GTT CCG TTT CACC-3’
EPHX1EX3-reverse: 5°- AAT CTT AGT CTT GAA GTG AGG AT-3’
Program: 1’ 94°C// 35 cykld: 30“ 94°C/ 1° 30 56°C/ 30“ 72°C// 5° 72°C//010°C
Vysledna velikost PCR produktu 163 bp.
Podminky restrikce
Restrikéni enzym: EcoRV (20 000 U/ml) 2U/vzorek
Restrikéni misto: 5'...GATYATC...3’
3"...CTA,TAG...5’
10x restrikéni pufr: NEB 3: 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM DTT; pH=7,9
100x BSA 0,2 ul/vzorek
Délka a teplota restrikce: 2 hodiny pti 37°C

EcoRYV stépi nemutovanou alelu, variantni ziistava nena$tépena

Uréeni genotypu EPHX1-exon 3 podle velikosti fragmentti z 3 % agarézového gelu (obrézek P1 str.
72)

1) divoky homozygot (Tyr113Tyr): 140 bp + 20 bp
2) heterozygot (Tyr113His): 163 + 140 + 20 bp
3) variantni homozygot (His113His): 163 bp

b) Epoxidhydrolaza - exon 4

Podminky PCR

Slozeni:

10x pufr Top-bio /kompletni/

Primery:

EPHX1EX4-forward: 5°- ACATCC ACT TCATCCACGT -3’
EPHX1EX4- reverse: 5°- ATG CCT CTG AGA AGC CAT -3
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Program: 1’ 94°C// 35cykla: 30“ 94°C/ 1730 60°C/ 30 72°C// 5° 72°C// 10°C
Vysledna velikost PCR produktu byla 210 bp.
Podminky restrikce
Restrikéni enzym: Rsal (10 U/ul) 2U/vzorek
Restrikéni misto: 5"...GTYAC...3’
3"...CA,TG...5’
10x pufr: Tango: 33mM Tris-acetét (Tris, EDTA, CH;COOH, H,0), 10mM (CH,COO),Mg 4H,0,
66 mM CH;COOK, BSA (0,1 mg/ml)
Délka a teplota restrikce: 2 hodiny p#i 37°C

Uréeni genotypu EPHXI1-exon 4 podle velikosti fragmenti z 3 % agar6zového gelu (obrazek P2 str.

72)

1) divoky homozygot (His139His): 210 bp

2) heterozygot (His139Arg): 210+ 164 +46 bp
3) variantni homozygot (Arg139Arg): 164 + 46 bp

Aktivita EPHX1 byla odhadnuta na zakladé kombinaci zjisténych genotypid v exonu 3 a
v exonu 4 podle nésledyjici tabulky 8.

Tabulka 8: Stanoveni celkové aktivity EPHX1 z kombinaci genotypid v exonu 3 a 4

+ *1/

i *3/*3 + 114

nizka T

*33 + 44

1™ + 1/

stfedni 13 + 114

13 + 414

. 1M + *4/*4
vysoka

1™ + *1/*4

Vysvétlivky: *1-divoka alela, *3 nebo *4-variantni alely v pfislu$nych exonech
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4.5.2. Genotypovani glutathion-S-transferiazy M1

Genotypovani GSTM1 probihalo pomoci alel specifického PCR. Jako pozitivni kontrola
PCR reakce byl pouzit GSTM2, jehoz pfitomnost vypovidd o spravném pribéhu reakce. GSTM2
ma spoleény primer (forward) s GSTMI. Neptitomnost fragmentu GSTMI znamend deleci genu
v obou alelach, jedna se tedy o mutovaného homozygota. Stanoveni neni schopno rozlisit normalni
homozygoty a heterozygoty, pokud je tedy pfitomen fragment odpovidajici GSTMI znamena to, Ze
dany jedinec ma k dispozici jednu nebo dvé funk¢ni alely tohoto genu.
Podminky PCR
SloZeni:

10x pufr Top-bio /kompletni/

Primery:

GSTM1-forward + GSTM2-forward: 5-CTG CCCTAC TTG ATT GAT G -3’
GSTM1-reverse: 5’-CTG GAT TGT AGC AGA TCA TGC -3’
GSTM2-reverse: 5’- GAC TCA CTC TGA GCA TAG CAC -3°

Program: 30 94°C// 20 cykli: 30 94°C/ 30“ 68 - 48°C (pokles o 1°C v kazdém cyklu)/ 30* 72°C//
15 cyklii: 30“ 94°C/ 30 52°C/ 30% 72°C// 5" 72°C// «10°C

PCR produkty se déle nestépily, aplikovaly se pfimo na gel.
Vysledna velikost fragmentu GSTM byla 275 bp a PCR kontrola GSTM2 175 bp.

Urceni genotypu GSTM1 podle velikosti fragmentii z 3% agardzového gelu (obrazek P3 str. 73)
1) divoky homozygot nebo heterozygot (GSTMI+):  275bp (+ 175bp GSTM2)
3) variantni homozygot (GSTMI-): delece fragmentu (+ 175bp GSTM?2)

neuspésna amplifikace: Zadny produkt

4.5.3. Genotypovani glutathion-S-transferaz T1 a P1

Genotypy GSTPI! a GSTT! byly stanoveny v jedné reakci. Pro GSTT! byla stanovena
delece ¢i pfitomnost alely. Jako pozitivni standard v ptipad€ delece alely GST7] slouZil pfitomny
fragment GSTPI. Stejné jako pii genotypovani GSTMI neni stanoveni schopno rozli§it normalni
homozygoty a heterozygoty, pokud je tedy pfitomen fragment odpovidajici délce fragmentu GSTT]
znamena to, Ze dany jedinec ma k dispozici jednu nebo dvé funkéni alely tohoto genu.

Pro uréeni delece GSTT1 bylo pouzito 8 ul PCR produktu nanesen¢ho na 3% gel. Poté byla
se zbyvajicim mnozstvim PCR smési provedena restrikce a stanoven genotyp GSTP].
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PCR podminky:

Slozeni:

10x pufr Top-bio /bez MgCl,/: 100 mM Tris-HCl, 500 mM KCl, 1% Triton X-100

Primery:

GSTP1-forward: 5’-TCC TTC CAC GCA CATCCTCT -3’
GSTP1-reverse: 5'-AGC CCC TTT CTT TGT TCA GC -3’
GSTT1-forward: 5’-TTC CTT ACT GGT CCT CACATCTC -3’
GSTT1-reverse: 5’- TCA CCG GAT CAT GGC CAGCA -3’

Program: 1’ 94°C// 35 cykli: 30 94°C/ 30% 54°C/ 30% 72°C// 5° 72°C//010°C

a) Glutathion-S-transferiza T1
Vysledna velikost fragmentu GSTT1 byla 217 bp.

Urceni genotypu GSTT podle velikosti fragmenti z 3 % agarézového gelu (obrazek PS str. 74)

1) divoky homozygot nebo heterozygot (GSTT1-plus): 217 bp (+ GSTP1 294bp)

3) variantni homozygot (GSTT!-null): delece fragmentu 217 bp (+ GSTP1 294 bp)
neuspé$na amplifikace: Zadny produkt

b) Glutathion-S-transferiza P1

Podminky restrikce

Restrikéni enzym: BsmAI (5000 U/ml) 2U/vzorek

Restrik&ni misto: 5...GTCTC(N),"...3’
3"...CAGAG(N)s4...5"

10x pufr: NEB 3

Délka a teplota restrikce: 2 hodiny pti 55°C

Urceni genotypu GSTP] dle velikosti fragmenti z 3 % agarézového gelu (obrazek P6 str. 74)

1) divoky homozygot (Ile105Ile): 294 bp
2) heterozygot (Ile105Val): 294 + 234 + 60 bp
3) variantni homozygot (Vall05Val): 234+ 60 bp

4.5.4. Genotypovani NRH: chinonoxidoreduktazy 2
PodminkyPCR

SloZeni:

Koncentrace MgClp. 0.8 mM
10x pufr Top-bio /bez MgCly/

-47 -



Primery:
NOQ2-forward: 5’-CCT TGA AGA ATG TGG CTG TA-3’
NQO2-reverse: 5’-GTG ATA ATC CCA GTG CTATCT A-3°
Program: 2’ 94°C// 35 cyklii: 30”° 94°C/ 30°°51°C/ 30> 72°C// 5° 72°C// 10°C
Vysledna velikost PCR produktu 258 bp.
Podminky restrikce
Restrik¢éni enzym: SmlI (1U/vzorek)
Restrikéni misto: 5'...CYTYRAG...3’

3"...GARYT,C...5’
10x restrikéni pufr: NEB4: 50 mM CH;COOK, 20mM Tris-acetat (Tris, EDTA, CH;COOH, H,0),
10mM (CH;COO),Mg 4H,0, 1 mM DTT, pH=7,9
100x BSA 0,2 ul/vzorek
Délka a teplota restrikce: 2 hodiny pti 55°C

Urceni genotypu NOO2 podle velikosti fragmentii z 3 % agarézového gelu (obrazek P4 str. 73)

1) divoky homozygot (Phe47Phe): 258 bp
2) heterozygot (Phe47Leu): 258 bp + 180bp + 78bp
3) variantni homozygot (Leu47Leu): 180bp + 78bp

4.5.5. Genotypovani superoxiddismutazy 2

Ke sledovani polymorfismu SOD2 ID: rs4880 byla pouZita metoda Real-time PCR
s TagMan SNP Genotyping Assay ID: C_8709053 10.
Sekvence rozeznavana sondami znaéenymi [VIC/FAM]:
5’-TAC CCC AAA [A/G] CCG GAG CCA -3
Sonda zna¢ena VIC rozeznava divokou sekvenci s A. Sonda znafena FAM rozeznava sekvenci
s variantou G.

Dle doporudeni vyrobce byl pouZit program a provedena optimalizace na teplotu 64°C,
ktera poskytovala nejlepsi rozdéleni signali: 15° 95°C// 60 cykld: 15" 95°C/ 157" 64°C/

4.5.6. Genotypovani superoxiddismutazy 3

Ke sledovani polymorfismu SOD3 ID: rs1799895 byla pouzita metoda Real-time PCR
s TagMan SNP Genotyping Assay ID: C_2307506_10.
Sekvence rozeznavana sondami znaéenymi [VIC/FAM]:
5’- CGC AAG AAG [C/G] GGC GGC GCG -3°
Sonda znafena VIC rozeznava divokou sekvenci s C. Sonda znafenda FAM rozeznavé sekvenci
s variantou G
Dle doporuéeni vyrobce byl pouZit program: 15° 95°C// 50 cykla: 15" 95°C/ 60" 60°C/
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4.6. STATISTICKA ANALYZA

Vysledky genotypovani pacientd, exponovanych zaméstnanci a jejich kontrol byly
statisticky zhodnoceny. Pro statistické zpracovani byly Zeny oznafeny kédem 0 a muZi byli
oznadeni kédem 1. Kontrolni skupina ve studii pfipadi karcinomu pankreatu a neexponovani
zaméstnanci v kohortové studii byly oznadeny 0 a pacienti resp. exponovani zameéstnanci 1.
Nekufaci byli oznadeni 0 a kufaci 1. Nositelé divokého genotypu — divoci homozygoti byli znaceni
1, heterozygoti 2 a nositelé variantniho genotypu 3. Za uéelem zvySeni statistické sily studie byli
jedinci navic rozdé€leni na nositele divokého genotypu (1) a nositele alespoii jedné variantni alely
(heterozygoti + variantni homozygoti — oznaéeni kédem 4). Kombinace genotypt byly sloZeny
pouze z frekventnich polymorfismid na zakladé hypotézy, Ze kombinace divokych alel je
pozitivnim faktorem a kombinace variantnich alel negativnim (napf. GSTMI-plus + GSTI-plus
versus GSTM1-null + GSTTI-null). Statistické analyzy byly provedeny pomoci zakladnich testi
deskriptivni statistiky Pearson chi kvadrat (Fisheriv exaktni test pro skupiny s méné nez 40
jedinci), parametrickych testi T-test a ANOVA v pfipadé normalniho rozdéleni hodnot a
analogicky Mann-Whitney nebo Kruskal-Wallis test pro nenormalné rozloZené hodnoty.

Frekvence variantnich alel byly vypocitany podle vzorce qX = (2a + b)/2n, kde a = pocet
variantnich homozygotti, b = pocet heterozygotli, n = poéet analyzovanych jedinct. Pro statistickou
analyzu obou studii byl pouZit program SPSS verze 15 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Za
statisticky vyznamné byly povaZovany vysledky s hodnotou oboustranné vyznamnosti P < 0,050.
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5. VYSLEDKY

5.1. STUDIE PRIPADU NADOROVEHO ONEMOCNENI
PANKREATU A KONTROLNI SKUPINY

Jedinci s diagnostikovanou pankreatitidou, jinou diagnézou neZ nadorovym onemocnénim

pankreatu nebo neznamou diagnézou byli vyloudeni ze studie.

Rozdéleni genotypi, frekvence variantnich alel a odhad relativniho rizika nosi¢stvi genotypii

Rozdéleni genotypi a frekvence variantnich alel sledovanych enzymt bylo mezi pacienty a
kontrolami téméf srovnatelné. Ani po analyze rizika nosiéstvi uréit¢ho genotypu nebyl mezi
kontrolami a pfipady nalezen Zadny statisticky vyznamny vztah (P < 0,050). Zastoupeni jedincd
s heterozygotnim genotypem bylo statisticky porovnavano s podtem jedinch nesoucich divoky
genotyp. Stejnym zplisobem bylo porovnano riziko spojené s nosi¢stvim variantniho genotypu
oproti divokému a dale bylo vyjadfeno riziko nosi¢stvi asplesporl jedné variantni alely (tj. bud’
heterozygotni nebo variantni genotyp). Ziskané vysledky jsou shrnuty v tabulce 9 na str. 51.

K vyjadfeni rizika spojeného s nosi¢stvim rizikového genotypu slouzi hodnota odhadu
relativniho rizika (OR) a jeji 95% konfidenéni interval (CI). Pokud je hodnota OR > 1 1ze hovofit o
zvy$eném riziku spojeném s nosic¢stvim sledované¢ho genotypu (vzhledem k divokému genotypu,
ktery je vzdy referenéni). V ptipadé, Ze hodnota je < 1 jedna se o protektivni genotyp. Statistickou

vyznamnost vztahu naznacila analyza CI a pfedevsim hodnota oboustranné vyznamnosti (P).
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Tabulka 9: Rozdéleni genotypi, frekvence variantnich alel a odhad relativniho rizika spojeného
s nosi¢stvim jednotlivych genotypil zkoumanych geni u kontrol a ptipadi

Legenda: a = referenéni OR pro kombinaci genotypt 1 vs. 1; b = hodnoty ziskané pro kombinaci genotypt
1 vs. 2; ¢ = hodnoty ziskané pro kombinaci genotypi 1 vs. 3; d = hodnoty ziskané pro kombinaci genotypl
1 vs. 2 nebo 3, tj. nosi¢i asponl jedné variantni alely

1 (Ala/Ala)

38 (21,1)

37 (21,1)

75 (21,1)

2(MalVal) | 83(461) | 94(537) | 177(499) | 1,16° | 0,68-2,000 | 0,584
sop |_3(Valval) | 59(328) | 44(51) | 103(200) | 077 | 042-1,3%° | 0,382
4(2+3) 142(78,9) | 138(789) | 280(789) | 1,000 | 0,60-1,669 | 0,9949

N 180 175 355

Val 0,56 0,52

1(Arg/Arg) | 177(983) | 171(97,7) | 348(98) 1,002
sop3 |2 (Ag/Gl) 3(1,7) 4(23) 702 138 | 0,30-6,26° | 0,676°
N 180 175 355

ieli 0,01 0,01
1(Phe/Phe) | 88(58,7) | 109(62,3) | 197(606) | 1.002
2 (PhelLeu) | 60 (40) 62(354) | 122(37,5) | 0,83 | 053131 | 0433
NQoz |_3(teulten) | 2(13) 4(23) 6(1,8) 162 | 029902 | 0,585
4(2+3) 62(41,3) | 66(37,7) | 128(394) | 0869 | 0,551,349 | 05068
N 150 175 325
Leu 0,21 0,20
1(Pro/Pro) | 124(69,7) | 119(688) | 243(69,2) | 1.00°
2(ProfSer) | 49(27.5) | 47(272) | 96 (274) 1000 | 0,62-160° | 0,998
Nao1y |3 (SerfSer) 5(2,8) 7(4,0) 12 (34) 146° | 045472 | 0529
4(2+3) 54(303) | 54(312) | 108(30,8) | 1,049 | 0,66-1,64¢ | 0,859¢
N 178 173 351
qSer 0,17 0,18

Vysvétlivky: 1 = divoky homozygot; 2 = heterozygot; 3 = variantni homozygot; 4 = 2 nebo 3, tj. nosi¢i aspoii
jedné variantni alely; JOR = odhad relativniho rizika, 95%CI = konfiden&ni interval dle Mantel-Haenszel;
5P = oboustranna zévislost dle Fisherova exaktniho testu nebo Pearson Chi-kvadrat testu; YNQO! genotyp
stanovil MUDr. D. Vrédna; N = velikost souboru; qX = frekvence variantni alely

Kombinace genotypii zkoumanych geni

Poslednim krokem bylo zjistit, zda vybrané kombinace genotypli sledovanych gent
predstavuji rizikovy faktor vzniku nddorového onemocnéni pankreatu. Kombinace genotypl byly
sestaveny jednak sohledem na statistickou silu studie (proto nebyla uvaZzovdna kombinace
s SOD3) a rovnéz aby byla testovand kombinace obou genid s pfedpoklddanou normalni funkci
proti kombinaci s poskozenou funkci (tj. alespori jedna variantni alela v obou kombinovanych
genech). Testovany byly tyto kombinace gent: SOD2 + NQOI1, SOD2 + NQO2, NQOI + NQO2.

Ani jedna z vy$e uvedenych kombinaci se neukazala byt statisticky vyznamnym rizikovym
faktorem pro vznik nddoru pankreatu (tabulka 10, str. 52).
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Tabulka 10: Odhad relativniho rizika spojeného s nosiéstvim dvougenovych kombinaci
zkoumanych polymorfismi u kontrol a pfipadt

Legenda: a = referentni OR pro kombinaci genotypi 1 vs. 1; b = hodnoty ziskané pro kombinace genotypi
*1 vs. *5

SOD2 " (141) 43 (43) 37 (451)

+ [ *5(3+23) | 571(57) 45(549) | 102 (56) 0,92 | 0511655 | 0,774b

NQO1Y N 100 82

1% (1+1) 18(20,9) | 24(31,2) | 42(259)

S0D2 —
NQo2| _5(23+23) | e8(781) | 53(688) | 121(742) | 059° | 026-1,19° | 0,138

N 86 77 163

1* (1+1) 70(761) | 75(81) | 145(77.1) | 1,000 |

NQO1¥

+NQO?2 5* (213 + 213) 22 (23,9) 21 (21.9) 43 (22,9) 0,89° 0,45-1,76° 0,740°®

N 92 96 188

Vysvétlivky: 1 = divoky homozygot; 2 = heterozygot; 3 = variantni homozygot; *1 = 1 v obou genech;
*5 = 2 nebo 3, tj. nosi¢i alespoti jedné variantni alely; "OR = odhad relativniho rizika, 95%CI = konfiden&ni
interval dle Mantel-Haenszel; PP = oboustranna vyznamnost dle Fisherova exaktniho testu nebo Pearson Chi-
Square testu; YNQO! genotyp stanovil MUDr. D. Vréna; N = velikost souboru

5.2. STUDIE ZAMESTNANCU EXPONOVANYCH A
NEEXPONOVANYCH STYRENU

5.2.1. Biomarkery expozice, ufinku styrenu a faktory
Zivotniho stylu

Kromé genotypovéani enzyml metabolizujicich styren, které bylo provedeno v ramci této
prace, byly o studované populaci k dispozici nasledujici udaje.

Délka pracovniho poméru (DPP) exponované skupiny zaméstnanci byla v priméru
3,88 £ 4,15 let. Sledované skupina byla na pracovisti vystavena primérné koncentraci 81,27 +
56,34 mg/m’ (S.zaun, 2,10 mg/m® = 1 ppm) styrenu ve vzduchu. Jako indikator vnitfni expozice
byla méfena koncentrace styrenu v krvi (Sirev), kterd v priméru dosahovala hodnoty 0,56 + 0,43
mg/l. Déale byly sledovany metabolity styrenu v mo¢i: kyselina mandlovda (MA), kyselina
fenylglyoxalova PGA, konjugaty 4-vinylfenolu (VP-GS) a diastereomery fenylhydroxyethyl
merkapturové kyseliny PHEMA (M1RR, M1RS, M2T), které byly sledovany pouze u exponované
populace. V3echny sledované parametry byly ve vétS$i mife zastoupeny u exponované populace
(tabulka 11, str. 53).
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Tabulka 11: Charakteristika expoziénich parametrd styrenu

0,00 £ 0,00 81,27 1 56,34

mg/m3

0,07 £ 0,06 0,56 £ 0,43 mg/l
20,29 + 7,55 275,35+ 45,23 mg/g kreatinu
21,93 £ 8,08 220,56 + 172,02 mg/g kreatinu
42,29 + 15,49 495,86 + 402,20 mg/g kreatinu
0,24+0,19 385+ 325 mg/q kreatinu
0,15+0,20 1,80 £ 1,83 mg/g kreatinu
0,39+0,39 5,64 + 4,82 mg/q kreatinu
NA 1670,57 + 3986,88 mg/g kreatinu
NA 58,70 + 153,11 mg/g kreatinu
NA 1351,12 + 3205,01 mg/q kreatinu

Vysvétlivky: NA = neanalyzovano; SD = standardni odchylka; S,,qucn = koncentrace styrenu ve vzduchu;
Sirev = koncentrace styrenu v krvi; MA = kyselina mandlova; PGA = kyselina fenylglyoxalova; VP-G =
glukuronid vinylfenolu; VP-S = sulfét vinylfenolu; VP-GS = VP-G + VPS =celkové mnoZstvi konjugati VP;
PHEMA(M1RR,M1RS,M2T) = diastereomery fenylhydroxyethyl merkapturové kyseliny

Dal8imi sledovanymi parametry (tabulka 12) byly biomarkery genotoxického pisobeni
styrenu: jednofetézcové zlomy (SSB), jednofetézcové zlomy vyvolané endonukleazou I (SSBengo),
repara¢ni kapacita (RCGy, RCOHG), chromosomové aberace (CTA, CSA, CAiya), dvoujaderné
buiriky s mikrojadry (BN+MN) a hemoglobinové adukty (Hb,g).

Mezi parametry, jejichZz vy$§i hodnoty byly zastoupeny u exponovanych jedincd pati
pouze RCGy, RCOHG, CTA a Hb,,.

Tabulka 12: Charakteristika genotoxickych biomarkeri styrenu

0,54 + 0,26 0,29 + 0,21 SSB/10° Da
0,15+ 0,33 0,12+0,14 SSB/10° Da
0,64 £ 0,54 1,08 £ 0,47 SSB/10° Da
0,73+0,48 1,17 £ 1,04 SSB/10° Da
3441230 2,88 £2,02 %
1,51+ 1,43 1,59 + 1,34 %
1,92+ 1,77 1,29 + 1,60 %
. s 2471214 4,90 £+ 2,60 pmol/g globinu

Vysvétlivky: BN+MN = dvoujaderné buitky s mikrojadry; SSB = jednofetézcové zlomy DNA; SSB.y40 =
jednofetézcové zlomy vyvolané endonukledzou III; RCGy = reparaéni kapacita SSB po ozafeni 5 Gy;
RCOHG = reparaéni kapacita SSB vyvolanych 8-oxoguaninovymi adukty; CA.u. = celkovy podet
chromosomélnich aberaci; CTA = chromatidovy typ CA; CSA = chromosomovy typ CA; Hb,y =
hemoglobinové adukty; SD = standardni odchylka

Posledni sledované parametry v€k, pohlavi a koufeni byly jiZ zhodnoceny v tabulce 7 str. 35.
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Udaje o hlading expozice, hodnotich biomarkerti expozice (metabolity styrenu), uinku a
faktorti Zivotniho stylu pro exponované jedince byly nejprve podrobeny statistické analyze
(Spearmaniv test), ktera ndm poskytla informace o vzijemnych vztazich veli¢in v podobé
korelaéniho koeficientu R a oboustranné vyznamnosti (P). Korela¢ni koeficient je mirou intenzity
vzajemného vztahu resp. zavislosti, jejiZz hodnota nabyva hodnot od -1 (zcela nepfima zévislost) az
1 (zcela pfima zavislost). Hodnota R = 0 vypovidad o tom, Ze mezi znaky neni Zadna statisticky

zjistitelna zavislost a hodnota R = 1 je idealni hodnotou linearni zévislosti.

Zavislosti mezi biomarkery expozice

VSechny parametry expozice (Svzguchs Skrev) S biomarkery expozice styrenu (MA, PGA,
VP-G, VP-S, PHEMA) navzijem vyznamné korelovaly, coZ potvrzuje, Ze analyzy byly provedeny
velmi kvalitné a vysledky jsou pouZitelné pro sledovani sloZitéj$ich vztahd, které byly cilem této

prace. Viechny metabolity korelovaly s expozici i mezi sebou navzdjem (tabulka 13, str. 55).

Zavislosti mezi biomarkery expozice a ifinku styrenu

Z divodu piehlednosti jsou dale uvedeny pouze vyznamné korelace, ostatni vysledky jsou
shrnuty v pfiloze (tabulky P7 a P8 str. 75-76).

Pro BN+MN, SSB, SSB.4,, RCGy a CA nebyly nalezeny Zzadné vyznamné korelace
s expoziénimi markery. Pro SSBen4, nebyla vramci celé prace ziskdna korelace ani s jinym ze
sledovanych parametrui.

RCOHG slabé korelovala s expozici (Svzguchs Sirevs P > 0,050) a vyznamné s hlavnimi
metabolity styrenu (MA a PGA) a také s markerem genotoxického plsobeni MN. Vys§i expozice
styrenu, mnozstvi metaboliti a MN byly spojeny s vy$§i RCOHG. Vy$§i RCOHG také korelovala
s niz§im vyskytem SSB.

Hb,y vyznamné korelovaly s hlavnimi metabolity styrenu (MA a PGA) a s markerem
genotoxicity SSB. Vys§i vyskyt Hb,; je spojen s vy$8imi hodnotami metabolitdi a s menSim

mnozZstvim SSB.
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Tabulka 13: Nalezené zavislosti biomarkerti expozice u exponované populace

Legenda: R = 0, parametry nezavislé; R = 1, zcela pfima zavislost; R > 0, pfima zavislost; P < 0,050,
statisticky vyznamné zavislosti; zhodnoceno Spearmanovym testem

S« B > | o | 0 | 0o | 70 | 70 | 70 | e | 69 | 69

R RN 0,638 | 0,589 { 0,635 [ 0,607 [ 0,544 [ 0,602 [ 0,342 | 0,409 | 0,503

0,869 | 0,843 | 0,896 | 0,570 | 0,511 | 0,662

80 | 8 | 80 | 15 | 15 | 75
0.759 | 0.727 | 0.778 | 0479 | 0.443 | 0559

§ 0835 | 0,805 | 0,859 | 0,528 | 0495 | 0,621

80 | 75 | 5 | 15
0,834 | 0979 | 0463 | 0,406 | 0577

0,918 | 0,557 | 0,336 | 0.681

’ 0,509 0,637

75 o
0,866

P
N
R
§ P
| N
R
P
N
R
P
N
R
P
N
R
P
N
R
p
N
R
P
N
R
P
i N
R
P

=z

Vysvétlivky: St.p. = statistické parametry, R = korelaéni koeficient, P = oboustranna vyznamnost, N =
velikost souboru; S,qucn = koncentrace styrenu ve vzduchu; Sy, = koncentrace styrenu v krvi; MA =
kyselina mandlovda; PGA = kyselina fenylglyoxalova; VP-G = glukuronid vinylfenolu; VP-S = sulfét
vinylfenolu; VP-GS = VP-G + VPS =celkové mnoZstvi konjugiti VP; PHEMA(MI1RRM1RS,M2T) =
diastereomery fenylhydroxyethyl merkapturové kyseliny
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Zavislosti faktori Zivotniho stylu

Vék: Vyssi expozici styrenu byli vystaveni mlad$i zaméstnanci, u kterych byla sledovana i
vys8i koncentrace styrenu v krvi. Dal$im nalezenym vztahem byla zavislost v€ku na mnoZstvi
konjugatti vinylfenolu (VP-GS). Se zvySujicim se v€kem klesalo mnoZstvi konjugati v moci. Mezi
genotoxické biomarkery, jejichZ vyssi vyskyt byl spojen s vy$§im v€kem, patfi MN, celkovy vyskyt
CA a to pfedevsim chromosomového typu CSA (tabulka 14).

Tabulka 14: Nalezené v€kové zavislosti

Legenda: R > 0-pfima zavislost; R < 0-nepiima zavislost; P < 0,050-statisticky vyznamné zavislosti

-0,255 0,024 78
-0,222 0,048 80
-0,221 0,049 80
0,217 0,053 80
0,332 0,003 79
0,329 0,002 83
0,371 0,001 83

Vysvétlivky: R = korelacni koeficient, P = oboustranna vyznamnost, N = velikost souboru; S.zgueh =
koncentrace styrenu ve vzduchu; Sy, = koncentrace styrenu v krvi; MA = kyselina mandlova; VP-G =
glukuronid vinylfenolu; VP-S = sulfat vinylfenolu; VP-GS = VP-G + VPS =celkové mnoZstvi konjugati VP;
MN = mikrojadra; CA., = celkovy podet chromosomalnich aberaci; CSA = chromosomovy typ CA

Délka pracovniho poméru (DPP): Vypoétené hodnoty vypovidaji o nepfimé zavislosti DPP
s expozici a metabolity styrenu (tabulka 15). U jedinc zaméstnanych po del$i dobu byly nalezeny

niZ8i koncentrace styrenu ve vzduchu, v krvi i hladiny téméf v8ech metaboliti styrenu (kromé
PHEMA). U jedinci zaméstnanych delsi dobu byla také nalezena niZz§i RCOHG.

Tabulka 15: Nalezené zavislosti délky pracovniho poméru

Legenda: R > 0, pfima zavislost; R < 0, neptima zavislost; P < 0,050-statisticky vyznamné zavislosti
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Vysvétlivky: R = korelaéni koeficient; P = oboustrannid vyznamnost; N = velikost souboru; Syzgucn
koncentrace styrenu ve vzduchu; Sy, = koncentrace styrenu v krvi; MA = kyselina mandlova; PGA
kyselina fenylglyoxalova;VP-G = glukuronid vinylfenolu; VP-S = sulfat vinylfenolu; VP-GS = VP-G + VPS
= celkové mnoZstvi konjugati VP; RCOHG = reparacni kapacita SSB vyvolanych 8-oxoguaninovymi
adukty

Koufeni: Zadny ze sledovanych parametri nebyl ovlivnén poétem vykoufenych cigaret.

5.2.2. Polymorfismy sledovanych geni

Po statistickém rozdéleni genotypti pro skupiny neexponovanych (kontrol) a exponovanych
zaméstnancl, byly pro sledované geny vypo¢teny frekvence variantnich alel. Pro EPHX1 byla
navic odhadnuta jeji celkova aktivita (tabulka 8 str.45). Ziskané vysledky, které jsou shrnuty
v tabulce 17 na str. 58, byly déle vyuzity ke studiu vztahu individudlni vnimavosti a genotoxicity.

Ke srovnani jsou uvedeny diive publikované frekvence genotypi a variantnich alel u

vétitho souboru kontrolni &eské populace [Sarmanova a spol., 2000 a 2004].

Zavislosti mezi polymorfismy enzymii a genotoxickymi biomarkery styrenu

Dal8im krokem bylo hledat vztahy mezi polymorfismy biotransformaénich enzymi a vnimavosti

vici genotoxickému poskozeni biologickych makromolekul. Vztahy mezi genotypy a biomarkery
poSkozeni byly u skupiny pracovnikii exponovanych styrenu zhodnoceny prostfednictvim
neparametrickych statistickych testi (Kruskal-Wallis a Mann-Whitney test).

Z divodu ptehlednosti jsou uvedeny pouze vyznamné korelace, ostatni vysledky jsou

shrmuty v pfiloze (tabulky P9 — P23 str. 77-81).

EPHX]I-exon 3
U EPHX1-exon 3 byl nalezen vyznamny vztah k RCOHG (tabulka 16). Nositelé alespori
jedné variantni alely (tj. bud’ variantniho nebo heterozygotniho genotypu) méli vyznamné niZsi

hodnoty repara¢ni kapacity oproti nositelim divokého genotypu (P = 0,021).

Tabulka 16: Nalezené zavislosti mezi genotypy EPHX1-exon 3 a markery genotoxicity styrenu

Legenda: *nalezend zavislost pro kombinaci genotypi divoky homozygot vs. heterozygot + variantni
homozygot, statisticky zhodnoceno Mann-Whitney testem

Vysvétlivky: 1 = divoky homozygot; 2 = heterozygot; 3 = variantni homozygot; SD = standardni odchylka;
P = oboustrannd vyznamnost; RCOHG = repara¢ni kapacita SSB vyvolanych 8-oxoguaninovymi adukty

-57-



Tabulka 17: Rozdéleni genotypt a frekvence variantnich alel biotransforma¢nich enzymi

Legenda: *hodnoty kontrolni &eské populace publikované Sarmanova a spol., 2000 a 2004

1 (TyrfTyr) 10 (37) 39 (54,9) 165 (41,5)

2 (TyriHis) 11(40,7) 26 (36,6) 163 (41,0)

EPHX1 exon 3 3 (HisHis) 6(222) 6(8,5) 70 (17.5)
N 27 71 398
qHis 0,43 0,27 0,38

8 (
2 (HislArg) 3(8,8) 22 (30,6) 118 (29,2)
EPHX1 exon 4 3 (Arg/Arg) 3(8,8) 5(6,9) 21(5.2)
N 34 72 404

GAg | 013 0,22 0,20

8693 1 0@ ] 162630

nizkda |
stredni 10 (37) 39 (54,9) 169 (44,0)
EPHXT AKTIVITA vysoka 1(3,7) 12 (16,9) 50 (13,0)

N » 27 _ 71 381

T 0 e o e bbb s i e e e e AR AN

“plus 16 (53,3) 30 (42,9) 199 (48,9)

null 14 (46,7) 40 (57.1) 208 (51,1)
GSTM1 N 30 70 407
qnull 0,47 0,57 0,51

Cplus 23(88,5) 56(836) |  342(836)

null 3(11,5) 11(16,4) 67 (16,4)
GSTT1 N 26 67 409
qnull 0,12 0,16 0,16

1 (lleflie) 10 (47.6) 19(30,2) 203 (50,0)

2 (lle/Val) 7(33.3) 38(60,3) 162 (39,9)

GSTP1 3 (Valival) 4(19) 6(9,5) 41(10,1)
N 21 63 406
qVval 0,36 0,40 0,30

Vysvétlivky: 1 = divoky homozygot; 2 = heterozygot; 3 = variantni homozygot; plus = pfitomnost genu;
null = delece genu; N = velikost souboru, X = frekvence variantni alely

EPHXI-exon 4

Pro EPHXI-exon 4 byla mezi genotypy u obou testli (Kruskal-Wallis i Mann-Whitney)
nalezena korelace s genotoxicitou (SSB a MN) a Hb,y (tabulka 18, str. 59). Vyznamné vyssi
mnozstvi MN (P = 0,004) a Hb,4 (P = 0,002) bylo zjisténo u divokych homozygotd ve srovnani
s heterozygoty a variantnimi homozygoty. Naopak mnozstvi SSB bylo u divokych homozygott ve

srovnani s nositeli alesponi jedné variantni alely vyznamné nizsi (P = 0,002).
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Tabulka 18: Nalezené zavislosti mezi genotypy EPHXI-exon 4 a markery genotoxicity styrenu

Legenda: *Kruskal-Wallis test - vyznamna zavislost pro kombinaci genotyp 1 vs. genotyp 2 vs. genotyp 3;
**Mann-Whitney test - vyznamna zavislost pro kombinaci genotyp 1 vs genotyp 2 + genotyp 3

16212692 | 12742531 | 10692382 |
0372027 | 0452023 | 040£024 | P=0006 | P=0002

4,26 + 3,04 340+ 2,10 3,94 + 2,86 P =0,036 P=0,010

Vysvétlivky: MN = mikrojadra; SSB = jednofetézcové zlomy DNA; Hb,y = hemoglobinové adukty;
SD = standardni odchylka; P = oboustranna vyznamnost

EPHX1 - aktivita

Mann-Whitney test ukdzal vyznamné€ niz§i hladiny SSB u jedincl se stfedni aktivitou
EPHX1 oproti jedinciim s vysokou aktivitou (P = 0,036). Hodnoty SSB pro jednotlivé aktivity
EPHXI1 jsou uvedeny v tabulce 19.

Tabulka 19: Nalezené zavislosti mezi aktivitou EPHX1 a markery genotoxicity styrenu

Legenda: *P - vyznamna zavislost pro kombinaci aktivit stfedni vs. vysoka; statisticky zhodnoceno Mann-
Whitney testem

0,46 + 0,28

049031 025+ 0,14
Vysvétlivky: SSB = jednoietézcové zlomy DNA; SD = standardni odchylka; P = oboustranné vyznamnost

GSTM1

Byla nalezena velmi vyznamna korelace delece GSTMI shladinami viech PHEMA
diastereomert v mo¢i exponovanych délnikii a s CTA typem CA. Jedinci s deleci genu GSTMI
méli vyznamné niz§i hladiny téchto metaboliti i CTA oproti jedincim s funkénim genem (tabulka
20).

Tabulka 20: Nalezené zavislosti mezi deleci GSTM1 a markery expozice a genotoxicity styrenu

Legenda: statisticky zhodnoceno Mann-Whitney testem; P- vyznamna zéavislost pro genotyp 1 vs. genotyp 3

4028,71 £ 5867,32 374,31 £ 981,11 P = 0,000
137,54 £ 233,90 12,31 £21,93 P =0,000
2927,68 + 4882,56 555,71 +867,26 P =0,001
1,87 £1,27 1,40 £ 1,39 P =0,042
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Vysvétlivky: 1 = GSTM1-plus;, ptitomnost genu; 3 = GSTM-null, delece genu; SD = standardni odchylka; P
= oboustranna vyznamnost; PHEMA M1RRM1RR,M2T = diastereomery fenylhydroxyethyl merkapturové
kyseliny; CTA = chromatidovy typ chromosomalnich aberaci

GSTTI

Mezi sledovanymi biomarkery expozice a genotoxicity nebyl nalezen v souvislosti s deleci
genu GSTT! zadny statisticky vyznamny vztah. Na hranici vyznamnosti byla ziskana korelace
delece GSTT s vyssi hladinou Hb,y (P = 0,057).

GSTP1

Oba neparametrické statistické testy naznadily korelaci polymorfismu GSTP! s metabolity
PGA, PHEMA MIRR, PHEMA M2T a zavislost na hranici vyznamnosti k MA. Nalezené vztahy
byly sledovany mezi variantnimi a divokymi homozygoty. U prvnich zminénych byly pozorovany
vyrazné€ niz8i hodnoty téchto metabolit (tabulka 21). Korelace s biomarkery genotoxicity nalezena
nebyla.

Tabulka 21: Nalezené zavislosti mezi genotypy GSTP! a markery genotoxicity styrenu

Legenda: * Kruskal-Wallis - vyznamna zavislost pro genotyp 1 vs. genotyp 2 vs. genotyp 3;
** Mann-Whitney - vyznamna zavislost pro kombinaci genotypu 1 vs. 3

331,10 340,68 | 3075423100 | 738624542 |
258,10+ 20822 | 244,08+ 16488 | 7829:4517 | P=0021 | P=0033
589,20 % 505,56 | 551,49+ 368,37 | 15243t 90,16 | P=0018 | P=0044
1860,76 + 3146,56 | 2634,46 £ 531317 | 4250£1752 | P=0006 | P=0,020

1393,35 + 1872,65 | 2163,80 + 4427,13 | 97,83 78,06 P=0,013 P=0,010

Vysvétlivky: 1 = divoky homozygot; 2 = heterozygot; 3 = variantni homozygot; SD = standardni odchylka;
P = oboustranna vyznamnost; MA = kyselina mandlova; PGA = kyselina fenylglyoxalova; PHEMA M1RR,
M2T = diastereomery fenylhydroxyethyl merkapturové kyseliny
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6. DISKUZE

6.1. STUDIE PRIPADU NADOROVEHO ONEMOCNENI
PANKREATU A KONTROLNI SKUPINY

Karcinom pankreatu patfi k onemocnénim s rychlym a fatdlnim prib&hem, jehoz incidence
stale stoupa. V Ceské republice do$lo za poslednich 50 let k vice neZ trojnasobnému zvySeni
incidence tohoto onemocnéni. O zavaZnosti karcinomu pankreatu vypovida nejen fakt, Ze umrtnost
je prakticky shodna s incidenci, ale i median pfeZivani, ktery se pohybuje pouze okolo 3—6 mésici
[Kollarova a spol., 2007]. Pfi pouziti ukazatele svétové standardizované incidence na 100 000
obyvatel v CR dosahuje u muzi hodnot 17,6 a u Zen 7,1 [UZIS, 2003].

Vysledky statistické analyzy potvrdily publikovany fakt, Ze toto onemocnéni je rozsifeno u
lidi star$iho véku. Primérny vék pacientl v této studii byl 62 let. V souladu s literaturou byla i
skute¢nost, Ze nami sledovana skupina pacienti byla tvofena vice muzi - 62%.

Jako mozny rizikovy faktor vzniku karcinomu pankreatu byl sledovan polymorfismus
nékterych antioxida¢nich enzymt (SOD2, SOD3, NQO1, NQO2) chranici buriku pted poSkozenim
biologickych molekul oxidaénim stresem, které je spojovano s celou fadou onemocnéni véetné
nadorového.

Prvnim sledovanym enzymem byl mitochondridlni antioxidant superoxiddismutdza 2
(SOD2). Studium jeho polymorfismu (Alal6Val) v souvislosti s nddorovym onemocnénim je
opodstatnéné, nebot’ prevlada nazor, Ze lokalizace sledovaného polymorfismu narusuje helikalni
strukturu &asti proteinu zaji$tujiciho transport enzymu do mitochondrii. Timto je sniZena ochrana
buriky pfed poskozenim a je pfedpoklddano uzké spojeni tohoto polymorfismu s karcinogenezi
[Rosenblum a spol., 1996; Shimoda-Matsubayashi a spol., 1996; Hung a spol., 2004]. V né€kterych
studiich byla uvedena vyznamna zavislost mnozstvi SOD2 na rychlosti proliferace nadorovych
buné€k pankreatu a bylo navrzeno vyuZiti vynucené exprese SOD2 jako nastroje k potladeni
maligniho fenotypu [Weydert a spol., 2003; Cullen a spol., 2003].

Na rozdil od SOD2 neni ptipadny biologicky vyznam polymorfismu superoxiddismutazy 3
(SOD3) v karcinogenezi znam, je tedy atraktivnim cilem pro budouci objasnéni antioxidacnich
mechanismti, kterymi je organizmus vybaven. SOD3 zaji$tuje stejné jako SOD2 vychytavani O,",
ale v extracelulirnim prostoru. Pfitomnost polymorfismu (Arg231Gly) mé za nésledek sniZeni
afinity proteinu k buné&nému povrchu a vede ke zvySeni enzymu v plazmé neboli sniZeni
antioxidaéni ochrany na povr$ich [Campo a spol., 2005].

NAD(P)H: chinonoxidoreduktaza 1 (NQO1) je jednim z dobfe prozkoumanych enzymd,
predchazejici oxidaénimu poskozeni redukei reaktivnich chinonli na hydrochinony. Polymorfismus

(Pro187Ser) v obou alelach predstavuje tUplnou ztratu aktivity NQOI1, proto je velmi vhodnym
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cilem pro studium zavislosti mezi oxidaénim stresem a rizikem rozvoje nadorového onemocnéni
pankreatu. Na druhé strané, z literarnich zdroj neni stale pln€ objasnéno, jakou roli v organizmu
hraje enzym NQO?2 a jeho polymorfismus (Phe47Leu). Diky své vysoké homologii s NQO1 je vSak
vhodnym pfedmétem studia.

Na rozdil od NQOI, jejiz uloha v rozvoji nadort byla jiz n¢kolikrat publikovana [napf.: u
néadorti prsu viz. Sarmanova a spol., 2004], sledovany polymorfismus SOD3 ani NQO2 dosud nebyl

u nadord pankreatu ani u jinych nadori studovan.

Superoxiddismutiza 2 (SOD2)

Statisticka analyza neukazala mezi skupinami pacienti a kontrol vyznamny rozdil
v rozdéleni genotyplG SOD2 (Alal6Val), coz je v rozporu s vysledky studie Wheatley-Price a spol.
(2008), ktera také porovnavala distribuci tohoto polymorfismu u pacientl s karcinomem pankreatu
(122 jedincii) a kontrolni skupiny tvofené (331 jedincd). Jedna se dosud o jedinou publikovanou
studii na toto téma, ktera nalezla vyznamné vice variantnich homozygoti (Val/Val) ve skupiné
pacientd ve srovnani s kontrolni skupinou a vyjadfila riziko spojené s nosi¢stvim variantniho
genotypu oproti divokému (Ala/Ala) jako téméf dvojnasobné (P = 0,050). V rdmci na$i studie
nebylo toto riziko potvrzeno (P = 0,380).
Stejné jako v pfipadé SOD2 neprokazala statistickd analyza vyznamny rozdil v zastoupeni
jednotlivych genotypl a frekvenci variantnich alel mezi pacienty a kontrolami ani u daldich
sledovanych enzymii SOD3, NQO1 ¢i NQO2.

Superoxiddismutiza 3 (SOD3)
U nadord pankreatu dosud polymorfismus SOD3 nebyl studovan. Jedind zndma studie

nenalezla zavislost polymorfismu v SOD3 ke vzniku nadorti prostaty [Kang a spol., 2007]
V rozséhlé studii 1200 zdravych jedinct jihoevropské populace nebyl nalezen ani jeden jedinec
s variantni alelou SOD3 (Arg213Gly) [Campo a spol., 2005]. V kontrolni skupiné této studie byli
identifikovani pouze tfi heterozygoti a ve skupiné pacientl &tyfi, coZ vypovida o velmi ojedinélém
vyskytu této varianty. Frekvence variantni alely byla u pacientti a kontrol srovnatelna qGly = 0,01.
Ziskana frekvence byla vrozmezi hodnot uvadénych v genové databazi jednonukleotidovych
polymorfismi pro evropskou populaci 0 — 0,033 % [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/].

NRH: chinonoxidoreduktiza 2 02
Polymorfismus vyskytujici se v NQO2 patfi rovnéz mezi malo probadané. Frekvence
variantni alely qLeu=0,16 byla pozorovana u ptipadii karcinomu ovarii a mo¢ového méchyie

[Jamieson a spol., 2007].
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Zatim nepublikované vysledky na kontrolni skupiné ¢eské populaci (322 jedincid) ukazuji
na frekvenci qLeu = 0,23 [Hubackova], ktera je blizkd hodnotdm nalezenym v této studii u
kontrolni skupiny (qLeu = 0,21) i u pacientt (qLeu = 0,20). Tyto hodnoty jsou blizké i hodnotam
uvadénym v genové databazi qLeu = 0,25 [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/].

NAD(P)H: chinonoxidoreduktiza 01

Ani u posledniho sledovaného genu NQOI se frekvence variantni alely u kontrolni skupiny
(qSer = 0,17) a pacienti (qSer = 0,18) vyznamné neliSily. Hodnoty byly blizké vysledkiim
diplomové prace provedené na Ceské populaci o velikosti 436 zdravych jedinct (qSer = 0,18)
[Grosova, 2006] 1 vysledkim jiného souboru 313 jedinci kontrolni ¢eské populace (qSer = 0,15)
[Sarmanova a spol. 2004]. V dal3i studii kavkazké populace byla u kontrolni skupiny ziskana vy3i
frekvence variantni alely qSer= 0,21 [Hung a spol., 2004]

Poslednim cilem studia byla analyza kombinaci genotypl riiznych enzymi nesoucich
variantni alelu vs. jejich divoké formy SOD2+NQOI1, SOD2+NQO2 a NQOI+NQO?2. S ohledem
na statistickou silu studie nebyly kombinace s malo ¢etnym polymorfismem SOD3 sledovany.

Ani jedna z téchto kombinaci neukéazala vyznamny vztah k riziku nddorového onemocnéni
pankreatu. Literarni udaje pro sledované kombinace nejsou k dispozici, a tudiZ je tato studie
unikatni.

V ramci prace tedy nebyla nalezena zavislost alelické frekvence sledovanych enzymi
k riziku vzniku nadorového onemocnéni pankreatu. Vysledky studie bude tfeba ovéfit na vétsich
skupinéach pacientt a kontrol s ohledem na udaje o koufeni, které nebyly v dobé prvniho hodnoceni
vysledki k dispozici (nabér dat trva). Koufeni mize byt také jednim z pfispivajicich faktord
vedoucich k rozpornym vysledkiim, nebot’ je jednim z nezavislych rizikovych faktorti karcinomu
pankreatu.
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6.2. STUDIE ZAMESTNANCU EXPONOVANYCH A
NEEXPONOVANYCH STYRENU

Mezinarodni organizace pro vyzkum rakoviny IARC Kklasifikovala styren jako mozny lidsky
karcinogen skupiny 2B [IARC 1994 a 2002] a jeho hlavni intermediat styren-7,8-oxid jako
pravdépodobny lidsky karcinogen skupiny 2A [TARC 1994].

K objasnéni mechanizmu genotoxického a pfipadné¢ i karcinogenniho plisobeni styrenu
na lidsky organizmus je nezbytné zjistit, jakou roli v tomto procesu hraje individudlni vnimavost
jedince respektive polymorfismy biotransformaénich enzymi metabolizujicich styren majici vliv
na jeho Ucinky.

V této praci byly sledovany =zavislosti mezi biomarkery wvné€j$i i wnitini expozice,
genotoxického Géinku a polymorfismy enzyml metabolizujicich styren. Jako mozné modifikatory
byly sledovany i faktory jako jsou vé€k, pohlavi a koufeni tabaku.

Metabolizmus styrenu za¢ina jeho oxidaci na styren oxid (SO), ktera je zprostfedkovavana
cytochromy P450 (CYP). SO je dale detoxikovan epoxidhydroldzou 1 (EPHX1) pfedev$im na
terminalni metabolity kyselinu mandlovou (MA) a kyselinu fenylglyoxalovou (PGA). Minoritni
cesty detoxikace styrenu spocivaji vkonjugaci SO s glutathionem za vzniku kyseliny
fenylhydroxyethyl merkapturové (PHEMA) nebo konjugatt vinylfenolu (VP-G, VP-S).

Analyza metabolitii styrenu potvrdila, Ze byly nalezeny metabolity vSech vyse popsanych cest

odbouravani styrenu, a tudiZ vybrané geny byly relevantni a vliv expozice prokazan.

POLYMORFISMY A BIOMARKERY EXPOZICE

Velmi vyznamna korelace, ktera byla nalezena mezi vSemi parametry expozice (Syzauch,
Skrev) @ metabolity styrenu (MA, PGA, VP-G, VP-S, PHEMA) navzajem (P <0,002), potvrdila, ze
analyzy byly provedeny velmi kvalitné a vysledky byly vhodné pro sledovani ulohy genetické
variability enzymt metabolizmu styrenu. Podobné zavislosti mezi markery vnéjsi i vnitini expozice
a metabolity styrenu v moci byly publikovany ve studii Vodicka a spol., 2004.

Skupina zaméstnancti laminarny byla na pracovisti vystavena primé€mé koncentraci 81,27
+ 56,34 mg/m’ (cca 39 ppm) styrenu v ovzdu$i (Svaun). Tato hodnota piedstavovala téme&t S-krat
niz& hodnotu ne je pripustny expozi¢ni limit (PEL) v Ceské republice 400 mg/m’. U kontrolni
skupiny nebyl styren ve vzduchu naméfen. Jako indikator vnitfni expozice byla sledovana
koncentrace styrenu v krvi (Syrey), kterd byla u exponované skupiny v priméru 0,56 + 0,43 mg/l, ale
v malé mife byla naméfena i v krvi neexponované (kontrolni) skupiny 0,07 + 0,06 mg/1. Pfitomnost
styrenu v krvi kontrolni skupiny, ktera byla tvofena také zaméstnanci laminamy (Ufednici), 1ze
vysvétlit jejich oblasnou expozici, ktera také byla potvrzena pfitomnosti t€émét viech metabolitli

styrenu (krom¢&€ PHEMA, které nebyly méfeny) v jejich moc¢i.
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Kyselina mandlovd (MA) a kyselina fenylglyoxalovd (PGA) predstavuji hlavni metabolity

styrenu vylu¢ované moéi a tvoii cca 90% z celkového mnozstvi vSech metabolitli [Johanson a
spol., 2000]. Jednim z faktord, ktery by mohl ovliviiovat mnoZstvi téchto metaboliti je aktivita
hlavniho detoxikaéniho enzymu metabolizujiciho styren oxid EPHXI1, kterd je determinovana
kombinaci polymorfismd v exonu 3 a 4. SniZena detoxikace styren-7,8-oxidu (SO) na MA a PGA
by se také mohla projevit ve zvySeném mnoZstvi minoritnich termindlnich metaboliti jako je
PHEMA ¢&i VP konjugati. Ve sledované populaci vSak Zadné korelace mezi polymorfismem
EPHXI a nékterym zuvedenych metaboliti nalezeny nebyly. Naopak byl nalezen vztah
k polymorfismu v GSTP1, kdy nositelé variantniho genotypu v GSTPI, ktery kdéduje enzym s nizsi
afinitou a stabilitou, méli vyznamné niZz8i hladiny MA, PGA i PHEMA oproti nositelim divokych
alel. Podle nazoru Teixeira a spol., 2004 by se oslabeni odbouravani styrenu vedlejsi cestou mohlo
projevit v posileni odbourdvani cestou hlavni resp. ve zvySeni MA a PGA. Tato zavislost viak
v na$i studii nebyla nalezena a ani pro ostatni GST neplati. Nami nalezeny vztah GSTP! k hlavnim
metabolitim styrenu dosud nebyl popsan a vzhledem k tomu, Ze vSechny metabolity koreluji
stejnym smérem, bude pfedmétem dalsiho vyzkumu na vétSich souborech exponovanych jedinci a
rovnéZ i cilem dalSich nezavislych studii.

Glukuronid a sulfit vinylfenolu (VP-GS) U skupiny exponovanych zaméstnancti byly naméfeny

také metabolity styren-3,4-oxidu (VP-GS), ktery vedle styren-7,8-oxidu tvofi alternativni minoritni
produkt oxidace styrenu. Tyto metabolity byly viadové niz8i koncentraci nalezeny i u
neexponovanych zaméstnanci. Pfispévek VP-GS k celkovému genotoxickému piisobeni styrenu
vSak nebyl dosud dikladn€ prostudovan [Manini a spol., 2003]. Nase studie navic nenalezla vztah
VP-GS k Zadnému ze sledovanych polymorfismd.

Fenylhydroxyethyl merkapturovd kyselina (PHEMA) Konjugace SO s glutathionem

reprezentuje dal$i minoritni metabolickou cestu, v niZ mnoZstvi terminalniho metabolitu PHEMA
predstavuje mén€ neZ 1% metabolitd styrenu [Vodi¢ka a spol., 2006]. V moé¢i exponovanych
zaméstnancli byly detekovany vSechny tfi sledované diastereomery PHEMA. V souladu se
studiemi De Palma a spol., 2001 a Manini a spol., 2002 byla i vna$i studii nalezena velmi
vyznamna zavislost mezi exkreci PHEMA a polymorfismem v genu GSTM! (P <0,001). Jedinci
s deleci GSTM1 vylu€ovali méné vSech diastereomerd, coZ vypovida o protektivni roli funkéniho
enzymu v odstratiovani SO z organizmu. Ve vy$e uvedenych studiich bylo u jedinct s deleci
GSTM1 nalezeno 5-6-krat méné té€chto metabolitli, stejné jako v nasi studii pro PHEMA M2T.
Diastereomeri MIRR a MIRS bylo nalezeno az 11-krdt mensi mnoZstvi ve srovnani s jedinci
nesoucimi GSTMI. Navic jsme nalezli jiz vySe diskutovany dosud nepublikovany vztah
polymorfismu GSTPI ke koncentraci PHEMA v moéi. Deleéni polymorfismus v GSTT! se dle
nami ziskanych vysledkii vyznamné nepodili na metabolizmu styrenu. Tento zavér je v rozporu

stfadou studii, v kterych se tento gen ukédzal byt dulezitym protektivnim faktorem pii vzniku
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genetického poskozeni [vy$$i reparaéni kapacita, Godderis a spol., 2004], [méné¢ SSB, Buschini a
spol., 2003] a nemame pro néj dosud vysvétleni.

Jednim z faktord, ktery se podilel na mnozstvi vyluéovanych metabolitd styrenu u nami
sledované exponované populace, byl také vé€k. U zaméstnancd starSich nez je prumémy vék ve
studii (37 let), bylo nalezeno mensi mnozZstvi konjugati vinylfenolu (VP-GS) v mo¢i. Starsi lidé
tedy diky pomalejsi glukuronidaci a sulfataci mohou byt vnimavéj$i ke genotoxickému pisobeni
styrenu. U star$ich zaméstnanct bylo v ramci této studie navic nalezeno vyznamné vyssi poskozeni
DNA, jmenovité vice mikrojadrer (MN, P = 0,003), chromosomalnich aberaci (CA1, P = 0,002) a
to pfedev§im chromosomalniho typu (CSA, P = 0,001). Je v8ak nutno podotknout, Ze odbouravani
styrenu pfes konjugaty vinylfenolu (VP) je povaZovano za minoritni cestu a nelze tedy jeji omezeni

povaZovat za hlavni zdroj nalezenych genetickych zmén.

POLYMORFISMUS A MARKERY GENOTOXICKEHO PUSOBENI STYRENU
Jednoretézcové zlomy (SSB) vyvolané endonukleazou ITI (SSB..4,) Vy$§i mnoZstvi SSB bylo

naméfeno u kontrolni skupiny ve srovnani s exponovanymi jedinci (0,54 + 0,26 vs. 0,29 = 0,21

SSB/10° Da). Tento vysledek je v souladu se studii Vodicka a spol., 2004, ale v rozporu s jinymi
studiemi, ve kterych byl vy3$8i vyskyt SSB nalezen u exponovanych jedinci a koreloval
s guaninovymi adukty [Vodicka a spol.,, 1999] ¢ CA [Somorovskd a spol., 1999]. Moznym
vysvétlenim je fakt, ze studie zroku 1999 byly provedeny na zaméstnancich exponovanych
v pruméru 14 let, av8ak soucasna studie se zabyva jedinci s primérnou expozici krat$i nez 4 roky.
Na druhé strané se zda, Ze relativné nizké hodnoty SSB u exponovanych osob byly zavislé na
uéinngj$i reparaéni kapacité (RCOHG), ktera ve starSich studiich nebyla sledovana. V nasi studii
navic oproti dfivéj$im pracim nebyla nalezena korelace SSB s expozici a metabolity styrenu.

Z markerti individudlni vnimavosti byl nalezen pouze vztah k polymorfismu EPHXI-
exon 4. Nosi€i alespoii jedné variantni alely méli vyznamné vy3$i mnozstvi SSB oproti nosi¢im
divokého genotypu (P = 0,002). Tento vztah v8ak nebyl potvrzen analyzou aktivity EPHX1
odvozené kombinaci obou sledovanych polymorfismd. V této analyze byl zaznamenan
kontroverzni vysledek kdy jedinci se stfedni (normalni) aktivitou EPHX1 méli téméf 2-kréat niz§i
hladiny SSB ve srovnani s nosic¢i alel pro vysokou, ale i nizkou aktivitu. Vysledky Naccarati a
spol., 2006, ukazuji na vy$si vyskyt SSB pouze u jedinci s nizkou aktivitou (ve srovnani s jedinci
se stfedni aktivitou). V nasi studii, podobné jako ve studii Naccarati a spol., 2006, nebyla nalezena
korelace SSB s expozici, vékem, pohlavim &i koutenim.

Z4dna zavislost nebyla nalezena ani pro SSB indukované endonukledzou III, coz je
v souladu se zavéry pifedchozi studie [Naccarati a spol. 2006]. Nebyl pozorovan ani rozdil
v rozdéleni SSB.,4, mezi kontrolni a exponovanou skupinou (0,15 = 0,33 vs. 0,12 + 0,14 SSB/ 10°
Da). Tento vysledek je v souladu se studii Vodicka a spol., 2004.
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Dvoujaderné buiiky s mikrojadry (BN+MN) U kontrolni skupiny byla nalezena nepatrné vyssi
frekvence vyskytu dvoujadernych bunék s mikrojadry BN+MN oproti exponované skuping (42,52
+ 8,08 vs. 40,52 + 9,29%). Opaény vysledek byl pozorovan ve studii Vodicka a spol. (2004), v niz
frekvence BN+MN pozitivné korelovala s expozici a jejimi markery i s v€ékem a vice BN+MN bylo
nalezeno u Zen nezZ u muzi (P < 0,001). V nasi kontrolni skupiné bylo vice Zen, coz mohlo mit na
mnozstvi BN+MN vliv, protoze obecné maji Zeny exponované genotoxinim vice MN ve srovnani
s muzi [Kirsch-Volders a spol., 2006]. Pro MN byla rovnéz zjisténa vyznamna korelace s v€kem
[Vodicka a spol., 2004], ktera diky vé€kovému rozdilu kontrol a exponovanych lidi mohla ovlivnit i

naméfené vysledky v této studii. Vztah BN+MN k markerdm vnimavosti (polymorfismim) ndmi

pozorovan nebyl.
Chromosomsilni aberace (CA) Zjisténd frekvence nejdileZitéjsiho markeru genotoxického

pusobeni, CA, byla stejné jako u SSB a SSB,4, nevyznamné vyssi u kontrolni skupiny oproti
skupiné exponované (3,44 + 2,30 vs. 2,88 + 2,02 %). Absence efektu expozice styrenu na frekvenci
CA byla nalezena i ve studii Vodicka a spol., 2004. Naopak ve studii Somorovska a spol., 1999
vy§§i CA u exponovanych pozorovany byly. Je pravdépodobné, Ze odlisné pisobeni styrenu na CA
bylo zplsobeno krat$i expoziéni dobou v nasi studii.

Vék jako jediny sledovany faktor pozitivné koreloval s vyskytem CA (CAy P = 0,002 a
CSA P =0,001). Z tohoto divodu vékovy rozdil mezi kontrolni a exponovanou skupinou miZze byt
dal$im vysvétlenim vy$$iho vyskyt CA u kontrol.

Vyssi vyskyt CA je v fadé studii spojovan, kromé expozice, také s nizkou aktivitou EPHX1
[Vodicka a spol., 2001; Musak a spol., 2008], ktera zprostfedkovana hydrolyzu resp. detoxikaci
celé fady xenobiotik véetné styrenu. Ve studii Musak a spol., 2008 byl vyssi vyskyt CA pozorovan
u kufakd a jedincd sdeleci genu GST7! exponovanych butadienu a dal$im xenobiotikiim
v gumarenskych zdvodech. Korelace s vékem vSak, na rozdil od nasi studie, pozorovana nebyla.
Jedinci s deleci genu GSTMI méli v nasi studii niz8i uroveri CTA (P = 0,042). Tento vysledek je
v rozporu s o¢ekavanou detoxika¢ni schopnosti GSTM1. Nicméné jiZ byla nalezena niZ$i frekvence
SSB (prekurzoru CA) u jedinci s deleci GSTM! oproti nosi¢im divokého (funk&niho) genotypu
[Buschini a spol., 2003]. Nelze ani vyloucit, Ze vzhledem k pomémé hraniéni vyznamnosti se mize
jednat o efekt mnohonasobného testovani a tudiZ fale$né pozitivni vysledek.

Delece genu GSTMI byla v literatufe popsana jako rizikovy faktor genotoxického
poskozeni také v kombinaci s nizkou aktivitou EPHX1 [Naccarati a spol., 2006] nebo v kombinaci
s deleci GSTT! [Bernardini a spol., 2002]. Ve studii Laffon a spol., 2003 bylo zji$téno genotoxické
pusobeni SO u jedincti s kombinaci variantni alely GSTP! s nizkou aktivitou EPHX1. V na8i studii
nebyla zavislost polymorfismi v GSTT! ¢i GSTP1 s markery genotoxicity pozorovana.
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REPARACNI KAPACITA

Vys§i kapacita opravy SSB po indukci vzniku 8-oxoguaninovych adukti (RCOHG) byla
nalezena u skupiny exponovanych zaméstnancli ve srovnani s kontrolni skupinou (1,17 + 1,04 vs.
0,73 £ 0,48 SSB/10° Da). Pozitivni korelace reparaéni kapacity na hranici vyznamnosti (P > 0,050)
byla pozorovana pro vnéjsi (styren ve vzduchu, S.,4.n) 1 vnitini expozici (styren v krvi, Siey)
styrenu. Vyznamnéj$i zavislost byla nalezena s hlavnimi metabolity MA a PGA (P = 0,030). Ve
studii Slyskova a spol. (2007) na men$im souboru (24 exponovanych a 15 kontrol) nebyla u
exponovanych jedincti nalezena vyznamnad korelace RCOHG s expozici (Svzauch, Skrev) ani
s markery genotoxického plsobeni styrenu — SSB. Ve shodé sna8i studii nebyla nalezena ani
korelace s CA. VyS$8i reparani kapacita ve zminéné studii byla pozoroviana pouze u
neexponovanych muzi (P = 0,010) a neexponovanych kufdkd (P = 0,037). Vysledky na$i i
publikované studie [Vodicka a spol., 2004] jsou v souladu s hypotézou, Ze kapacita reparace je
modulovéna expozici.

V ramci této studie byla jedind zavislost reparaéni kapacity na polymorfismu nalezena
v EPHXI-exon 3. Nosi¢i alesponi jedné variantni alely (kédujici enzym sniZ$i aktivitou) se
vyznadovali vyznamné niZ§imi hodnotami RCOHG oproti nosi¢tim divokého genotypu (P = 0,021).
Tento vysledek dosud nebyl publikovan, av8ak nebyl podpofen vysledky analyz aktivity EPHX1.
Je tedy nezbytné jej potvrdit nebo vyvratit nezavislou studii nebo na vét§im souboru. Vyznamné
vy$8i RCOHG byla dfive nalezena u jedinci s pfitomnosti funkéniho GSTM! ve srovnani s jedinci
s deleci tohoto genu (P = 0,008), aviak zavislost s polymorfismy v EPHXI nalezena nebyla
[Slyskova a spol., 2007]. NaSe studie naopak nenalezla vztah RCOHG k GSTMI. Niz§i RCOHG
byla nalezena také u jedincii zaméstnanych po delsi dobu (P = 0,045). Tato zavislost naznacuje, Ze
jedinci dlouhodobé€ vystaveni expozici styrenu ztraceji schopnost opravovat poskozeni DNA. Navic
niz§i mnoZstvi metabolith MA, PGA, VP-GS u téchto jedinch vypovidd o sniZzené schopnosti
odbouravani styrenu. Oba tyto nalezené vztahy by se mohly projevit ve zvySeném vyskytu
nékterych genotoxickych markert, av§ak Zddna takova korelace nalezena nebyla.

Schopnost reparace SSB vyvolané <y-zafenim (RCGy) byla u exponované populace
v porovnani s kontrolni skupinou vy$si (1,08 + 0,47 vs. 0,64 + 0,54 SSB/ 10° Da; P = 0,002). Z4dna
souvislost RCGy s polymorfismy gend metabolizmu styrenu ani s markery expozice & uéinku

nebyla nalezena.
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HEMOGLOBINOVE ADUKTY (Hb,,)

Hb,4 byly sledovany nejen jako marker vnitini expozice, ale i jako indikdtor schopnosti SO
atakovat nukleofilni mista. Na rozdil od klasickych genotoxickych markerti bylo vice Hb,q zji$t€no
u exponované skupiny ve srovnani s kontrolni (4,90 £ 2,60 vs. 2,47 + 2,14 pmol/g globinu; P <
0,001). Stejny trend byl pozorovan v dalsich studiich [Teixeira a spol., 2007 a Vodicka a spol.,
2003]. V ramci této prace byla nalezena vyznamna korelace Hb,q s hlavnimi metabolity styrenu
vmoti (MA a PGA; P = 0,023). Tato korelace byla u exponovanych jedincd pozorovéana také
ve studii Teixeira a spol., 2007 (P < 0,020), nicméné stejn¢ jako v nasi ani v této studii nebyla
nalezena korelace Hb,y s expozici. Naopak korelace Hb,y s vné€jsi i vnitini expozici byla nalezena
u studie Vodicka a spol., 2003. Nalezena korelace Hb,q s SSB teoreticky miZe vypovidat o
schopnosti SO vytvafet kovalentni vazby s DNA. Vys8i vyskyt Hb,ys byl vnasi studii spojen
s mensim vyskytem SSB (P = 0,040). Naopak pfima zavislost mezi témito markery byla nalezena
ve studii Godderis a spol., 2004. Tato studie byla zaméfena na vliv genotoxického plisobeni styrenu
pfi nizké expozici (cca 10 ppm), kde nebyl pozorovan rozdil v hladiné Hb,y mezi exponovanymi a
neexponovanymi jedinci, ale byla zde ziskana korelace s expozici.

Jedinym polymorfismem, ktery (na hranici vyznamnosti) ovliviioval mnozZstvi Hb,y, byla
delece GSTTI. U jedinci s deleci tohoto genu byla sledovana vy$$i hladina Hb,4 oproti jedincim
s funkénim genem (P = 0,057). Delece v GSTT! je &asto spojovana s vy$§i hladinou poskozeni
DNA (BN+MN viz. Migliore a spol., 2006; SSB viz. Buschini a spol., 2003; reparaéni kapacita viz.
Godderis a spol.,, 2004; CA viz. Musak a spol., 2008). Vztah mezi hladinou Hb,y a timto
polymorfismem u lidi exponovanych styrenu dosud publikovan nebyl. Otizka vlivu polymorfismt
na mnoZzstvi Hb,4 a jinych genotoxickych markerti je nejcastéji diskutovana ve spojeni s aktivitou
EPHX1. Hypotézy predpokladaji, Ze N-terminalni Hb,q vznikaji vice u jedincti s nizkou aktivitou
EPHX1 diky nedostate¢né hydrolyze SO vedouci k jeho akumulaci v organizmu. V souladu s touto
hypotézou studie Teixeira a spol., 2007 popsala nalez niZ§iho mnozZstvi Hb,y u exponovanych
jedinci se zvySenou aktivitou EPHX1. V této studii v8ak byla pozorovana pouze zavislost mezi
Hb,4 a polymorfismem EPHX! v exonu 4, ktery aktivitu zvySuje o 25%, a nikoliv vztah k aktivité
odvozené kombinaci polymorfismii v exonech 3 (sniZeni aktivity o 60%) a 4. Celkové aktivita
EPHXI1 ani jednotlivé polymorfismy v na$i praci nemély na mnozstvi Hb,4 vliv a tudiZ nemtiZzeme
vySe uvedenou hypotézu potvrdit.

Z4adny ze sledovanych biomarkert expozice a u&inku nebyl vyznamné zavisly na pohlavi
ani na spotfebé tabaku.

Zavérem lze fici, Ze tato studie ukazala zna¢nou slozZitost sledovanych vztahl a naznadila,
Ze uloha metabolizmu v genotoxicité styrenu neni zdaleka jedinym dtleZitym faktorem. Oprava
DNA a bunéénéd regulace bude rovnéZz vyznamné pfispivat ke dfive zjisténym poznatkim o

genotoxicité styrenu.
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7. ZAVER

7.1. STUDIE PRIPADU NADOROVEHO ONEMOCNENI
PANKREATU A KONTROLNI SKUPINY

U vétsiny vzorkl se podafilo stanovit genotypy polymorfnich enzymi, jmenovité: SOD2
(AlaléVal), SOD3 (Arg231Gly) a NQO2 (Phe47Leu). Vysledky genotypovani NQO! (Pro187Ser)
byly pro udely komplexni statistické analyzy laskavé poskytnuty MUDr. Davidem Vranou. V
rozdéleni jednotlivych genotypl (divoky homozygot, heterozygot, variantni homozygot) ani ve
frekvenci variantnich alel sledovanych enzymi nebyly nalezeny mezi pacienty a kontrolni
skupinou statisticky vyznamné rozdily (P < 0,050).

V analyze rizika nosi¢stvi genotypl s variantni alelou (heterozygot, variantni homozygot,
heterozygot+variantni homozygot) vi¢i divokému genotypu (divoky homozygot) nebyl mezi
pacienty a kontrolami nalezen zadny statisticky vyznamny vztah (P < 0,050) ani u jednoho ze
sledovanych gentl.

Ani zhodnocenim dvougenovym kombinaci polymorfismi nebyla nalezena vyznamna
zavislost.

Zavérem lze tedy konstatovat, Ze nebyla nalezena 7adna vyznamna souvislost mezi

polymorfismy SOD2, SOD3, NOO2, NQOI a rizikem vzniku nddorového onemocnéni pankreatu.

7.2. STUDIE ZAMESTNANCU EXPONOVANYCH A
NEEXPONOVANYCH STYRENU

Pro sledované polymorfismy: EPHXI-exon 3 (Tyr113His), EPHXI-exon 4 (His139Arg),
GSTM1I (null-delece genu), GSTT! (null-delece genu), GSTPI1 (Ilel05Val) se u vétSiny vzorkl
podafilo stanovit genotypy a urit frekvence variantnich alel. Pro EPHX1 byla odhadnuta na
zéklad€ kombinaci obou polymorfismti celkova aktivita enzymu.

Pro polymorfismus EPHXI-exon 3 byla nalezena vyznamna zavislost s reparaéni
kapacitou, kdy nositelé alespoii jedné variantni alely kédujici enzym sniz8i aktivitou (tj. bud’
variantniho nebo heterozygotniho genotypu) méli vyznamné niZ$i hodnoty kapacity oproti
nositeltim divokého genotypu (P = 0,021).
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Polymorfismus EPHXI-exonu 4 koreloval s vyskytem jednofetézcovych zlomi (SSB),
mikrojader (MN) a hemoglobinovych adukti (Hb,q). Vyznamné vy$§i mnozstvi MN (P = 0,004),
Hb,q (P = 0,002) a niz8i mnoZstvi SSB (P = 0,002) bylo zjiiténo u divokych homozygoti ve
srovnani s nositeli alespoti jedné variantni alely (heterozygoty, variantnimi homozygoty) kodujici
zvys$enou aktivitu enzymu. Nalezené zavislosti obou polymorfismti EPHXI v3ak nebyly podpofeny
analyzou celkové aktivity EPHX1.

Vyznamné niz8i hladiny SSB byly zji$tény u jedincd se stfedni aktivitou EPHX1 oproti
jedinctim s aktivitou vysokou (P = 0,036).

Polymorfismus GSTM! vyznamné koreloval s metabolizmem resp. s mnoZstvim vSech
diastereomerti fenylhydroxyethyl merkapturové kyseliny (PHEMA) a s genotoxickym markerem
resp. chromatidovym typem chromosomalnich aberaci (CTA). U nositeli delece GSTMI byla
nalezena niz$i mnozstvi PHEMA MIRR (P < 0,001), M1RS (P < 0,001), M2T (P = 0,001) a niZzsi
hladiny CTA (P = 0,042) oproti nositeltim funkéniho GSTM1.

Pro polymorfismus GST7]/ nebyla nalezena vyznamna korelace ani sjednim ze
sledovanych parametri.

Polymorfismus v GSTP! vyznamné koreloval s hlavnimi metabolity styrenu kyselinou
mandlovou (MA) a kyselinou fenylglyoxalovou (PGA) (P = 0,044), s PHEMA MIRR (P = 0,020),
PHEMA M2T (P = 0,010). Vyznamné niz§i hodnoty téchto metaboliti byly nalezeny u variantnich
nez u divokych homozygotti. Korelace s genotoxicitou nebyla nalezena.

Nejvétsim rizikovym faktorem Zivotniho stylu pro vznik genotoxického poskozeni
predstavoval vy$si veék a Easte€né délka pracovniho poméru, kterd sebou pfinasi sniZeni reparacni
kapacity.

Zéavérem lze konstatovat, Ze byly potvrzeny jak znamé Gdaje (vztah GSTM! s metabolity
styrenu), tak nalezeny nové, dosud nezvefejnéné vztahy (vztah polymorfismi GSTPI k
metabolitim styrenu a EPHXI-exon 4 k markerim genotoxicity styrenu), naznaujici zna¢nou

sloZitost problematiky a potfebu dal$iho studia na vétSich a nezavislych souborech.

Diplomova prace byla sou¢asti grantovych projekti IGA 9422-3 a GACR 310/03/0437.
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8. PRILOHY

Ukazky genotypovani enzymi metodou PCR-RFLP, podrobné podminky jsou
uvedeny v kapitole 4.5.

194bp —>

118bp —» &

Obriazek P1: Genotypovani EPHXI-exon 3
Legenda: restrikéni enzym EcoRV; délka a teplota restrikce: 2 hodiny pti 37°C; 3% agorézovy gel
Vysvétlivky: 1 — marker Phil74/Haelll; 2, 3, 6 - heterozygot; 4 - variantni homozygot; 5 - divoky homozygot

Obriazek P2: Genotypovani EPHXI-exon 4
Legenda: restrikéni enzym Rsal; délka a teplota restrikce: 2 hodiny pti 37°C; 3% agorézovy gel
Vysvétlivky: 1 — marker Phil74/Haelll; 2 - heterozygot, 3 - variantni homozygot, 4; 5 - divoky homozygot
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281 bp——» §
234bp—> &
194 bp —>

<+— 275 bp GSTM1

<+— 175 bp GSTM2
118bp — 5

Obrazek P3: Genotypovani GSTM 1

Legenda: PCR produkt, 3 % agordzovy gel

Vysvétlivky: 1 — marker Phil74/Haelll; 2, 5 — GSTM1-null; 3, 4 — GSTMI-plus; GSTM2 (175bp) - pozitivni
kontrola

281bp—>§
234bp—» - §
194 bp —»§

118 bp —>

Obriazek P4: Genotypovani NOQO2

Legenda: restrik&ni enzym Smil; délka a teplota restrikce: 2 hodiny pti 55 °C; 3 % agor6zovy gel
Vysvétlivky: 1 — marker Phil74/Haelll ; 2, 3 - variantni homozygot, 4 - heterozygot; 5 - divoky homozygot;
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i 294 bp GSTP1
- —— 217 bp GSTTI

Obriazek P5: Genotypovani GSTT1
Legenda: PCR produkt, 3 % agorézovy gel

Vysvétlivky:1 — marker Phil74/Haelll; 2 —~ GSTTI-null; 3, 4, 5 — GSTTI-plus; GSTP1 (294bp) - pozitivni
kontrola

310 bp ) <«— 294 bp GSTP1
281 bp E— 234 bp GSTP1
234bp —>

217 bp GSTT1

«——60 bp GSTP1

Obriazek P6: Genotypovani GSTP!
Legenda: restrikéni enzym BsmAl; délka a teplota restrikce: 2 hodiny pfi 55 °C; 3 % agor6zovy gel
Vysvétlivky: 1 - marker Phil74/Haelll; 2, 4 - heterozygot; 3, 5 - divoky homozygot; 6 - variantni homozygot
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Tabulka P7: Zavislosti biomarkeri expozice a genotoxického piisobeni styrenu

Legenda: statisticky zhodnoceno Spearmanovym testem; R > 0, pfimé zavislost; R < 0, neptima zavislost;

P < 0,050, vyznamna korelace

R

P

N

R

)

N 52

R {0072 ]0130 [-0113 [ 0,011 | -0,165

P 10547 [ 0274 | 0434 | 0938 | 0316

N 73 73 50 50 39—

R ]0139 ] 0,143 | -0,196 | -0,038 | -0,142

P {0240 | 0228 | 0,172 | 0,795 | 0,390

N 73 73 50 50 39

R }0109 | 0137 | -0131] 0014 | -0.121

P 0357 | 0246 | 0,365 | 0922 | 0,462

N 73 73 50 50 39

R 10078 | 0,072 | -0,063 { -0,065 | -0,090

P 0514|0544 | 0665 | 0652 | 0587 | 0403 | 0684 | 0,933 | 0,853
N 73 73 50 50 39 47 7 77 n
R 1002110106 |-0,08 | 0,015 | 0,139 | 0,256 | 0,154 | 0,105 | 0,087
P 085 [0373 | 055 [ 0918 | 0398 | 0084 | 0,182 | 0,365 | 0,452
N 73 73 50 50 39 47 7 7 7
R 10065 | 0094 |-005{ 0,042 | 0,101 | 0,159 | 0,086 | 0,018 | 0,052
P 0582|0430 0730 | 0771 | 0541 | 0287 | 0459 | 0,879 | 0,654
N 73 73 50 50 39 47 7 7 7
R {0188 |-0,002|-0233| 0028 |-0149 | 0237 | 017 | 0,191 | 0,089
P {0113 (0988 [ 0104 [ 0848 | 0364 | 0,108 | 0,141 | 0,098 | 0,444
N 72 72 50 50 39 47 76 76 76
R 10141 ]-0116 ) 0,040 | 0,149 | 0,012 | 0,066 [ 0,000 | 0,052 | -0,015
P 1023 (0333|0782 | 0302 | 0943 | 065 | 0,998 | 0,654 | 0,898
N 72 72 50 50 39 47 76 76 76
R {0080 | 0080 |-0171| -0,003 | -0206 | 0242 [ 0,165 | 0,157 [ 0,077
P 0503 0503|0234/ 095 | 0208 ) 0102 | 0,153 | 0,175 | 0,506
N 72 72 50 50 39 47 76 76 76

Vysvétlivky: St.p. = statistické parametry; N = velikost souboru; S,,q4,cn = koncentrace styrenu ve vzduchu;
Skrev = koncentrace styrenu v krvi; MA = kyselina mandlova; PGA = kyselina fenylglyoxalova; VP-G =
glukuronid vinylfenolu; VP-S = sulfat vinylfenolu; VP-GS = VP-G + VPS = celkové mnoZstvi konjugatii

VP; PHEMAMIRRMI1RS,M2T) = diastereomery fenylhydroxyethyl merkapturové kyseliny; MN

mikrojadra; BN + MN = dvoujaderné buiiky s mikrojadry; SSB = jednofetézové zlomy DNA; SSB.y4, =
jednofetézové zlomy vyvolané endonukleazou III; RCGy = reparaéni kapacity po ozafeni 5 Gy; RCOHG =
reparani kapacita po vyvolani 8-oxoguaninovych aduktli; CAg = celkovy pocet chromosomalnich aberaci;
CTA = chromatidovy typ CA; CSA = chromosomovy typ CA; Hb,4= hemoglobinové adukty;
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Tabulka P8: Zavislosti biomarkerti genotoxického plisobeni styrenu

Legenda: statisticky zhodnoceno Spearmanovym testem; R = 1, zcela pfima zavislost; R > 0, pfima zavislost;
R <0, neptima zavislost; P < 0,050, vyznamna korelace

Z|0|0|Z|0|0|Z|0|0|Z|0(D|Z|V|0|Z(T0V|D|Z{0|0D|Z|0|0|=Z|0|0

Vysvétlivky: St.p.= statistické parametry; N = velikost souboru; MN = mikrojidra; BN + MN = dvoujaderné
buriky s mikrojadry; SSB = jednofetézcové zlomy DNA; SSB.,4, = jednofetézové zlomy vyvolané
endonukledzou III; RCGy = repara¢ni kapacity po ozafeni 5 Gy; RCOHG = reparacni kapacita po vyvolani
8-oxoguaninovych adukti; CA., = celkovy polet chromosomalnich aberaci; CTA = chromatidovy typ CA;
CSA = chromosomovy typ CA; Hb,4= hemoglobinové adukty;
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