PRIRODOVEDECKA FAKULTA UNIVERZITY KARLOVY
Katedra biochemie

STUDIUM VZTAHU GENETICKYCH POLYMORFISMU
BIOTRANSFORMACNICH ENZYMU A FREKVENCE
VYSKYTU CHROMOSOMALNICH ABERACI U OBECNE

POPULACE
Lenka Grosova

Vedouci diplomové prace: RNDr. Pavel Soucek, CSc.
Statni zdravotni ustav, Centrum pracovniho I€kafstvi, odborna skupina
biotransformaci

-

P¥irodouédeckd fakulta UK Praha 2006
KNIHOUNA CHEMIE

TVAATR ey

3233217250



,,Prohlasuji, ze jsem tuto diplomovou praci vypracovala samostatné
pod vedenim RNDr. Pavla Soucka, CSc. a vSechny pouzité prameny

jsem fadné¢ citovala.*



Piedevsim bych chtéla podékovat svému Skoliteli RNDr. Pavlu Souckovi,
CSc. za odborné vedeni a trpelivost pfi vypracovani této prace, dale kolektivu
skupiny biotransformaci SZU v &ele s MuDr. Ivanem Gutem, DrSc. za pomoc
pfi experimentalni préci a teoretickém piehledu zkoumané problematiky a .
MUDr. Ludovitu Musakovi, PhD (Martin) a MUDr. Marii Dusinské, CSc.
(Bratislava) za souhlas s pouzitim vzorkd genetického materialu a dat. Zarovén
dékuji pracovnikim Oddé€leni 1ékaiské biologie, Jesseniovy lékarské fakulty v
Martiné a Statniho zdravotniho ustavu v Bratislavé za poskytnuti vzorkd,
informaci z dotaznikii ucCastnikii studie a vysledki analyz frekvenci
chromosomalnich aberaci. Studie byla provedena s podporou grantl: Interni
grantové agentury Ministerstva zdravotnictvi CR, IGA &.: 8563-5, Grantové
agentury CR, GACR ¢&.: 310/05/2626 a 6 ramcového programu EU, ¢&.: FOOD-

CT-2003-505609.



Obsah.
1.Uvod
2.Teoreticka Cast
2.1.Rakovina
2.2.0nkogeny
2.3. Tumor supresorové geny
2.4.Geny kddujici opravné systémy
2.5.Biotransformaéni enzymy
2.5.1.Cytochromy P450
2.6.Genotoxické pisobeni sloucenin
2.6.1.1,3-butadien
2.6.2.DNA adukty
2.6.3.Hemoglobinové adukty
2.6.4.Styren
2.6.5.Strukturni chromosomalni aberace
3.Cile diplomové prace
4 Metodika prace
4.1.Charakteristika sledovaného souboru
4.2.Souhlas etické komise
4.3.Analyza chromosomalnich aberaci
4.4.1zolace DNA z krve
4.5.Genotypovani
4.5.1.0becna charakteristika genotypovani
4.5.2.PCR
4.5.3.Restrik¢ni analyzy fragmentt
4.5.4.Podrobné podminky analyzy
5.Vysledky
5.1.Statistické analyzy
5.2.Porovnani studované populace
5.3.Vysledky analyz
6.Diskuse
7.Zaveér
8.Prilohy
9.Seznam pouzité literatury

pwwl\)l\)l\)t\)»—tgg
-

SN0 b b BB WWWWWWWULWUWUWWNNDNDNE—
— O 0D ANWLWWWLW AN, PR, PRWLWNDODNODOR, L ONPRND—~—O00O



1. UVOD

Biotransformaéni enzymy jsou enzymy, které odpovidaji za detoxikaci a exkreci
cizorodych latek (xenobiotik). Rada biotransformaénich enzymi je v populaci polymorfni.
Jako polymorfismus se oznacuje pfitomnost uréité zmény v genu (bodova mutace, inzerce,
delece) u minimalné 1% populace.

Karcinogenese je vicestupfiovy proces, pii kterém dochazi ke zméné normalniho
bunééného ristu a diferenciace. Je vyvolavana fadou faktort. Jedna se o faktory fyzikalni,
biologické a také chemické. Mezi fyzikalni faktory lze zafadit napf. vliv UV zafeni
(karcinomy kiiZe), piisobeni rentgenového zafeni nebo expozici pti préaci s izotopy (S, 2P ).
S izotopy se setkdvame i v piirod€, jde naptiklad o I, Po a Sr. .Jako faktory biologické lze
uvést plisobeni onkovirii na lidskou genetickou informaci. Chemické faktory jsou napf.
polutanty Zivotniho prostfedi, ale také latky, které jsou endogenniho ptivodu a jsou tudiz
produkty naseho vlastniho organismu (napt. nékteré steroidni hormony). Karcinogenese miize
byt téZ vyvolana cizorodymi genotoxickymi latkami. VétSina karcinogennich procest je v§ak
stresu. Opomenout nelze ani expozici v povolani.

Karcinogeny jsou v lidském organismu metabolizovany. Dochazi k jejich detoxikaci a
nasledné exkreci z organismu, nebo k tvorbé reaktivnich intermediatd.

Polymorfismim biotransformaénich enzymi se dnes vénuje fada studii. Zabyvaji se
pfedevSim hledanich genotypl a kombinaci genotypi, které se Cast&ji vyskytuji u pacientti
néz u kontrolnich skupin. Odhad rizika vzniku onemocnéni je piesnéj$i, bere-li se v uvahu
vice biotransformaénich enzymu. Nejlepsi je uvazovat enzymy I. i II. faze biotransformace
zéroveti. Casto diskutovanym problémem je porucha detoxikace, ke které dochazi napt.
v pfipadé, Ze je enzym I. faze biotransformace aktivnéj$i néz enzym II. faze biotransformace.
Vyslednym efektem takovéto poruchy miZze byt vznik vét§iho mnozstvi reaktivnich

intermediatd a jejich pomalej§i odstrafiovani z organismu.

Studium polymorfismii v genech biotransformacnich enzymd mulZze pfispét
k diagnostice nadorového ristu a k posuzovani individudlni citlivosti vici plsobeni
karcinogent a kontaminant zivotniho prostfedi. Diky znalosti individualni citlivosti by mohlo
dojit ke zlepSeni moznosti odhadu jednotlivych zdravotnich rizik pfi styku jednotlivce

s riznymi polutanty a chemickymi latkami.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Rakovina

Rakovina je genetické onemocnéni, které vznika nasledkem patologickych zmén
v molekule DNA. V soucasnosti je piijimanou teorii tzv. teorie mechanismu bunééné
transformace. Rozhodujici roli zde hraje aktivace onkogeni a inaktivace tumor supresorovych
gend na zadkladé genetickych zmén. Mutace DNA jsou nevyhnutelné a dochazi k nim
spontanné s frekvenci 10 mutaci na gen na bun&né déleni. Tato hodnota je dana presnosti
replikace DNA a jejich oprav. V prib&hu Zivota se v lidském téle odehraje asi 10'® bun&&nych
déleni, tak’e k mutaci dojde pfiblizng v 10'° piipadech u kazdého lidského jedince.
K pfeméné normalni buiiky na rakovinnou je tfeba vice nez jedné mutace. Obvykle je tieba
alesponi péti nebo Sesti nezavislych mutaci, které vyradi regulaéni geny v buiice, aby se tato
stala nadorovou.

Uzky vztah k nadorovym onemocnénim maji onkogeny, tumor supresorové geny a

geny regulujici déleni buriky a geny opravy DNA.

2.2. Onkogeny

Bunééné onkogeny vznikaji z normalnich genti, tzv. protoonkogenti. Tyto za
normalnich fyziologickych okolnosti pozitivné stimuluji rist, proliferaci a diferenciaci buiiky.
Mutaci protoonkogenti v§ak vznikaji tzv. onkogeny, které produkuji proteiny (onkoproteiny),
Tyto onkoproteiny si sice zachovavaji svou zékladni funkci, ale jsou bud produkovany

v nadmémém mnozstvi, nebo maji zvySenou aktivitu. K nadmémé bunécné proliferaci miize

oy, ee

2.3. Tumor supresorové geny (antionkogeny)

Tumor supresorové geny (TSG) koduji proteiny, které za normalnich okolnosti
potlacuji bunéénou transformaci a proliferaci. Mutace inaktivujici TSG proto zpdsobuji
nadmémou bunéfnou proliferaci. Ke ztraté kontroly nad bunéfnou proliferaci musi byt
ztraceny nebo inaktivovany obé alely TSG, které jsou obsazeny v diploidni burice, jedna
funkéni alela zpravidla postacuje pro normalni regulaci bunééného cyklu. Inaktivace TSG
muzZe byt zpisobena mutaci, hypermethylaci nebo ztratou heterozygozity (pfitomnost pouze

jedné alely genu). Mezi nejznaméj$i TSG patii napf. p53.



2.4. Geny kodujici opravné systémy (reparaéni geny)

Repara¢ni geny jsou geny kodujici proteiny, které opravuji chyby vznikajici v prib&hu
replikace nebo mutace vznikajici vlivem napf: chemickych latek. Tyto geny maji spiSe

pasivni roli v regulaci ristu, ale jejich porucha usnadriuje maligni transformaci.

2.5. Biotransformacni enzymy

S biotransforma¢nimi enzymy se setkdvame u prokaryot i eukaryot. Bé&Zn€ je
nachazime v fadé tkani, napf. v jatrech, plicich nebo ledvinach. Tyto enzymy zodpovidaji za
detoxikaci a exkreci cizorodych latek (xenobiotik) 1 endogennich latek (napt: hormony,
vitaminy) z organismu. Mezi xenobiotika fadime léky, rostlinné metabolity a polutanty
Zivotniho prostiedi. VétSinou jde o latky nepolarniho charakteru, které jsou snadno rozpustné
v tucich. Hlavni role biotransformacnich enzymi spoéiva v pfevadéni té€chto chemickych
latek na produkty rozpustné ve vodé, které jsou snaze odstraiovany z organismu.
Biotransformaéni enzymy ovSem nekatalyzuji pouze detoxikaéni reakce, n€kdy dochazi
k tvorbé reaktivnich intermediatd, které poté mohou reagovat s makromolekulami (DNA,
RNA, proteiny, lipidy) a véazat se na n€. Touto vazbou mtize dojit k nevratnému poskozeni

téchto makromolekul a ke zméné funkce u proteinid nebo k mutacim u nukleovych kyselin

Biotransformadni reakce se uskuteciiuji ve dvou fazich. I. faze je tzv. funkeni a II. faze
je konjugaéni. Enzymy 1. faze biotransformace vnaseji funkéni skupinu (napf. OH) do
molekuly substratu a enzymy II. faze biotransformace pak tuto funkéni skupinu pouZivaji pro
konjugaci (napf. s glutathionem, kyselinou glukuronovou, sulfitem, glukosou nebo

cysteinem) a tvoii tak hydrofilni produkty.

Rada genli biotransformagnich enzymi je v populaci polymorfnich, u nékterych
existuji inaktivujici alely. Frekvence jednotlivych polymorfismt se Casto vyrazné 1i§i mezi
jednotlivymi populacemi -napf. mezi bélochy a asiaty. Polymorfni misto miize mit riiznou
polohu. Miize se nachéazet v kdédujici oblasti genu (exonu) , coZ mizZe vést ke zméné
aminokyselinové sekvence v proteinu, a tim ke zméné aktivity. Toto misto se miZe nachazet
také v nekodujicich oblastech (introny, 5° nebo 3° pfiléhajici oblasti), kde miZe mit za
nasledek zménu regulace exprese genu (ovlivnéni transkripce) nebo sestiihu vytvofené

mRNA (viz. tabulka ¢.1). Tyto zmény mohou také ovlivnit inducibilitu (odpovéd na



pfitomnost substratu v buiice) nebo afinitu enzymu (schopnost vézat substrat). Pravé zména
aktivity, afinity nebo inducibility biotransformacnich enzyml zptlisobena pfitomnosti
polymorfismi miiZze mit vliv na metabolismus jedince a miZe ovliviiovat detoxikaci

xenobiotik ¢i aktivaci prokarcinogend.

2.5.1. CYTOCHROMY P450

Cytochromy P450 (dale jen CYP) jsou enzymy, které v organismu zodpovidaji
predevsim za reakce I. faze biotransformace chemickych latek, vedoucich k jejich detoxikaci
a po reakcich II. faze biotransformace téZ k jejich eliminaci z bunék a k exkreci z organismu.
Tyto enzymy katalyzuji oxidacni, peroxidacni a redukéni reakce, které jsou zaclenéné do
metabolické transformace 1éCiv, polutanti, ale i endogennich latek (mastné kyseliny,

prostaglandiny, steroidy).

CYP jsou nejpocetnéjsi enzymy, které jsou zodpovédné za metabolismus 1é¢iv. Maji

-----

CYP se vyskytuji v riiznych formach (izoenzymech, izoforméach), které jsou fazeny do
riznych rodin a podrodin dle miry (stupn€) homologie jejich primarmi struktury (potfadi
aminokyselin) proteinovych molekul. Do stejné rodiny néalezi CYP, u kterych byla nalezena
vice nez 40% homologie aminokyselinové sekvence jejich proteini, do stejné podrodiny poté
ty, které vykazuji homologii vice nez 60%. Zjednoduseni oznaceni cytochromt P450 pochazi

z nového systematického nazvoslovi: CYtochrome P450 [Nebert a kol., 1989 a 1991].

Exprese genti CYP je regulovana pomoci tfi mechanismi:
1) aktivace transkripce (nejcastéjsi zplisob)
2) stabilizace mRNA (napi. u CYP2E1)

3) stabilizace hotového proteinu (napf. ethanolem)

Dle predpokladi existovalo na pocatku (pted 2-3 miliardami let) jen mélo gent , které
kédovaly jednotlivé formy CYP. Pozdégji (asi pied 800 miliony let) doSlo k extrémnimu
zmnozeni forem CYP vlivem tzv. ,ssouboje rostlin a zivoCichi®. Jejich koexistence totiz

vyvolala potfebu vzniku ochrannych mechanismii, kterymi se rostliny branily pfed Zivo¢ichy,
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kteti vyhleddvali rostlinnou potravu. Rostliny zafaly produkovat rizné fytotoxiny a
fytoalexiny, na jejichz velké mnozstvi reagovali ZivoCichové zmnoZenim svych CYP
[Sarmanova, diplom. prace, 1999].

CYP se v lidském organismu vyskytuji v celé fadé€ tkani jako jsou ledviny, plice, kiize,
gastrointestinalni trakt (GIT) a mocové cesty. Velké mnozstvi CYP lze ovSem nalézt
v jatrech (jaternich mikrosomech). Jejich primémy obsah zde je asi 0,344 nmol/mg proteinu.
Hlavni enzymy P450 jsou uvedeny v tabulce ¢. 2. Korelace mezi mnoZstvim enzymu a vékem
¢i pohlavim nebyla nalezena. Mnozstvi CYP v jednotlivych tkanich nelze brat absolutng,
jelikoz jejich obsah zna¢né zavisi na mnoha faktorech jako je napf. geneticky polymorfismus,
vliv polutantd, vyziva, koufeni ¢i konzumace alkoholu. CYP jsou enzymy jak konstitutivni
(existuje stala hladina zéavisla na fyziologickych faktorech ), tak inducibilni, jejichZ hladinu
lze né&kolikanasobné zvysit podanim induktoru. Jednotlivé induktory CYP jsou uvedeny

v tabulce ¢&. 3.

Tabulka &.2: Obsah cytochromii P450 v lidskych jatrech

P450 %z celkového P450
1A2 13,0

1B1 1,0

2A6 4,0

2B6 0,2

2C 18,0

2D6 2,5

2E1 7,0

3A4 28,0

Tabulka £.3: Cytochromy P450 a jejich induktory

P450 Induktor

1A1 Tetrachlordibenzo-p-dioxin(TCDD)
1A2 TCDD, koureni

2A6 Koufreni

2B6 Barbituraty, dexamethason

2C Barbituraty, dexamethason

2D6 Barbituraty, ethanol

2E1 Ethanol, hladovéni, isoniazid

3A4 Barbituraty, dexamethason, rifampicin




2.5.1.1.CYP1BI1
Obr.1 3D struktura CYP1B1

CYP1B1 byl poprvé izolovan a charakterizovan v roce
1994 [Sutter a kol., 1994]. V roce 1996 byl lokalizovan
na chromosomu 2 do oblasti 2p21-p22 [Tang a kol.,
1996]. Gen o velikosti 8,5 kbp je tvofen tfemi exony,
z ¢ehoZz jsou kodujici pouze dva, které tvofi mRNA
dlouhou 5,1 kbp. Translaci vznikd protein o velikosti
544 aminokyselin. CYP1B1 je regulovan transkripénim
faktorem AhR (aromatic hydrocarbon receptor). V CYP1B1 bylo nalezeno né&kolik
polymorfismil. Intron 1 obsahuje polymorfni misto v nukleotidu 13, dochazi zde ke zméné
C—T. V exonu 2 jsou obsazena dvé polymorfni mista, v kodonech 48 a 119, a v exonu 3 jsou
tato mista tfi, v kodonech 432, 449 a 453. Ctyﬁ z téchto polymorfismi vedou k zdméné
aminokyselin. V kodonu 48 (Arg—> Gly), ve kodonu 119 (Ala— Ser), vkodonu 432
(Leu— Val) a v kodonu 453 (Asn— Ser) [Stoilov a kol., 1998].

CYPIB1 je hojné¢ exprimovan v nadorovych tkanich. Protein CYP1B1 svoji
hydroxylasovou aktivitou metabolizuje 1783-estradiol na 4-hydroxyestradiol, coZ je
endogenni karcinogen, u kterého se pfedpoklada vztah k rozvoji nadorového onemocnéni
prsu a délohy [Tuominen a kol., 2003].

Frekvence variantni alely (CYP1B1*3):

1) bélosi 45% [Rylander-Rudquist a kol., 2003]
2) asiaté 16-18% [Sasaki a kol., 2004]

Frekvence variantni alely (CYP1B1*4):
1) bélosi 18% [Rylander-Rudquist a kol., 2003]
2) asiaté 14% [Liang a kol., 2005]

Studie uvefejnéna v roce 2003 sledovala vztah mezi nadorovym onemocnénim prsu a
hormonaélni 1é¢bou u Zen po menopauze. Zeny, které uZivaly hormonélni preparaty déle nez
4 roky a zaroven byly nositelkami 432Val/Val genotypu vykazovaly vyssi riziko vzniku
nadorového onemocnéni (OR=2,0; CI 1,1-3,5 ) vporovnani s Zenami, které nebyly

nositelkami tohoto genotypu [Rylander-Rudqvist a kol., 2003]. Dalsi studie z roku 2004 byla



provedena na japonské populaci. Sledovan byl vztah CYP1B1 k nddorovému onemocnéni
ledvin. Frekvence genotypu 432Val/Val byla vyznamné vyssi u pacientt (12,3%) oproti
kontroldam (6,5%) (P=0,001). V této studii byl rovnéZ sledovan polymorfismus v kodonu
453, ale vSichni jedinci ze skupiny pacientd i kontrol byli nositeli 453Asn/Asn genotypu,
takZe nebyl zaznamenan Zadny rozdil v porovnani s dal§imi genotypy [Sasaki a kol., 2004].
Studie publikovana v roce 2005 sledovala nadorové onemocnéni plic ve vztahu k CYP1BI.
U kutékd, ktefi byli nositeli variantni alely bylo riziko vzniku onemocnéni vys$si (OR=2,78;

CI 1,46-5,29) nez u jedinci bez této alely (OR=2,27; 1,33-3,87) [Liang a kol., 2005].

2.5.1.2. CYP2E1
Obr.2 3D struktura CYP2E1

CYP2EI je enzym, ktery je indukovatelny ethanolem a
fadou dalsich latek napi: acetonem ¢i fyziologickych
faktord napt. hladovénim. U hlodavci (potkani, mysi) je
indukovatelny benzenem ¢i toluenem. Mezi jeho znamé
inhibitory patii aminoacetonitril, disulfiram nebo
diethyldithiokarbam4t.V lidském organismu je jeho
specifickym inhibitorem 4-methylpyrazol.

CYP2E1 metabolizuje hlavné malé a hydrofobni

molekuly. Bylo nalezeno vice neZ 100 specifickych
substrati CYP2E1 [Terelius a kol., 1993]. Aktivuje kyslik na radikaly a metabolicky aktivuje
znamé prokarcinogeny napi: styren, butadien, benzen, vinylchlorid a nitrosaminy [Guengerich
akol., 1991].

CYP2EL1 je dlouhy 11,7 kbp a je sloZen z deviti exonti. Translaci mRNA o velikosti
1,6 kbp vznika protein se 494 aminokyselinami. V genu CYP2E1 bylo popsano né&kolik
polymorfnich mist napi: Rsal, Dral, Taql.

Vyskytuje se hlavné v jatrech, ledvinach a plicich.

2.5.1.2.1.Polymorfismus Dral

Tento polymorfismus lezi v intronu 6,v poloze 7668. Dochazi zde k transverzi T — A
[Uematsu a kol., 1991]. Alely jsou oznaceny *1 a *6.

Frekvence variantni alely (CYP2E1*6):
1) bélosi: 8-10% [Hirvonen a kol., 1993; Person a kol., 1993; Matthias a kol., 1998]



2) asiaté: 21-31% [Uematsu a kol., 1991; Kato a kol., 1994; Hildesheim a kol., 1995; Yu a
kol., 1995]
3) €ernosi: 9% [Kato a kol., 1994]

Studie uvefejnéna ve Svédsku neprokazala na vyrazny rozdil v distribuci *1 alely mezi
skupinou pacientl a skupinou kontrol. Asi u 50% nositeld *1 alely byla rovnéZ nalezena -
1019 C— T alela v 5 — pfiléhajici oblasti [Persson a kol., 1993].

V dalsi studii [Wong a kol., 2000] se autofi zaméfili na vztah k onemocnéni jater.
Ani zde nebyly nalezeny vyrazné rozdily mezi frekvenci *1 alely u kontrolni skupiny a u

skupiny pacientll s cirhdzou jater popf. s karcinomem jater.

2.5.1.2.2. Polymorfismus Rsal

Tento polymorfismus se nachézi v 5¢ - pfiléhajici oblasti genu CYP2E1. Konkrétné
leZi v poloze -1019, kde dochazi k tranzici C - T [Uematsu a kol., 1991]. U bélocht je tento
polymorfismus v tésném vztahu k Pstl polymorfismu. Ten se nachazi v poloze -1259 a
dochazi u n&j k transverzi G - C. U africkych Ameri¢ant a Cifiand nebyl vztah téchto
polymorfismil potvrzen [Kato a kol., 1992]. Alely jsou oznaceny *1 a *SB.

Variantni alela *SB ma 10x vyssi transkripéni aktivitu nez alela *1B [Hayashi a kol.,
1991]. Diky vyssi aktivité alely *SB dochazi k leps$i toleranci alkoholu v disledku jeho
rychlej$iho odbouravani [Iwahashi a kol., 1995].

Frekvence mutované alely *5B (CYP2E1*5B):

1) bélosi: 2-10% [Pirmohamed a kol., 1995; Ladero a kol., 1996; London a kol., 1996;
Brockméller a kol., 1996, El-Zein a kol., 1997; Matthias a kol., 1998]

2) asiaté: 17-26% [Kato a kol., 1992; Tsutsumi a kol., 1994; Maezawa a kol., 1994;
Yamauchi a kol., 1995; Yu a kol., 1995; Chao a kol., 1995; Hildesheim a kol., 1995]

3) Portorikanci: 15% [Wu a kol., 1997]

4) cernosi: 2-7% [London a kol., 1996; Wu a kol., 1997]

Ve studii provedené ve Svédsku bylo uvetejnéno zjisténi, Ze mutovana alela *5B je
mnohem méné frekventovana u pacientli s nadorovym onemocnénim plic. Na zaklad¢ tohoto
pozorovani se predpoklada, Ze nositelé *SB alely maji mnohem niz§i riziko, Ze onemocni

nadorem plic [Persson a kol., 1993].



V dalsi studii se autofi zaméfili na vztah k cirhdze jater. Byla zde nalezena souvislost
mezi vy$§im vyskytem *5SB alely a jaterni cirhdzou. Frekvence alely *5B byla vyrazné vyssi
u pacientl nez u kontrol. [Tsutsumi a kol., 1994]. Stejny zavér byl publikovan v britské studii
[Pirmohamed a kol., 1995]. Dalsi studie byla zaméfena na vyzkum karcinomu jater. U
pacientd, ktefi pili vice alkoholu nez 80 g/den alesponi 5 x tydné, byl nalezen vys$si vyskyt
*1/*5B a *5/*5B genotypti (OR=3,0; CI 0,5-16,4), neZli u pacientl, ktefi pili pifileZitostné
(OR=1,2; CI 0,4-3,4). [Lee a kol., 1997]. Tato zjiSténi nebyla potvrzena v nasledujici studii,
kde naopak nebyl nalezen rozdil ve frekvenci vyskytu *5B alely mezi skupinou pacientti
s karcinomem jater a skupinou kontrolni [Wong a kol., 2000]. Studie zaméfena na vztah ke
skvamdznimu typu karcinomu jicnu, byla publikovana v Japonsku. Byl zde nalezen rozdil ve
frekvenci vyskytu *1/*1B genotypu mezi pacienty (71 %) a kontrolami (44 %). U jedinci,
ktefi jsou nositeli tohoto genotypu bylo nalezeno vyrazn€ vyssi riziko vzniku onemocnéni
(OR=3,2; CI 2,5-4,1) [Tan a kol., 2000].

V USA byla uvefejnéna studie tykajici se nadorovych onemocnéni ustni dutiny —
zahmuty zde byly napf. nadory mandli, ustni ¢asti hrtanu apod. Kontrolni skupina i skupina
pacientll byla sloZena z bélochi a africkych Ameri¢ani. Vyrazné vyssi frekvence *1/*5B
genotypu byla zaznamenana u bélochd ve srovnani s africkymi Ameri¢any v kontrolni
skuping. Stejny rozdil byl zaznamenan ve vyskytu mutované *SB alely. V této studii byl také
zminén vys$i vyskyt *1/*1B genotypu u pacientl v porovnani s kontrolami (P=0,033) [Liu a

kol., 2001].

2.5.1.3. Mikrosomalni epoxid hydrolasa 1 (EPHX1)
Obr.3 3D struktura EPHX1

Epoxid hydrolasy jsou fazeny mezi enzymy I. faze
biotransformace. Katalyzuji pfeménu rliznych
epoxidi, z nichz né€které mohou byt karcinogenni, na
trans-dihydrodioly rozpustné ve vodé€. Jde hlavné o
detoxikaéni enzymy. UGastni se téZ metabolismu
xenobiotik, jelikoZ navazuji na metabolismus CYP.
Pfimo se ucastni metabolismu styrenu. U téchto
enzymu nebyla zji$téna geneticka komplexita jako u

jinych enzymi, které metabolizuji xenobiotika (CYP,

GST). Byly popsany dva typy epoxid hydrolas:
mikrosomalni epoxid hydrolasa (mEH, EPHX1) a cytozolickd (sEH, EPHX2). Epoxid
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hydrolasy byly nalezeny pfedev§im v jatrech. Mnohem niz§i hladina byla detekovana
v plicich a lymfocytech.

Gen je dlouhy 20,3 kbp, nachazi se na chromosomu 1 a obsahuje devét exonl [Hasset
a kol., 1994]. Osm z téchto exont je kddujicich. Transkripci mRNA dlouhé 1,8 kbp vznika
protein o 456 aminokyselinach.

EPHX1 pfeménuje benzo(a)pyren 4, 5-oxid na benzo(a)pyren trans-4, 5-dihydrodiol,
jenZ je mén& mutagenni. U&astni se téZ metabolismu styren 7,8-oxidu na styrenglykol.

Polymorfismus EPHX1 byl charakterizovan Hassetem v roce 1994. Byla nalezena dvé
polymorfni mista v exonech 3 a 4. Obé tyto varianty maji vliv na enzymatickou aktivitu,
ovliviiyji téZ stabilitu a afinitu proteinu. Pokud jsou pfitomny obé€ varianty, aktivita enzymu
je normalni [Hasset a kol., 1994]. Z tohoto divodu je tieba sledovat oba polymorfismy a

kombinaci vysledkiti odhadnout pfedpokladanou aktivitu enzymu [Benhamou a kol. 1998].

2.5.1.3.1. Polymorfismus v exonu 3

V exonu 3 dochazi v poloze 337 k tranzici T — C a tim k zdmén¢ tyrosinu na na
histidin. Enzymaticka aktivita variantni formy je redukovana na polovinu [Hasset a kol.,
1994; Brockmoller a kol., 1996; Smith a kol., 1997].

Frekvence variantni alely (EPHX1%*3):
1) bélosi: 31-52 %
2) ¢ernosi: 17-20 % [Masimirembwa a kol., 1998]
3) asiaté (Cifiané) : 54 % [Hasset a kol., 1994; McGlynn a kol., 1995]

2.5.1.3.2. Polymorfismus v exonu 4

V exonu 4 dochazi k tranzici A - G v poloze 415. Tim dochazi ke zméné¢ histidinu na
arginin v kodonu 139. Enzymaticka aktivita variantni formy vzriistd o 25 % [ Hasset a kol,
1994].

Frekvence variantni alely (EPHX1%*4)
1) bélosi: 15 — 36 % [Hasset a kol., 1994; Brockmdller a kol., 1996; Smith a kol., 1997]
2) ¢ernosi: 26 -30 % [Masimirembwa a kol., 1998]

Studie uvefejnéna v roce 2002 v Australii neprokazala asociaci mezi polymorfismy

v exonech 3 a 4 knadorovému onemocnéni vajecniki. Bylo zde nalezeno témeét stejné
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zastoupeni variantnich homozygotli a heterozygotli u pacienti 1 u kontrol [Baxter a kol.,
2002].

Dalsi studie byla zaméfena na vyzkum kombinace genotypi GSTM1 a EPHXI.
Zavérem této studie byl poznatek, Ze vysoka aktivita EPHX1 byla spojena s rostoucim
rizikem vzniku nadoru hrtanu u bélochli s GSTM1 — null genotypem, ale ne u nositeld
GSTM1 —plus genotypu [Park a kol., 2003].

Autofi nasledujicich studii se zaméfili na vztah EPHX1 k nadorovému onemocnéni
plic. Ve studii uvetfejnéné v USA byl zminén piedpoklad, Ze vysoka aktivita enzymu EPHX1
je spojena se vzridstem rizika vzniku nadoru plic [Cajas-Salazar a kol.,, 2003]. Studie
provedena o rok pozdé&ji prokézala provazanost polymorfismu v exonu 4 a koufenim u muzi a
také souvislost mezi polymorfismem v exonu 3 a koufenim u Zen. U Zen vzrista riziko vzniku
kolorektalniho adenomu piredev§im u skupiny, ktera byla pii genotypovani oznacena jako
skupina normdalnich homozygoti a taktéZz u skupiny, kde byla spotfeba bali¢ki za rok
mnohem vys$§i nez 25, vzhledem k nekufackam. Naproti tomu stejnd souvislost nebyla

prokdzana u kontrolnich skupin muzi [Trama a kol., 2004].

2.5.1.4. Glutathion S-transferasy (GST)
Obr.4 3D struktura GST tfidy w

GST patii mezi enzymy II. faze biotransformace.
Dohromady vytvareji rozsahlou rodinu enzymd,
ktera katalyzuje konjugaci fady hydrofobnich a
elektrofilnich molekul s glutathionem (v
glutamylcysteinylglycin). VétSinou se jedna o reakce
detoxikaéniho charakteru. Hydrofobni latky jsou
pfeménovany na Kkyselinu merkapturovou, a
z organismu jsou vyluovany v moci. Detoxikaéni

reakce obvykle ptfedchézeji vzniku néadorového

onemocnéni, jelikoZ zabrafiuji vazbé karcinogenti na
DNA. Na druhé stran¢ nékteré molekuly po konjugaci s glutathionem ziskavaji karcinogenni
charakter. Mezi vedlejsi uéinky GST patii inaktivace cytostatik, které se uZivaji
v protinadorové chemoterapii [ Wormhoudt a kol., 1999].

GST obsahuji chiralni centrum, které rozpoznava stereoizomery- coZ znamena, Ze

GST jsou opticky stereoselektivni. Kazda podjednotka GST ma aktivni centrum, které
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obsahuje tzv. G- a H- mista, jde o vazebna mista pro glutathion a pro elektrofilni substrat.

Spoleénym substratem GST je 1-chloro-2, 4-dinitrobenzen.

Rizné formy GST je mozné najit v riznych tkanich. Vyskyt jednotlivych forem se
také méni v zavislosti na vyvinu jedince. Nékteré formy GST lze najit ve vysokych hladinach
v nadorovych burkéach.

Jednotlivé isoenzymy byly nejprve rozdéleny do osmi tfid- na cytosolické a
mikrosomalni. Savéi cytosolické GST byly rozdéleny do tftid a (GSTA), p (GSTM), 7
(GSTP), x (GSTK), w (GSTO), 8 (GSTT), 0 (GSTS) a { (GSTZ) [Strange a kol., 2001].

2.5.1.4.1. GSTM1

U této tiidy GST byl poprvé detekovan polymorfismus [Board a kol., 1981]. K detekci
bylo vyuZito elektroforetické analyzy lidského jaterniho extraktu. Pfiblizn€ 40 % jedincii
neexprimovalo detekovatelnou aktivitu. Jedince s deleci genu GSTM1 oznafujeme jako
GSTM1-null a jedince, ktefi tento gen exprimuji jako GSTM1-plus.

V né€kolika studiich byla nulova alela detekovana u leukocytd pomoci substratu trans-
stilben oxidu [Seidegard a kol., 1985]. V soucasné dobé¢ se ke stanoveni pouziva PCR.

Gen GSTM1 se nachazi na chromozonu 1, konkrétné lezZi na jeho kratkém rameni, je
dlouhy pfiblizné 5,9 kbp. Obsahuje 8 exonti [Zhong a kol., 1992]. mRNA o velikosti 1,1 kbp
kdduje protein tvofeny 219 amonikyselinami.

Dosud bylo popsano pét podrodin GSTM které jsou lokalizovany velmi blizko sebe
v oblasti veliké asi 20 kbp. Potadi jednotlivych podrodin je: GSTM4 —-GSTM2 -GSTM1,
GSTMS - GSTM3 [Xu a kol.,1998]. Vlivem nerovnomérného crossing-overu mezi dvéma
repetitivnimi oblastmi dochazi k deleci o velikosti 15 kbp, kterd zahrnuje GSTM1 [Xu a kol.,
1998]. Tato delece je velmi castd. GSTM1 je nejvice exprimovéana v jatrech [Hayes a kol.,
2000].

Frekvence delece GSTM1:

1) bélosi: 40-60 %  [Seidegard a kol., 1988; Hirvonen a kol., 1993; Zhong a kol., 1993;
Brockméller a kol., 1994; Matthias a kol., 1998]

2) ¢ernosi: 22-35 % [Masimirembwa a kol., 1998; London a kol., 1995; Chen a kol., 1996]

3) asiaté : 40 - 60 % [Nakachi a kol., 1993; Kihara a kol., 1994; Katoh a kol., 1995 a 1996;
Yu a kol., 1995]
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2.5.1.4.2. GSTP1

Gen GSTP1 je dlouhy 2,8 kbp a nachazi se na chromosomu 11. Obsahuje sedm exoni
[Cowell a kol., 1988]. V roce 1987 byla izolovana cDNA GSTP1 [Kano a kol., 1987]. Protein
tvofeny 211 aminokyselinami vznika translaci mRNA o velikosti 700 bp. GSTP1 je
extrahepatalni enzym, ktery je nejvice exprimovan v mozkové tkani [Hayes and Strange ,
2000].

V genu GSTP1 bylo nalezeno polymorfni misto v exonu 5, v poloze 313. Dochazi zde
k tranzici A= G, ¢imz dochazi ke zméné isoleucinu na valin v kodonu 105 vysledného
proteinu [Ahmad a kol., 1990]. Varianta se nachdzi v aktivnim misté enzymu. Varianta
s valinem ma niZ§i aktivitu a afinitu pro elektrofilni substraty [Ali-Osman a kol., 1997]. Alely
jsou oznaovany GSTP1*1 a GSTP1*2.

Frekvence varianty Val v kodonu 105:
1) bélosi: 27-34 % [Harries a kol., 1997; Ryberg a kol., 1997; Matthias a kol., 1998]
2) plvodni australsti obyvatelé: 11 % [Hartus a kol., 1998]
3) asiaté : 19 % [Hartus a kol., 1998]

2.5.1.4.3. GSTT1

GSTT]1 je hlavnim enzymem zaji$t'ujicim metabolismus mono- a dihalomethanu. Dale
se ucastni metabolismu ethylen oxidu, mono — a diepoxybutanu. Na rozdil od ostatnich GST
nemetabolizuje 1 — chloro — 2, 4 — dinitrobenzen [Meyer a kol., 1991].

Gen GSTT1 se nachdzi na dlouhém rameni chromozomu 22. Je dlouhy 8,1 kbp.
Translaci mRNA dlouhé 1,0 kbp vznika protein tvofeny 241 aminokyselinami [Pemble a kol.,
1994]. Nejvyssi exprese GSTT1 je v ledvinach a jatrech [Hayes a kol., 2000].

Frekvence delece genu GSTT1:

1) bélosi: 10-20 % [Warholm a kol., 1994; Trizna a kol., 1995; Kempkes a kol., 1996,
Elexpuru — Camigura a kol..1996]

2) ¢ernosi: 20-26 % [Masimirembwa a kol., 1998]

3) asiaté : 38 - 64 % [Lee a kol., 1995].

Studie provedena v roce 1997 v Japonsku na skupin€ tvofené z 158 pacientd a 174
kontrol prokézala, Cast&jsi vyskyt genotypu GSTMIl-null u pacientt, ktefi byli kuraky
(56,7%) nez-li u pacientli, ktefi nekoufili (43,3%). U kutakt rostla frekvence genotypu
GSTMI1-null u nadorového onemocnéni dutiny ustni, ale u nadoru hrtanu nebyla tato

frekvence vyrazné vyssi (OR=1,77; CI 1,04-3,01). U pacienti snadorem hrtanu byla
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frekvence genu GSTM1-null vyssi u skupiny pod 60 let (78,6%) neZz u starSich nad 60 let
Zivota (36,8%) (P=0,03). Ztéchto udaji vyplyva, Ze polymorfismus genu GSTMI1 je
modulovan vékem a koufenim. Vliv mé také odlisnost riznych typd nddorového onemocnéni
[Kihara a kol., 1997]. Dalsi studie provedena v Texasu v USA prokazala souvislost
s polymorfismem GSTM1-null a vznikem nadorového onemocnéni plic, mocového méchyte a
Zaludku. Nadory tohoto typu  patrné souvisi svlivem GSTM1 na metabolismus
enviromentalnich polutantd [Trizna a kol., 1995]. V roce 1995 byla provedena studie u
obyvatel Ciny a Ghany, prokazala vliv GSTM1 na vznik nadoru jater. GSTM1 se totiZ i¢astni
metabolismu mykotoxinu Aflatoxinu Bl v jaternich burikach [McGlynn akol., 1995]. Wen
Tan provedl v Cin& v roce 2000 studii, ktera potvrdila vztah mezi polymorfismy GSTM1 a
nadorovymi onemocnénimi hrtanu, plic, krku a hlavy.

Byla prokéazana vyrazné vyssi frekvence GSTMI-plus u pacientd (70%) nez-li u
kontrol (49,3%) (P<0,001). V této studii byl rovné€Z zminén synergismus mezi GSTM1 a
CYP2EIL. U jedinci, kteti byli nositeli kombinace CYP2E1 *1B/*1B a GSTMI1-null bylo
OR=4,4 (CI 1,8-10,8). U kombinace CYP2E1 *1B/*1B a GSTM1-plus bylo OR=8,5 (CI 3,7-
19,9) [Wen Tan a kol., 2000]. Studie provedena v Polsku v roce 2005 poukazuje na vyssi
frekvenci kombinace genotypi GSTMI1-null a NAT2 *4/*6A u pacientd snadorovym
onemocnénim hrtanu (13,8%) neZ u kontrol (6,0%) (P=0,001). GSTM1 polymorfismus
v kombinaci s jinymi geny napi. CYP1Al neprokazal vyrazny rozdil ve frekvencich u
pacientd a kontrol. Stejny zavér byl ucinén u kombinace polymorfismu GSTM1 s GSTT1
[Gajecka a kol., 2005]. V roce 2001 byla ve Finsku provedena studie zabyvajici se roli
polymorfismu GSTM1 v nadorovém onemocnéni prsu. Vyrazna korelace byla nalezena mezi
genotypem GSTMI1-null a rizikem vzniku nadoru prsu u Zen po menopauze (OR=1,49; CI
1,03-2,15) [Mitrunen a kol., 2001] Dalsi studie sledovala GSTM1 ve vztahu k nddorim
prostaty. Riziko vzniku nadorového onemocnéni vykazovalo mirny nartist u bélochti, ktefi
byli nositeli GSTM1-null genotypu (OR=1,54; CI 1,19-2,01). Tato vzestupna tendence je
jesté vice patrna u skupiny kufaki, nejvétsi riziko bylo nalezeno u muzd, ktefi vykoufili vice
nez 30 bali¢kl za rok (P=0,007) [Agalliu a kol., 2006]. Autofi studie provedené v USA se
zaméfili na sledovani glutathion — S — transferas. Pacienti v této studii trpéli nddorovym
onemocnénim hlavy a krku. Delece GSTM1 byla zaznamenana u 68% pacientt, ale jen u 48%
kontrol (OR=2,37; CI 1,20-4,67). Absence u GSTT1 genu byla nalezena u 45% pacientt, ale
jen u 36% jedinci z kontrolni skupiny (OR=1,47; CI 0,71-3,02) [Trizna a kol., 1995]. Dalsi
studie sledovala asociaci mezi deleci GSTM1 a GSTT1 gent a skvamoéznim typem karcinomu

hlavy a krku. Delece genu GSTMI1 byla nalezena u 53,1 % pacientli a 42,9 % kontrol

15



(P<0,05).

Delece GSTT1 genu byla detekovana u 32,7 % pacientii a u 17,5 % kontrol

(P<0,001) [Cheng a kol., 1999].

Ve studii provedené v Indii bylo publikovano zvySené riziko vzniku nadord plic ve

vztahu ke genotypu GSTT1 — null (delece GSTT1 genu). Tento genotyp byl zjistén u 21,9 %
pacientli, ale pouze u 8,9 % kontrol (P=0,014; OR=2,47; CI 1,2-5,1) U jedinct s deleci.

GSTM1 existovala asi 2,4x vys§i riziko vzniku nddorového onemocnéni plic [Sreeja a kol.,

2005]. Vztah GSTM1 k riznym typiim nadorového onemocnéni je uveden v tabulce &. 4.

Tabulka €.4: vztah nadorového onemocnéni a GSTM1 polymorfismu

Typ Sledovany Sledovana | Pacienti Kontroly | Statistika Citace
onemocnéni | polymorfismus | populace (%) (%)

Nadory GSTM1-plus 59 (32) 22 (52) OR=2,37 Trizna a
i::(\;y a GSTMonull Ameriané 127 (68) 20 (48) CI1,20-4,67 | kol., 1995
Nadory GSTM1-plus Polaci 152 (52,1) | 157 (48,9) Gajecka a
hrtanu GSTM1-null 140 (47,9) | 164 (51,1) kol., 2005
Nadory GSTM1-plus Cinané 23 (44) 69 (59) P=0,006 McGlynn a
jater GSTM1-null 29 (56) 47 (41) kol., 1995
Nadory GSTM1-plus Americ¢anky | 68 (49,2) 32 (41,6) | P>0,05 Lallas a kol.,
vajecniki GSTM1-null 70 (50,7) 45 (58,4) 2000
Nadory GSTM1-plus Ameri¢ané | 248 (47,4) | 274 (52,5) | P=1,54 Agalliu a
prostaty GSTM1-nul 311 (55,6) | 248 (47,5) kol., 2006

2.5.1.5. NAD(P)H: chinon oxidoreduktasa 1 (NQO1)
Obr.5

3D struktura NQO1

biotransformace.

kofaktory NADH nebo NAD(P)H. Tento enzym je

chinoniminy,

NQOTL je dvouelektrodova reduktasa, ktera se ucastni

metabolismu chinont. Patii mezi enzymy prvni faze

Jako donor elektronti vyuZziva

schopen redukce celé fady substrati napf. chinony,

glutathionyl-substituované

naftochinony, dichlorofenolindofenol, azoslou¢eniny
a nitroslouceniny. UCcastni se téZ bioaktivace

protinddorovych chinonli a nitrobenzend (napf.

mitomycin C). NQOI1 také konvertuje chinony na

relativné stabilni hydrochinony, které mohou byt dale konjugovany a vyluCovany, ¢imzZ
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nedochazi ke vzniku potencialné toxickych semichinonovych radikald (intermediaty ptechodu
mezi oxidovanou a redukovanou formou). Ne vSechny hydrochinony jsou vsak stabilni.
Labilni hydrochinony mohou reagovat skyslikem za vzniku zminénych semichinond.
Chinony a jejich redukované formy (hydrochinony) jsou zndmymi mutageny a tvoii adukty
s DNA. Ztrata funkce enzymu mize mit vliv na poS§kozeni DNA, jelikoZ pii expozici latkam
poskytujicim metabolity chinonii bude dochézet k redukénim reakcim na hydrochinony, které
mohou byt labilni.

NQOL1 je cytosolicky enzym a vyskytuje se jako homodimér s jednou molekulou FAD
(flavin adenin dinukleotid) v kazdé podjednotce [Siegel a kol., 2000, Belinsky a kol., 1993].
Gen je dlouhy 17,1 kbp a je lokalizovan na chromosomu 16. Obsahuje 6 exonti a mRNA o
velikosti 2,4 kbp. Kdduje protein s 275 aminokyselinami. V roce 1992 byla popsana tranzice
C na T v pozici 609, kterd zplsobuje zdménu prolinu na serin v kodonu 187 vysledného
proteinu. Tento polymorfismus vede ke 3 fenotypim:

1) normalni homozygot (Pro/Pro) — kompletni aktivita NQO1

2) heterozygot (Pro/Ser) — 3 x sniZena aktivita

3) variantni homozygot (Ser/Ser) — bez aktivity NQO1. Uplna ztrata aktivity enzymu u
variantniho homozygota je pravdépodobné zplsobena zvySenou degradaci variantniho

proteinu.

Frekvence variantni alely (NQO1*2):

1) bélosi: 13 —24 % [Schulz a kol., 1998 ; Nebert a kol., 2002]

2) cernosi: 22 % [Nebert a kol., 2002]

3) asiaté: 38 — 45 % [Naoe a kol., 2000 ; Yin a kol., 2001].
Exprese je indukovatelnd oxidativnim stresem, aromatickymi uhlovodiky, fenolickymi
antioxidanty, primyslovymi akrylaty a kovy. Rada nadori produkuje vysokou hladinu
NQOL.

Studie uvefejnéna ve Spanélsku vroce 2000 nalezla &ast&jsi vyskyt variantnich
homozygotid u skupiny pacientl (6,8 % ) oproti kontrolni skupiné€ (3 %) (OR=2,36; CI 0,97-
5,84; P=0,03). Pacienti vtéto studii trpéli nadory kolorekta. U skupiny mutovanych
homozygotd byla nalezena velmi nizkd az nulova aktivita enzymu. Tento enzym aktivuje
vitamin K, ktery je funkéni jako antioxidant a ma antimutagenni efekt proti ptlisobeni

heterocyklickych aminti z potravin. [Lafuente a kol., 2000].
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Dalsi studie se zabyvala vztahem k nadorovému onemocnéni plic. Bylo zjiSténo, Ze
pacienti, kteti byli nositeli alespoii jedné variantni alely, maji az 4 nasobn¢& vétsi riziko vzniku
malobunééného nadoru plic (OR=3,8; CI 1,19-12,1). Naproti tomu nebyla nalezena zadna
souvislost mezi NQO1 genotypy a nemalobunéénym typem nadoru plic. [Lewis a kol., 2001].
Autofi nasledujici studie publikovali souvislost mezi kombinaci genotypti NQO1 (normalni
homozygot) s GSTT1 — plus genotypem (OR=2,15; CI 1,03-4,48; P=0,042). Tato kombinace
genotypu vede ke zvySenému riziku vzniku adenomu plic. [Sunaga a kol., 2002].

Studie provedena v Némecku pfinesla zjisténi, Ze jedinci, ktefi jsou nositeli jedné
nebo dvou variantnich alel, maji vice nez dvojnasobné riziko na vznik onemocnéni jicnu
(P=0,0003). [Sarbia a kol., 2003].

V roce 2005 byly potvrzeny vysledky predchozi studie provedené ve Spanélsku
[Lafuente a kol., 2000]. Také v této studii bylo nalezeno vysoké procento variantnich
homozygoti ve skupin€ pacientd snadorovym onemocnénim kolorekta. v porovnani

s kontrolni skupinou (OR=1,5; CI 1,1-2,0) [van der Logt a kol., 2005].

2.6. GENOTOXICKE PUSOBENI CHEMICKYCH SLOUCENIN

Lidé pracujici v chemickém primyslu jsou pii své ¢innosti vystaveni plisobeni fady
chemickych sloucenin, které jsou po vstupu do organismu pfeménovany a metabolizovany na
snaze vyluCované metabolity. Mezi primyslové vyznamné latky patii napt.: propylen oxid,
epichlorohydrin, butadien a styren. In vivo jsou tyto latky metabolizovany pomoci cytochrom
P450-dependentnich monooxygenaz (CYP). Prvnim krokem pii detoxikaci téchto latek je
inkorporace atomu kysliku do substratu, ¢imz dochazi k transformaci lipofilnich chemikalii na
formu, ktera se lépe vyluCuje. U fady chemickych latek ovSem tato reakce vede k jejich

aktivaci a pfemené na tzv. ultimativni karcinogen.

2.6.1. 1,3 butadien

Je to hotlavy plyn, ktery byl ve velkém mnoZstvi produkovan béhem druhé svétove
valky. Dnes se vyuziva v primyslu pfedevS§im pifi vyrobé syntetickych pryzi a pryskyfic. Je
rovnéz soucasti automobilovych exhalaci, cigaretového koure atd.

Metabolizmem butadienu (BD) vznikaji tfi hlavni intermediady. Jako jednotlivi

¢initelé se od sebe 1isi v mutagennim potencialu i dalSich vlastnostech.
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Prvnim krokem pii metabolizmu BD je jeho pfeména na 3,4-epoxy-1-buten (EB).
Tento proces je spojen pfimo s cytochromy P450-konkrétné s CYP2E1 , ale také s CYP2A6 a
CYP4B1. EB je déle konjugovan s glutahionem na metabolit (M2), ktery je vylu¢ovan do
moce. EB muze téz podléhat hydrolyze , k ¢emuz dochazi pisobenim mikrosomalni epoxid
hydrolazy (EPHX1), a formovat tak dalsi intermediat buten-diol (BD-diol). BD-diol miZe byt
také konjugovan s glutathionem (metabolit M1) a vylouéen do moce. Dalsi moZnosti je
oxidace EB pomoci CYP2EI! za vzniku 1,2-dihydroxy-3,4-epoxybutanu (EBD).

Alternativni cestou metabolizmu EB je dalsi oxidace na 1, 2, 3, 4, - diepoxybutan
(DEB). Tento metabolit miZe byt hydrolyzovan pomoci EPHX1 na EBD nebo muize byt
konjugovan s glutathionem (metabolit M3) a vyluéovan do moce. Tato série krokd zahrnujici
epoxidace a detoxikace dava vzniknout tfem elektrofilnim metabolitim: EB, DEB a EBD. Je
nutné podotknout, Ze pouze u prvnich dvou bylo provedeno kvantitativni méfeni,. Naopak
podminky vzniku EBD byly zkoumany v in vitro studiich, které byly provadény s mikrosomy
izolovanymi z jater hlodavcl (mysi, potkani) a také s lidskymi mikrosomy. Zavérem téchto
studii bylo zji§téni, Ze jednotlivé metabolity se mohou li§it vzajemné ve svém mutagennim

potencialu az 200krat. DEB je pokladan za nejvice mutagenni, naopak EBD za nejméné.

2.6.1.1. Metabolity M1 a M2

Hlavnimi metabolity BD vyluCované moc¢i jsou dihydroxy-butyl-merkapturova
(DHBMA, M1) a monohydroxybutenyl-merkapturova (MHBMA, M2) kyselina. U M2
metabolitu byly zaznamenany dvé izoformy: R,S-1-hydroxy-2-(N-acetylcysteinyl)-3-buten a
R,S-2-hydroxy-1-(N-acetylcysteinyl)-3-buten. Pfedpoklada se , ze DHBMA je indikatorem
hydrolyzy 3, 4-epoxy-1-butenu (EB) , zatimco MHBMA indikuje detoxikaci tohoto epoxidu
pomoci konjugace s glutathionem.. Lze tedy uréit, kolik EB je pfeméfiovano a vylu¢ovano

mo¢i [Urban a kol., 2003].
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Struktury merkapturovych kyselin
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2.6.2. DNA adukty

Expozice BD dava vzniknout fadé DNA adukti. Metabolity BD se vazi do N7 —
pozice guaninu, N3 — pozice thymidinu a N1-, N3-, a N6- pozice adeninu. Komplikace pfi
identifikaci a kvantifikaci jednotlivych adukti miiZze pfinaSet diastereomerni povaha
nukleosidi a nukleotidd.

Studie provedena v roce 1999 Koiem byla zaméfena na vyzkum DNA aduktd u

potkand a mysi exponovanych BD v rozmezi od 20 do 625 ppm po dobu 4 tydnd. Bylo
nalezeno mnohem vét$i zastoupeni trihydroxybutylového aduktu v poloze N7 u guaninu
(THB - G) v porovnani s hydroxybutenylovym aduktem v poloze N7 guaninu (EB - G).
K identifikaci jednotlivych adukti zde byla pouZita kapalinova chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC — MS — MS). Ptivodné bylo pfedpokladano, Ze
THB — G adukty pochézi z vazby DEB na molekulu DNA, ale zjisténi, Ze zastoupeni téchto
aduktid je vétsi neZ EB — G aduktd bylo v rozporu s oéekadvanym vysledkem. DEB metabolit
totiZ vznika ve velmi malém mnoZstvi u potkanil i u mysi a tudiZ nemiZe byt ptivodcem
vzniku tak velkého mnoZstvi THB — G aduktd [Koi a kol., 1999] . Dal$im ptedpokladem tedy
bylo, Ze adukty pochazeji z EBD metabolitu. Tento piedpoklad potvrdil v roce 1999 Koivisto.
Pouzil metodu zvanou ** P — postlabelling. Pomoci této metody lze rozeznat, zda-li je THB —
G adukt plivodem z EBD nebo z DEB. Zavérem studie bylo zji§téni, Ze 98 % zminénymch
aduktd pochazi z EBD metabolitu [Koivisto a kol., 1999].

O dalsich metabolitech je znamo méné informaci. THB adukty v pozici N3 u adeninu
vznikaji v malém mnoZstvi a jsou rychle eliminovany depurinaci a opravnymi systémy. N6
adukt adeninu je zaznamenavam ve velmi malém zastoupeni — pfiblizn& 4 na 10° nukleotid.

[Zhao a kol.; 1998]. Sledovani vyznamnosti tak malého mnozZstvi aduktii je problematické.
2.6.2.1. Metody urc¢ovani adukti (modifikaci) v DNA

Detekce aduktd a jinych prekarcinogennich 1ézi v DNA je limitujicim faktorem
v poznavani jednotlivych molekuldrnich mechanismi a pocate¢nich fazi vzniku nadorového
onemocnéni. Proto v dne$ni dobé& dochazi k vyvijeni stale citlivéj$ich a specifictéjsich metod
vhodnych pro vyzkum DNA adukti.

Metoda vyuZivajici synteticky pfipravené radioaktivni preparaty jednotlivych
karcinogenii (znaGenych *H nebo '*C) se dodnes pouZivd pro testovani karcinogenity
chemickych slou¢enin. Vyhodou této metody je vysoka specifika radioaktivity znacicich

latek, nevyhodou ovSem je, Ze nemiiZe byt pouZita u loveka.
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Stanoveni, kterd jsou pouZitelna pro analyzu (biomonitorovani) lidského materidlu
musi spliiovat mnoho podminek 1) dostatecna citlivost pro detekci velmi nizkych koncentraci
aduktd, dale musi byt 2) efektivnost, tj.,, aby na stanoveni bylo dostacujici pouze
mikrogramové mnozZstvi DNA, 3) vysledky musi kvantitativné odpovidat expozici, 4)
vyuzitelnost i pro slouceniny, jejichz strukturu nezname a S) schopnost separace jednotlivych
aduktt, k jejich kvantifikaci a p¥ipadné i identifikaci.

Pro huménni pouziti se nejvice vyuzivaji metody imunochemické, fluorescencni,
hmotnostni spektroskopie spojend s ionizaci elektront (ESI-electron spray ionization MS),
laserova ionizace (MALDI-matrix-assisted laser desorption ionization MS) a *?P-
postlabelling. Nejvice podminek , které jsou vyZadované pro humanni pouziti spliiuje pravé
32p_postlabelling. Vyhodou metody je to, Ze analyza poskozeni DNA se provadi aZ po
odebrani vzorku z organismu. Tato metoda napt. pfispé€la k nalezeni ultimativnich forem
karcinogenniho barviva Sudanu I nebo k prokéazani piimé kovalentni vazby N-nitroso-N-

methylanilinu na DNA [Stiborova a kol., 1999].

2.6.3. Hemoglobinové adukty

Adukty vznikajici v molekule hemoglobinu (Hb) jsou vyuzivany jako biomarkery
expozice BD i jinym chemickym slouenindm. Tyto adukty pfinaSeji fadu vyhod do
epidemiologickych studii. Dochazi totiz k jejich akumulaci v ¢ervenych krvinkach, jejichz
doba Zivota je u ¢loveka asi 120 dni. U hlodavcii je tato doba krat$i — 40 dni u my$i a 63 dni u
potkand. V fad€ studii provadénych in vivo se hemoglobin vyuZiva jako biomarker misto
DNA.

Prvnim metabolitem BD, ktery reaguje s Hb je EB. Dochézi k formovani N — (2-
hydroxy-3-butenyl) valinového aduktu (MHB Val). Ve studii provedené vroce 1993
Ostermanem a Golkarem byla nalezena u nekufdkl koncentrace aduktd v rozmezi 1 — 3
pmol/g globinu. Pracovni expozice byla niz$i neZ 1 ppm. Zaznamenané mnoZstvi aduktii bylo
u lidi niz8i neZ u hlodavcti exponovanych davce cca 2 ppm [Osterman and Golkar , 1993 ].
Toto zjisténi potvrdila studie z téhoz roku provedend Albrechtem, kde bylo nalezeno asi
Skrat vys$§i mnozstvi Hb adukti u mySi nez u potkani (17nmol/g globinu a 3,5 nmol/g
globinu ) [Albrecht a kol., 1993]. V jiné studii bylo porovnano mnozstvi adukti mezi obéma
pohlavimi u mysi exponovanych 1000 ppm BD. Expozice trvala 13 tydnid. Vy$§i mnoZstvi

MHB Val adukti bylo nalezeno u samicek [Tretyakova a kol.; 1996].
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Dalsim aduktem hemoglobinu, ktery byl identifikovan je N-(2, 3, 4 — trihydroxybutyl)
valin (THB Val). O tomto aduktu se ptfedpokladalo, Ze vznika z DEB s jeho naslednou
hydrolyzou na trihydroxy adukt. V roce 1997 provedl Perez studii na potkanech. Zaméfil se
na formovani THB Val aduktu a doSel k zavéru, Ze tento adukt vznika pfednostné interakci
hemoglobinu s EBD [Perez a kol.,, 1997]. Tuto spornou otazku prozkoumal podrobné&ji
Swenberg. K ureni tohoto aduktu pouzil plynovou chromatografii ve spojeni s hmotnostnim
spektrometrem (GC-MS). Demonstroval THB Val adukt jako majoritni adukt Hb u hlodavci
au lidi. U mysi a potkanii byl pomér THB Val ku MHB Val 64:1 respektive 27:1, coZ
potvrzuje uvahu, Ze tvorba adukti Hb je u mysi vyss8i nez u potkand. Lze tedy fici, Ze mysi
jsou mén¢ zptisobilé k metabolizmu DEB na EBD,a proto je u nich nalézano vyssi zastoupeni
THB Val adukti [Swenberg a kol., 2001] .

UzZite¢nost sledovani adukti Hb byla prokazana Hayesem. V této studii byly

sledovany frekvence THB Val aduktd, mutaci v markerovém genu
hypoxanthinguaninfosforybosyltransferasy (HPRT), zamény sesterskych chromatid (SCE) a
chromozomalnich aberaci (CA). Mnozstvi THB Val aduktd odpovidalo expozici BD.
U dalsich sledovanych genotoxickych projevi nebyl nalezen Zadny rozdil ve vyskytu mezi
exponovanymi a neexponovanymi jedinci [Hayes a kol., 2000]. V roce 1995 provedl Kelsey
studii zaméfenou na sledovani SCE u jedinct s deleci GSTTL. In vitro zkoumal lidské
lymfocyty exponované DEB, kde nalezl vyssi zastoupeni SCE [Kelsey a kol., 1995].

Vroce 1996 poukédzal Rydberg na dal$i adukt Hb. Vznika vazbou DEB na N-
termindlni valin globinu, jedna se o N, N-(2, 3-dihydroxybuta-1, 4-diyl) valin (PYRV). Tento
adukt v8ak neni vhodny k vyuziti v monitorovani genotoxickych efekti BD [Rydberg a kol.,
1996]. Studie sledujici DNA a Hb adukty siln€ podporuji zavér, Zze EBD je jednim z hlavnich
elektrofilnich metabolitli, ktery se vaze do struktury téchto makromolekul. EB , ktery je
prekurzorem EBD, neni strukturné tak vyhodny pro vazbu na DNA ¢i Hb. Vedle EBD je
schopen tvorby aduktd téz DEB. M4 také elektrofilni povahu a je povaZzovan za velmi
vyznamny z hlediska svého mutagenniho a karcinogenniho potencialu. Velmi vyrazné rozdily
byvaji nachazeny v naméfeném mnozstvi DEB u mysi , potkani a lidi. Studie z roku 1994
provedend Cochranem piinesla zavér ohledné mutagenity metaboliti. DEB vykazoval az
100krat vys$si mutagenitu nez EB a 200krat vy$si nez EBD [ Cochran a kol., 1994].

Sledovani biomarkerti genotoxicity pomahd uréit citlivost jedinci vuéi riznym
polutantim Zivotniho prostfedi. Slouzi téZ k posouzeni vyznamu genetickych polymorfismi a

jejich ulohy ve vzniku nadorovych onemocnéni.
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V roce 2000 byla v Cin& provedena studie na 41 pracujicich, kteti byli exponovani BD
(stfedni hodnota expozice byla 2 ppm). Srovnani bylo vztazeno k 38 neexponovanym
kontrolam. U exponované skupiny byla zaznamenana zvys$ena hladina lymfocyti (P=0,002) a
zarovenn krevnich desticek (P=0,07) v porovnani s kontrolami. Mnozstvi THB-Val aduktti
korelovalo s expozici, ale genotoxické projevy (SCE, HPRT mutace) nebyly u exponovanych
pracovnikl ve srovnani s kontrolami vyznamné odlisné [Hayes a kol., 2000]. Autofi dalsi
studie se zabyvali monitorovanim THB-Val a MHB-Val adukti. Vyskyt obou aduktd
odpovidal expozici, ktera byla 1 ppm. Frekvence genotoxickych projevi se ani zde neliSila
mezi pracujicimi, ktefi byli exponovani, a kontrolami. Vztah nebyl nalezen ani mezi
polymorfismy glutathion S-transferas GSTM1 a GSTT1 a zastoupenim aduktt [Albertini a
kol., 2001]. ZvySené mnozstvi THB-Val adukti u exponovanych osob oproti kontroldm
nebylo zjisténo ani ve studii provedené v roce 2002. Mnozstvi M1 metabolitu vylu¢ovaného
moc¢i korelovalo s expozici, kterd byla 2 ppm. Prokazan byl ov§em vliv koufeni na formovani
THB-Val aduktu (P=0,027). Sledovani delece u GSTM1 a GSTTI1 pfineslo pozitivni nalez
vztahu ke zvySenému mnozstvi aduktti (GSTM1 delece, P=0,017) a (GSTT1 delece, P=0,05)
[Fustioni a kol., 2002]. Vroce 2004 byla uvefejnéna studie zaméfena na sledovani
biomarkerd genotoxicity (CA a SSB) vsouvislosti s polymorfismy gentt kddujicich
biotransformacni enzymy. V ivahu byly brany geny pro CYP2E1, EPHX1, GSTM1, GSTT1
a GSTP1. Nebyla nalezena Zadna asociace mezi zjiSténymi biomarkery a genetickymi
polymorfismy u GSTMI1, GSTT1 a GSTPl. U jedincti svyssi expresi CYP2E1l byla
zaznamenana zvySend frekvence CA, ale neSlo o statisticky vyznamné zvySeni (P=0,097).
Vyrazn€ vyssi frekvence CA byla nalezena u exponovanych osob s genotypy zptsobujicimi
nizkou aktivitu EPHX1 (P=0,05) v porovnani s osobami s vysokou a stfedni aktivitou enzymu
[Vodicka a kol., 2004].

Dalsi studie sledovala SCE a dal$i biomarkery u skupiny exponované nizkym
koncentracim BD (prim&mé mnozstvi dosahovalo 1,5 pg/m’). MnoZstvi biomarkerd
v exponované oproti neexponované kontrolni skupin€ nebylo vyznamné zvySené. Pokud byli
u exponované skupiny brani v uvahu kufaci, bylo nalezené mnozstvi SCE vyznamné vyssi

(P=0,004) [Lovreglio a kol., 2005].

2.6.4. Styren

IARC Kklasifikoval styren jako mozny karcinogen pro lidi (skupina IIB) a jeho
metabolit styren oxid jako pravdépodobny lidsky karcinogen (skupina IIA). Styren je in vivo
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metabolizovan fadou biotransformacnich enzymd, napi.: CYP2B6, CYP2E1, CYP1A2,
CYP2F1 a CYP3A4. Majoritnim metabolitem je styren 7,8-oxid (SO). SO se vaze kovalentni
vazbou na biologické makromolekuly, pfedev§im na DNA. Minoritnim metabolitem je styren
3,4-oxid, o kterém je zatim znamo mnohem méné informaci.

SO je schopen atakovat nukleofilni mista na DNA pomoci dvou uhlikli ozna¢ovanych
o a 8. Vazba pomoci S-uhliku probiha na dusik, ktery je vazan pifimo v aromatickém kruhu
purint a pyrimidini. a-uhlik reaguje naopak s exocyklickymi amino skupinami. Mezi nejvice
atakované baze patti guanin. Hlavnim mistem alkylace guaninu je N7-pozice, dale pak N2- a
O6-pozice. Adenin je nejcast&ji alkylovan na N3-, N1- a N6-pozicich. U cytosinu dochazi
k substituci na N3- a N4- pozicich. V nejmensi mife je alkylovan thymidin, a to na N3-pozici.
Na metabolizmu SO se podili EPHX1, ktera otvira aromaticky kruh a formuje styren glykol
(SG). Jeho dalsi oxidace pomoci alkohol- a aldehyddehydrogenas vede k tvorbé mandlové
kyseliny (MA) a fenylglyoxylové kyseliny (PGA). Minoritni cestou, ktera vede k odbouravani
SO, je obdobné jako u BD konjugace s glutathionem. Enzymy, které katalyzuji tyto reakce
jsou glutathion S-transferasy (GST). Konecnym produktem, ktery takto vznika je
fenylhydroxyethyl merkapturova kyselina (PHEMA). Jeji exkrece je silné ovlivnéna
polymorfismem GSTM1 [De Palma a kol., 2001] . Dalsi minoritni cestou, ktera je velmi malo
prozkoumana je oxidace postranniho fetézce styrenu na 4-vinylfenol (4-VP). Tento metabolit
byl poprvé zaznamenan u potkani v roce 1970 [Bakke a kol., 1970]. 4-VP mize byt téz
konjugovan za vzniku glukuronidu (4-VP-G) nebo sulfatu (4-VP-S) [Watabe a kol., 1982]. 4-
VP byl zaznamenéan v mo¢i zaméstnancii, ktefi byli exponovani styrenu [Pfiffli a kol., 1981],
ale také u dobrovolnik, kteti byli exponovani param styrenu [Haufroid a kol., 2002].

Studie prezentovana v roce 1999 byla provedena na skupin€ zaméstnanci pracujicich
v zavod& na vyrobu plasti. Sledovany zde byly O°- guaninové adukty, N-terminalni adukty
valinu v Hb , jednofetézcové zlomy (SSB) a frekvence mutaci HPRT v T-lymfocytech. O°-
guaninové adukty byly vyrazné vice zastoupeny ve skupiné exponovanych (5,9+4,9
adukt/10® nukleotidli) ve srovnani se skupinou kontrolni (0,7+ 0,8/ 108, P=0,001). N-
terminalni adukty valinu byly zaznamenany u skupiny exponovanych (1,7 + 1,1 pmol/g
globinu), ale ne u kontrol (detekéni limit 0,1 pmol/g globinu). MnoZstvi téchto aduktd
zarovei korelovalo s expozici. Statisticky vyznamny rozdil byl nalezen ve frekvencich mutaci
HPRT (exponovani, 22,3 + 10,6/10° ; kontroly, 14,2 + 6,5/10%; P=0,039) [Vodi&ka a kol.,
1999]. V dalsi préaci byla pracovni expozice styrenu sledovana u zaméstnancl pracujicich
v laminarnach. Sledovany zde byly DNA adukty, konkrétng O°-guaninovy adukt, dale CA,
SSB a adukty Hb. Styrenen indukované adukty Hb byly vyrazné vyssi u exponované skupiny
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Schéma metabolizmu styrenu
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(2,7 £ 1,87 pmol/g globinu) v porovnani s kontrolami (0,5 £ 0,8 pmol/g globinu,
P=0,001 ). Tyto adukty dobte slouzi také jako parametry expozice styrenu, jelikoZ odrazeji
atak reaktivniho SO na valin v Hb . MnoZstvi zaznamenanych adukti Hb v této studii
korelovalo smirou kumulativni expozice (P=0,006). Statisticky vy3& mnoZstvi O°
guaninovych DNA aduktl bylo zaznamenano v lymfocytech exponovanych pracovniki oproti
kontrolam (8,3 + 6,3 aduktd/ 10® nukleotidt respektive 0,8 £ 0,07/ 10® , P=0,001 ). Zastoupeni
aduktl guaninu silné korelovalo s expozici styrenu (P=0,006). Frekvence SSB byla, stejné
jako u ptedchozich biomarkerti, vys$si u exponované skupiny (23,9 + 10,6) ve srovnani se
skupinou kontrolni (10,7 + 5,3 ; P=0,001). Vyrazny rozdil byl taktéZ zaznamenan ve
frekvenci CA mezi exponovanou a kontrolni skupinou. Velmi vyznamny vliv na CA méla
kumulativni expozice styrenu (P=0,003) [Vodicka a kol., 2003]. Nésledujici studie provedena
o rok pozd€ji piinesla vysledky, které byly v uréitém rozporu se zavéry studie publikované
vroce 1999. SSB v DNA byly vyrazné€ niz$i u exponovanych osob neZ u kontrol. Tento
pracovniho poméru . Ve studii uvefejnéné vroce 1999 byli zaméstnanci exponovani
v priméru 14 let, kdeZto v této studii byl primér délky pracovniho poméru mensi neZ 4 roky.

Kapacita reparacnich systémi DNA byla vys$§i u exponovanych pracovnikii ve srovnani
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s kontrolami. Toto zvySeni odrazi efektivni stimulaci DNA reparac¢nich systémi po expozici
styrenu. V této studii byly také sledovany specifické metabolity styrenu vylu¢ované v moci.
Tyto metabolity vznikaji pii konjugacnich reakcich jako produkty minoritni cesty
metabolismu styrenu. MnoZstvi MA, PGA a 4-VP u exponovanych bylo az 10krat vyssi nezZ u
kontrol. Koncentrace diastercomeri PHEMA byla 1,8 + 1,4 mg/g kreatininu al,4 £ 1,3 mg/g
kreatininu pro M2 u exponovanych styrenu, kdeZto u kontrolni skupiny nebyly zaznamenany

[Vodic¢ka a kol., 2004].

2.6.5. Strukturni chromosomalni aberace

Kontinuita molekul DNA mize byt pisobenim mutagennich vlivii poruSena. Dochazi
ke vzniku CA. CA se hodnoti v lymfocytech, které byly kultivovany po dobu 48 hodin.
Sledovéni probihd v prvnich indukovanych mitézach, jelikoZ pozdé€jsi hodnoceni by bylo
ovlivnéno selekci poskozenych bunék (rychlost bunééného obratu) a uplatnénim repara¢nich
systémil. Za normalni se povazuje 1-2 % vyskyt CA. Nalez vyrazn€ vysSich hodnot svéd¢i o
mutagenni expozici. Enzymy reparacnich systému jsou schopné napojit volné konce DNA.
Napojeni se d€je na zdkladé komplementarity bazi. I pfesto, Ze tyto enzymy pracuji s velkou a
pfesnosti a specifikou, mtze dojit k chybnému napojeni ¢asti molekul DNA. Vznikne tak
zménény chromosom, ktery je dal pfedavan do dcefinnych bunék. Pfestavba miizZe byt
stabilni, pokud si chromosom zachova centromeru a telomery. Dojde-li ov§em ke ztraté jedné
z t€chto soucasti , hovofime o tzv. nestabilni pfestavbé. Strukturni pfestavby mohou poté
svymi fenotypovymi projevy poskodit zdravi jedince nebo jeho potomki. CA jsou nyni

jednim z nejsledovanéjsich genotoxickych projevii.

2.6.5.1. Typy CA

2.6.5.1.1. Delece

Hovotime-li o chromosomalni deleci, hovofime o ztraté ¢asti chromosomu. Znama je
tzv. termindlni delece , kdy se jednd o ztratu koncové €asti chromosomu. Vznika zlomem
chromosomu a naslednou ztratou centrického fragmentu. Dal$im typem je tzv. intersticialni
delece. V tomto piipad€ dochazi ke ztraté stfedni ¢asti chromosomu. Mezi zvlastni typy deleci
patfi ring chromosom (prstencovy chromosom). Vznika souasnym zlomem obou ramének

chromosomu a jejich naslednym spojenim. S deleci se rovnéZ spojuje vznik dicentrického
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chromosomu. Tento nestabilni Utvar vznika pfi soucasném zlomu dvou chromatid a jejich

spojeni. Vznikly chromosom tak obsahuje dvé centromery.

2.6.5.1.2. Duplikace
Chromosomové duplikace mivaji obvykle méné zavazné klinické projevy neZ delece.
Vznikaji crossing-overem nebo nepravidelnou segregaci chromosomt s translokacemi. Ve

fenotypu se projevuje efekt davky.”

2.6.5.1.3. Inverse

Inverse je strukturni pfestavba, pfi které dochazi k preruseni kontinuity chromosomu.
Vznika dvéma zlomy a naslednym napojenim odlomenych ¢asti v opaéném potadi. Ve vztahu
k centromefe hovofime o tzv. paracentrické a pericentrické inversi. Paracentricka inverse je
spojena s ¢astmi chromosomu mimo centromeru., kdeZto inverse useku s centromerou je
oznacovana jako pericentrickd. inverse. Pfi pericentrické inversi miize dochazet ke zméné

délky ramen chromosomu.

2.6.5.1.4. Translokace

Pii translokaci je ¢ast chromosomu vysStépena z pivodniho chromosomu a pfipojena
k chromosomu jinému. Vznika pfemisténim c¢asti chromosomd mezi nehomolognimi
chromosomy. Translokace mohou byt balancované (zachovava se stejné mnozZstvi genetické
informace v buiice) nebo nebalancované (pivodni mnoZstvi neni dodrzeno). Tzv. reciproka
translokace vznikd soucasnym zlomem dvou nehomolognich chromosomi a vz4jemnou
vyménou oddélenych ¢asti. Miize ovSem vzniknout i nahodnym crossing-overem mezi
nehomolognimi chromosomy. Polet chromosomi se neméni. Pii tzv. Robertsonové
translokaci dochéazi ke zlomu dvou akrocentrickych chromosomi s naslednou fiizi dlouhych
ramének obou chromosomui. Vznika balancovany karyotyp, jedinec vétSinou nema Zadné
fenotypové projevy, soucCasné ma vSak vysoké riziko, Ze jeho déti budou postiZeny

nebalancovanymi chromosomalnimi aberacemi.

2.6.5.2. Metody urcovani CA
Metody pro sledovani CA slouzi pro posouzeni genotoxickych vlastnosti riznych
chemickych sloucenin. Mezi nejcastéji pouzivané stanoveni patfi Giemsa barveni a

fluorescenéni hybridizace in situ (FISH).
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Prvni zminén4d metoda poskytuje informace o mistech, kde dochazi prednostné ke
zlomum. Nyni se stale vice vyuziva k detekovani mnozstvi CA, které vznikaji po expozici
chemickym latkdm nebo vlivem jinych podnétd, napf.: pisobenim radioaktivniho zafeni.
Pomoci této metody bylo naptiklad zji§t€éno, Ze centromerni heterochromatin v lidskych
chromosomech je regionem, kde dochazi velmi ¢asto ke zlomtim.

FISH vyuziva tii riznych typi DNA sond, které rozeznavaji repetitivni DNA
sekvence. Detekce aberaci je zalozena na vizualizaci barevnych zmén chromosomi
v metafazi. Tato metoda pfedstavuje vhodny zpisob jak studovat CA, které jsou stabilni. Jde
pfedevsim o translokace a inverse. Tyto druhy aberaci se klasickymi metodami obtizné

kvantifikuji [Hole¢kova a kol., 2004].
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3) CILE DIPLOMOVE PRACE

Hlavnim cilem prace bylo:
1) stanovit frekvence polymorfismi enzymi metabolizujicich cizorodé latky a ziskat tak
soubor dat o individualni vnimavosti vii¢i polutantim v Zivotnim prostedi stfedoevropské
populace
2) posoudit mozné vztahy mezi hlavnim biomarkerem genetického poskozeni,
chromosomalnimi aberacemi a individudlni vnimavosti
3) prispét k zacileni dalSich studii vedoucich k poznéani pfiin vzniku rizika nadorovych

onemocnéni, které je ve stitedoevropské populaci pomémeé vysoké

Diplomova prace se zabyvala studiem ¢asti velkého souboru vice nez 1200 osob u
nichZz byly vramci fady mezinarodnich studii odebrany vzorky genetického materidlu a
stanoveny frekvence chromosomalnich aberaci. Soucasné sledované osoby poskytly
informace do dotazniku cileného k poznani zakladnich faktori jejich Zivotniho stylu. Cilem
celé studie je nalezeni vztahu mezi poSkozenim genetického materialu, exposici a genetickou
vnimavosti, kterd je sledovana prostfednictvim polymorfismii v genech metabolismu, opravy

DNA a zakladnich bunéénych funkci (dé€leni, apoptosa, apod.).
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4. METODIKA PRACE

4.1. Charakteristika sledovaného souboru

Do studie bylo zafazeno celkem 413 zdravych osob, zaméstnanych v primyslu
zpracovani plastickych hmot, v nemocnicich a na ufadech. Nabéry byly uskute¢nény
v méstskych aglomeracich zdpadniho Slovenska ve méstech Bratislava, Liptovsky Mikulas,
Martin, Plichov, Ruzomberok a Trstend. Populace byla slozena z 250 Zen a 163 muZi o
primémém ve&ku 39 let. Kuréci predstavovali 30% ze sledovaného souboru. Nabor osob byl
veden tak aby zéakladni socioekonomické charakteristiky byly v souboru zastoupeny
rovnoméme. Formou komplexniho dotazniku byly sledovany nasledujici faktory: RTG v
poslednim roce, uzivani 1ékl, konzumace potravnich doplikl (napf.: vitaminy), zvla$tni
dietni navyky a hlavni faktory Zivotniho stylu (koufeni, konzumace alkoholu a kavy. Ziskana
kohorta reprezentuje etnicky homogenni populaci a z tohoto hlediska je vhodna pro sledovani
vztahu mezi biomarkery poskozeni DNA a genetickymi polymorfismy gend metabolismu
cizorodych latek. Odbér biologického materialu se uskute¢nil v ramci specializovanych
preventivnich prohlidek pracovnikd. VSichni t¢astnici byli pouceni o ucelu studie a potvrdili
svym podpisem souhlas se svoji ucasti ve studii (informovany souhlas). Podrobna

charakteristika souboru a jednotlivych podsoubort je uvedena v tab.¢. 4 a 5.

Tabulka €. 4: Charakteristika vékového a pohlavniho sloZeni souboru

Zeny (n=250)

muzi(n=163)

cely soubor (n=413)

vek 40,7 £ 16,0 36,2+ 15,5 39,00 £ 16,0
vék 38,0+ 1,0 295+1,2 36,0+ 0,8
vek, rozpéti 20-71 20-70 20-71
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Tabulka &. 5: Charakteristika souboru podle koureni

Zeny (n=250) muZi (n=163) cely soubor (n=413)
nekufaci 191 (77%) 96 (59%) 287 (70%)
kuféci 58 (23%) 66 (41%) 124 (30%)
veék kufakd, 37,8 + 14,0 36,0+ 13,8
hodnota = SD
veék nekuraku, 41,6 £ 16,5 36,5+ 16,5
hodnota + SD

4.2. Souhlas etické komise

Design studie byl schvalen Etickou komisi Martinské fakultni nemocnice a Etickou

komisi Ustavu experimentalni mediciny AV CR.

4.3..Analyza chromosomalnich aberaci

Na detekci chromosomalnich aberaci (CA) byla pouzita metoda cytogenetické analyzy
lymfocytd periferni krve - CALPL. Kultivace byla provedena v médiu RPMI-1640
obohaceném o prekolostralni teleci sérum pi 37° C. Mitotickd aktivita byla vyvolana
ristovym stimuldtorem, fytohemaglutinninem. Pro kazdého jedince byly zaloZeny 2 kultury
krevnich vzorkl. Po 48 hod. kultivaci bylo buné¢né déleni zastaveno roztokem kolchicinu. Po
hypotonizaci v 0,075 M roztoku KCl a fixaci ve smési metanol-kys.octova (3:1) byla ziskana
kultura lymfocytd. Z kazdého vzorku byly pfipraveny 2 preparaty a obarveny zasaditym
barvivem podle Giemsa-Romanowski [Valjus a kol., 1993]. Od kazdého pracovnika bylo
mikroskopicky vyhodnoceno 100 mit6éz s pomoci svételného mikroskopu pii zvétseni 1500-
krat. Pro hodnoceni byly pouzity pouze mitézy s dostatecné¢ oddélenymi chromatidami ve
stadiu metafaze bunécného deéleni. Poclet stanovenych aberantnich bun€k znamena pocet
bunék, ve kterych se vyskytl chromatidovy nebo chromosomalni zlom, pfip. chromatidova
nebo chromosomalni vyména (AHEM, 1989). Chromatidové a chromosomalni zlomy tvofily
minute, diminute, termindlni delece, terminalni zlomy a acentrické fragmenty. Chromatidové
a chromosomalni vymeény tvofily triradidly, kvadriradialy, dicentrické chromosomy s
fragmentem, tricentrické chromosomy s fragmentem, translokace chromozému a prstencové
(ring) chromosomy. Analyzy CA byly provedeny na pracovistich Oddéleni 1ékatské biologie,

Jesseniovy 1ékarské fakulty v Martin€ a Statniho zdravotniho ustavu v Bratislavé. Vysledky
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byly ziskdny se souhlasem pracovniklii vySe uvedenych ustavii reprezentovanych MUDr.
Ludovitem Musidkem, PhD (Martin) a MUDr. Marii Dusinskou, CSc. (Bratislava) v ramci

dlouhodobé spoluprace.

4.4. Izolace DNA z krve

Vzorky krve byly odebirany do vakuovych odbérovych zkumavek Vacutainer a

dopraveny do laboratoie, kde byly zpracovany.

4.4.1. Izolace lymfocytu

Krev z Vacutaineru byla ponechana na ledu pii 5 °C do uplného rozmrazeni. Poté byla
prelita do zkumavek typu Falcon s objemem 15 ml a doplnéna lyza¢nim roztokem (déale LR)
na celkovy objem 14 ml. Zkumavky s krvi byly umistény na rotator na dobu 10 min. a krev se
nechala lyzovat. Poté byla krev ve zkumavkach umisténa na 30 min. do lednice nebo do
vychlazené centrifugy a kazdych 5 min. promichavana otaCenim, ¢imZ se jeSt€ zlepSilo
lyzovani. Nasledn& byly zkumavky centrifugovany po dobu 15 min. p#i 6000 rpm pii 5 °C.
Supernatant byl odstranén a peleta byla promyta 4 ml sterilni destilované vody Milli Q (MQ).
Poté byla opét provedena centrifugace pii stejnych podminkach. Tento postup byl opakovan,
dokud peleta nebyla bila. Dale nasledovala izolace DNA nebo bylo mozné vzorky zamrazit a

DNA izolovat pozdéji.

4.4.2. 1zolace DNA

K peleté bylo ptfidano 800 ml pufru pro proteinasu K, byla provedena resuspendace na
vortexu a bylo pfidano 25 ul roztoku protinasy K. Nasledné bylo ptidano jeste 100 ul 10%
SDS, 1 ml 5M NaCl a 2,4 ml sterilni MQ. Probé&hla opét resuspendace a zkumavka se
nechala to¢it 10 min. na rotatoru. Do kazdé zkumavky bylo napipetovano 2,5 ml extrakéni
smési a smés byla ponechana na rotatoru po dobu 15 min. Poté probéhla centrifugace pti 6000
rpm po dobu 15 min. pfi 5 °C. Po centrifugaci byl obsah ve zkumavce rozdélen na dvé faze.

Vrchni ¢ira cast obsahovala DNA, kterd se opatrmé odebrala do Cisté zkumavky, do které
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byly pfedem napipetovany 4 ml 96% chladného ethanolu. Falkonkou se opatrné nékolikrat
oto¢ilo az do vytvofeni viditelnych precipitati DNA. DalS$im krokem izolace byla
centrifugace pii 6000 rpm pii 5 °C po dobu 15 min. Supernatant byl odstranén a peleta byla
promyta 70% ethanolem. Néasledovala centrifugace za stejnych podminek. 70% ethanol byl
odsét pipetou a peleta se nechala susit pfi pokojové teploté po dobu nékolika hodin. Dokonale
vysuSena peleta se nechala rozpustit v 1 ml sterilni MQ. Po izolaci byla na pfistroji Cary 300
(Varian, Palo Alto, CA, USA ) zméfena u vSech vzorkd koncentrace a Cistota DNA.
Absorbance byla méfena pfi vinovych délkach 260, 280 a 320 nm. Pomér Aje/Azs S€
pohyboval mezi 1,6 - 2,0.

Pro vypocet koncentrace byla pouZita rovnice:
c=50x%x Ay xn
¢ ... koncentrace v pg/ml
n ... fedéni vzorku

DosazZené koncentrace se pohybovaly v rozmezi 20 - 500 ug DNA/ml. Vzorky byly
nafedény na 10 pg DNA/ml. Narfedéné DNA byly pouziviny pro PCR reakce.
Koncentrované vzorky byly skladovéany pii -20 °C.

4.5. Genotypovani

4.5.1. Obecna charakteristika genotypovani

Ke zjisténi genotypu byla pouZita metoda polymerasové fetézové reakce s naslednou

restrikéni analyzou fragment (PCR — RFLP).

4.5.2. Polymerazova retézova reakce (PCR - polymerase chain reaction)

Metoda polymerazové fetézové reakce slouzi k namnozeni urcitého useku DNA
pomoci termostabilni Taq polymerazy. V reakéni smési jsou zapotiebi dva primery, které
ohrani¢uji dany usek DNA, reakéni pufr Taq polymerazy, MgCl,, dNTP
(deoxyribonukleosidtrifosfaty) a Taq polymeraza. Pro PCR je nutna znalost DNA sekvence
pro vytvofeni primeru..

Amplifikace DNA probiha ve tfech po sobé jdoucich krocich, které tvoti jeden cyklus
PCR:

1. Denaturace DNA pfi 94°C.
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2. Nasednuti specifickych primert pii teploté, kterou lze teoreticky odvodit podle Ty (melting
temperature, teplota tani) primerd, ale je tfeba ji experimentalné oveéfit pro riizné koncentrace
MgCl.
3. Prodluzovani dcefinnych fetézct pii 72°C.

Pocet cykli mize byt 25-40. Pfed zacatkem prvniho cyklu probihd vétSinou celkova
denaturace DNA, pét minut pii 94°C.
Vysledek PCR ovliviluje mnoZstvi a istota pouzité DNA, teplota a délka jednotlivych kroki
v cyklu, pocet cykll, koncentrace MgCl, , ANTP, primerd.

Obecné podminky pro PCR reakci:

e celkovy objem: 25 pul

® mnoZzstvi DNA: 50-100 ng

® koncentrace ANTP: 0,2 mM

® koncentrace primert: 0,25 mM (forward pro + vlakno, reverse pro — vlakno)
® Taqg-Purple polymerasa 1U/vzorek

® koncentrace MgCl; : rizna, je uvadéna u jednotlivych reakci

® jednotlivé programy amplifikace: rizné, jsou uvadény u jednotlivych reakci

Kontrola PCR produkti

Kontrola vysledku PCR reakce byla provadéna pomoci horizontalni elektroforézy ve 3%
agar6zovém gelu. Na gel bylo nanaseno 8 ul PCR produktu. Velikost produktu byla uréovana
podle markeru délky fragmenti DNA Phil74/Haelll (1,353bp, 1,078bp, 872bp, 603bp,
310bp, 281bp, 271bp, 234bp, 194bp, 118bp, 72bp). Elektroforéza probihala v elektroforetické
vané 30 minut aZ 1 hodinu pii napéti 100 V, v pufru 0,5krat TBE. Gel byl obarven ve vodném
roztoku ethidium bromidu (10 pug/ml) a fragmenty DNA byly vizualizovany pomoci UV-
transluminatoru (Sigma, St.Louis, MO, USA). Vysledek byl dokumentovan pomoci
dokumenta&niho systému Kodak EDAS 290 (dodava KRD s.r.o., Praha, CR).

PCR reakce probihaly v PCR termocycleru GeneAmp PCR System 2400 (Perkin
Elmer, Norwalk, CT, USA).
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Chemikalie byly zakoupeny pokud neni uvedeno jinak od firmy Sigma-Aldrich
(Praha, CR ), Taq Purple polymerase a pufry pro PCR byly od firmy Top-Bio s.r.o. (Praha,
CR), dATP, DTP, dGTP, dDTP, restrikéni endonukleasy, marker molekulovych hmotnosti
Phi 174/Haelll (produkty firmy New England Biolabs dodavané Biotech s.r.o., Praha, CR),
oligonukleotidové primery a agaréza pro elektroforézu (dodava KRD s.r.o., Praha, CR).
Elektroforéza nukleovych kyselin byla provadéna na horizontdlnich pfistrojich od firmy
Jordan Scientific Inc. JS (dodava Biotech sr.o., Praha, CR) a zdrojich proudu EC-105
(dodavatel KRD s.r.0., Praha, CR).

4.5.3. Restrik¢ni analyzy fragmenti (RFLP -restriction fragment lenght polymorphism)
U této metody se pouzivaji specifické restrikéni endonukleasy, které rozeznavaji

urcitou sekvenci bazi (vétsinou Etyfi aZ osm deoxyribonukleotidil). Mutaci v molekule DNA

dojde ke zméné cilové sekvence restrikéniho enzymu, ktery pak bud $té€pi nebo naopak

nestépi PCR produkt.

Obecné podminky pro restrikci

e celkovy objem 20 ul

o restrikéni pufr 2 pl/vzorek ( rizné sloZeni dle pouZitého enzymu)

e restrikéni enzym 1-4 U/vzorek

e délka trvani 2 hodiny p#i 37 °C

vyjimkou je analyza: GSTP1 - 2 hodiny pfi 55 °C a CYP1B1-kodon 432 - 4 hodiny p#i 37 °C

Kontrola produkti po restrikci

Vysledek restrikce byl analyzovan pomoci horizontalni elektroforézy v 3%
agarézovém gelu. Na gel bylo nanaseno celych 20 ul restrikéni smési. K ur€eni velikosti
jednotlivych fragmentii DNA byl pouzit marker Phil74/Haelll. Vysledné gely byly barveny
ve vodném roztoku ethidium bromidu (10 ul/ml) a dokumentovany systémem Kodak EDAS
290. Poté byl stanoven genotyp jednotlivych vzorkli: normélni homozygot, heterozygot a

variantni homozygot.
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4.5.4. Podrobné podminky analvzovani jednotlivvch genotypu

Genotypovani CYP1B1

Primery poZzité pro PCR reakci
1B1-F (forward): CAG GCA GAA TTG GAT CAG GT
1B1-R (reverse): TTT GGA CAG CAC TAT CAAGGA G

Podminky amplifikace:

e koncentrace MgCl; : 1,6 mM

e program: 1¢ 94 °C // 35 cyklt: 30 94 °C /30 65 °C / 30 72°C // 5 72°C 1/

10 °C navzdy
Ziskany fragment mél velikost 536 bp. Pted restrikci byl celkovy objem rozdé€len na dvé
poloviny. U CYP1BI1 se stanovuji dva polymorfismy, v kodonu 432 a kodonu 453.

Podminky restrikce:

a) CYP1B1-kodon 432
o 4 U/vzorek restrikéniho enzymu Olil
o restrik¢éni pufr R
o délka restrikce 4 hodiny pHi 37 °C

Hodnoceni genotypu ve 3% gelu - velikost fragment:
1) normalni homozygot (Leu432Leu) —308+228 bp
2) heterozygot (Leud432Val) — 536+308+228 bp
3) variantni homozygot (Val432Val) — 536 bp

b) CYP 1B1-kodon 453
o 2U/vzorek restrikéniho enzymu Mwoll
o restrikéni pufr Tango

o délka restrikce 2 hodiny pfi 37 °C
Hodnoceni genotypu ve 3% gelu - velikost fragmentd:

1) normalni homozygot (Asn453Asn) - 392 bp
2) heterozygot (Asn453Ser)— 392+248+144 bp
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3) variantni homozygot (Ser453Ser) — 248+144 bp

Genotypovani NOO1

Primery poZité pro PCR reakci
NQO-F (forward): GTA TCC TCA GAG TGG CAT TC
NQO-R (reverse): TCT CCT CAT CCT GTA CCT CT:

Podminky amplifikace:
® koncentrace MgCl, : 1,8 mM
e program: 1° 94 °C // 15 cykli: 30 94 °C / 30%“ 62-47 °C (pokles o 1 °C v kazdém
cyklu) / 30¢ 72 °C // 20 cykla: 30™ 94 °C / 30¢ 52 °C /30 72 °C //5¢ 72 °C /10° ¢
navzdy

Ziskany fragment mél velikost 233 bp.

Podminky restrikce:
o 1U/vzorek restrikéniho enzymu Hinfl
o restrikéni pufr 2

o délka restrikce 2 hodiny pti 37 °C

Hodnoceni genotypu ve 3% gelu - velikost fragmentti:
1) normalni homozygot (Pro187Pro)- 233 bp
2) heterozygot (Pro187Ser)— 233+198 bp
3) variantni homozygot (Ser187Ser) —198+35 bp

Genotypovani EPHX1

a) exon3

Primery pouzité pro PCR reakci

EPHX3-F (forward): GAT CGA TAA GTT CCGTTT CACC
EPHX3-R (reverse): AAT CTT AGT CTT GAA GTG AGG AT:

Podminky amplifikace:
® koncentrace MgCl, : 1,8 mM
e program: 1¢ 94 °C // 35 cykli: 30 94 °C / 1¢30¢56°C/30“72 °C//572 °C/10° C navzdy
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e Ziskany fragment mél velikost 163 bp.

Podminky restrikce:
o 2 U/vzorek restrikéniho enzymu EcoRV
o restrikéni pufr 3
o BSA-0,2 pl/vzorek
o délka restrikce 2 hodiny pii 37 °C

Hodnoceni genotypu ve 3% gelu - velikost fragmentd:
1) normalni homozygot (Tyr113Tyr)— 140 bp
2) heterozygot (Tyr113His)— 163+140 bp
3) variantni homozygot (His113His) —163 bp

b) exon 4

Primery poZité pro PCR reakci

EPHX4-F (forward): ACA TCC ACT TCATCC ACGT
EPHX4-R (reverse): ATG CCT CTG AGA AGC CAT

Podminky amplifikace:
e koncentrace MgCl, : 1,8 mM
e program: 1¢ 94 °C // 35 cyklii: 30 94 °C / 1430 60 °C / 30¢ 72 °C // 5¢ 72 °C / 10° C
navzdy
Ziskany fragment mél velikost 210 bp.
Podminky restrikce:
o 2 Ul/vzorek restrikéniho enzymu Rsal
o restrikéni pufr Y*/Tango
o délka restrikce 2 hodiny pti 37 °C

Hodnoceni genotypu ve 3% gelu - velikost fragmenti:
1) norméalni homozygot (His139His)-210 bp
2) heterozygot (His139Arg)— 210+164 bp
3) variantni homozygot (Arg139Arg) —164 bp
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Aktivita EPHX1 se urCuje se z kombinaci uréenych genotypi EPHX1 vexonu 3 a 4.(viz

tabulka ¢.6)

Tabulka €. 6: uréovani aktivity EPHX1

aktivita EPHX1 genotyp-exon 3 genotyp-exon 4
nizka *3/*3 *1/*1
*3/%3 *1/*4
*1/*3 *1/*1
*3/*3 *4/*4
stiedni *1/*1 *1/*1
*1/*3 *1/*4
*1/*3 *4/*4
vysoka *1/*1 *4/*4
*1/*1 *1/*4
Genotypovéani GSTM1

Toto stanoveni se provadi jako alel-specifické PCR a jako pozitivni standard se

pouziva fragment GSTM2 jehoZ ptitomnost signalizuje, Ze PCR prob&hlo v pofadku a

absence fragmentu GSTMI1 indikuje pfitomnost delece genu v homozygotnim stavu. Naopak

pfitomnost fragmentu GSTM1 znamena, Ze sledovany jedinec ma k disposici aspofi jednu

funkéni alelu GSTMI.

heterozygoti.

Primery pozité pro PCR reakci

GSTMI-F (forward) CTG CCC TAC TTG ATT GAT G (slouzi jako GSTM2-F )

GSTMI1-R (reverse): CTG GAT TGT AGC AGA TCA TGC
GSTM2-R (reverse): GAC TCA CTC TGA GCA TAG CAC

Podminky amplifikace:

® koncentrace MgCl, : 1,8 mM

Stanoveni neni schopné rozli§it normalni homozygoty od

e program: 30 94 °C // 20 cykld: 30 94 °C / 30 68-48 °C (pokles o 1 °C v kazdém
cyklu) / 30 72 °C // 15 cykld: 30~ 94 °C /30 52 °C /30 72 °C // 5 72 °C / 10° C

navzdy
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Ziskany produkt GSTM1 byl velikosti 275 bp,GSTM2 byl 175 bp.

Produkty se dale nestépily, aplikovaly se pfimo na gel.

Hodnoceni genotypu ve 3% gelu - velikost fragmenti:
1) normalni homozygot nebo heterozygot (GSTM1-plus) —275 bp (GSTM1) a 175 bp
(GSTM2)
2) variantni homozygot (GSTM1-null)- produkt GSTM1 nevznika a 175 bp (GSTM2)

Genotypovani GSTT1 a GSTP1

Delece genu GSTT1 a jednotlivé genotypy GSTP1 byly stanovovany zarovei.
Pfitomnost fragmentu GSTP1 slouzila jako pozitivni standard pro piipad absence fragmentu
GSTT1. Po provedeni PCR reakce bylo aplikovano 8 ul produktu na gel a byla uréena delece
genu GSTT1. Poté nasledovala restrikce a byly ur€eny genotypy GSTP1.

Primery pouzité pro PCR reakci

GSTP1-F (forward): TCC TTC CAC GCA CAT CCT CT
GSTP1-R (reverse): AGC CCC TTT CTT TGT TCA GC
GSTTI-F (forward): TTC CTT ACT GGT CCT CAC ATC TC
GSTTI1-R (reverse): TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA

Podminky amplifikace:
® koncentrace MgCl, : 0,8 mM
e program: 1° 94 °C // 35 cykld: 30 94 °C / 30¢ 54 °C /30 72 °C // 5¢ 72 °C /10° C

navzdy

Hodnoceni genotypu GSTT1 ve 3% gelu.-velikost fragmentid
1) normalni homozygot nebo heterozygot (GSTT1-plus)- 480 bp
2) variantni homozygot (GSTT1-null)- nevytvoril se PCR produkt

Podminky restrikce:
o 2U/vzorek restrikéniho enzymu BsmAlI
o restrikéni pufr 3

o délka restrikce 2 hodiny pii 55 °C
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Hodnoceni genotypu GSTP1 ve 3% gelu - velikost fragmentu:
1) normalni homozygot (Ile1051le)- 294 bp
2) heterozygot (Ile105Val)- 294+234, 60 bp
3) variantni homozygot (Val105Val) - 234+ 60 bp

Genotypovani GSTM3

Primery poZité pro PCR reakci
GSTM3-F (forward): TCA TGG TTT GCC GGG GAA
GSTM3-R (reverse): GGA ACT CAT CCA GGC ACT TG

Podminky amplifikace:
® koncentrace MgCl, : 1,5 mM
e program: 1¢ 94 °C // 10 cyklii: 30 94 °C / 1¢ 60-50 °C (pokles o 1 °C v kazdém cyklu)
/304 72 °C // 25 cykl: 30¢ 94 °C /30 52 °C /30 72 °C // 5¢ 72 °C /10° C navzdy
Ziskany fragment mél velikost 189 bp.

Podminky restrikce:
o 2 U/vzorek restrikéniho enzymu Eaml
o restrikéni pufr Tango
o délka restrikce 2 hodiny p#i 37 °C

Hodnoceni genotypu ve 3% gelu - velikost fragmentt:
1) normalni homozygot (*A/*A) —153 bp
2) heterozygot (*A/*B)— 189+153 bp
3) variantni homozygot (*B/*B) —189 bp
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5. VYSLEDKY

5.1. Statistické analyzy

Pro ugely statistickych analyz byli nekufici oznageni “0”, zatimco kufaci “17”. Zeny
byly oznaceny “1” a muzi “0”. Nositelé divokého genotypu byli oznaceni “1”, heterozygoti
“2” a nositelé variantniho genotypu “3”. Chromosomalni aberace byly vyjadfeny jako spojité
hodnoty. Za ucelem zvyseni statistické sily studie byli jedinci rovnéz rozdéleni na nositele
divokého genotypu a nositele aspori jedné variantni alely (tj. variantni homozygoti plus
heterozygoti). Kombinace genotypi byly sloZeny pouze z frekventnich polymorfismii tak aby
proti sob€ byly testovany hypotézy pozitivnich vs negativnich kombinaci (napt.: GSTM1-plus
+ GSTT1-plus vs GSTM1-null + GSTT1-null). Statistické analyzy byly provedeny pomoci
zékladnich testli deskriptivni statistiky (napf.: crosstabs), analyzy variance ANOVA,
jednoduché linearni regrese a multifaktorialni analyzy variance MANOV A pomoci programu
SPSS v 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Jako vyznamna byla hodnocena odchylka na
hladin€ P < 0.05. Korekce na mnohocetné testovani nebyly aplikovany, protoze vSechny testy
ovétovaly predem stanovenou hypotézu (negativni vs pozitivni genotyp nebo kombinace
genotypil). V piipadg, Ze pocet jedinct ve skupin€ byl méné nez 40 byl pouZit Fisheriv exact

test.

5.2. Porovnani frekvence variantnich alel u populace studované v této praci s populaci

Ceské republiky

Na zacatku zpracovani vysledki studie bylo tfeba validovat metodiky sledovéni
genetickych polymorfismli biotransformacnich enzymil. Za timto uéelem bylo provedeno
srovnani frekvenci polymorfismid u sledované populace (tabulka ¢.7) se znamymi udaji

ziskanymi studiem populace Ceské republiky (tabulka &.8) a s literarnimi idaji o dal$ich
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evropskych populacich. Frekvence variantnich alel v CYPIBI, EPHXI, GSTMI1, GSTM3 a
NQOI! ziskané na kontrolni skupiné byly srovnany s vysledky publikovanymi na ceské a
jinych bélodskych populacich [Sarmanova a kol., 2000 a citace tamté?, Mitrunen a kol.,
2001]. Zjisténé frekvence variantnich alel sledovanych biotransformacnich enzymi byly
v rozmezi frekvenci popsanych u jinych bélosskych populaci. Frekvence se podle ofekavani
vyrazné liSily od frekvenci zji§ténych u populace ¢ernosské a asijské. Uvedené vysledky jsou
v souladu s udaji z literatury, kde byl popsan vyrazny rozdil ve frekvencich polymorfismi

mezi populacemi [Vineis, 1999].

Tabulka ¢.7: Rozdéleni genotypii v populaci studované v této praci.

Gen normalni typ | heterozygot variantni typ frekvence
variantni alely

CYPI1BI, 432 Val/Val Val/Leu Leu/Leu 0,40

(Val— Leu) 156 211 70

CYPI1BI, 453 Asn/Asn Asn/Ser Ser/Ser 0,17

(Asn— Ser) 303 117 17

EPHX1, 113 Tyr/Tyr Tyr/His His/His 0,38

(Tyr— His) 191 149 93

EPHX1, 139 His/His His/Arg Arg/Arg 0,18

(His— Arg) 300 113 20

NQOI1, 187 Pro/Pro Pro/Ser Ser/Ser 0,18

(Pro— Ser) 296 125 15

GSTM3, intron A/A A/B B/B 0,14

6 del 3bp 326 99 13

GSTP1, 105 Ile/Ile Ile/Val Val/Val 0,33

(Ile= Val) 185 220 35

GSTM1 plus - null 0,48

(deletion) 230 212

GSTT1 plus - null 0,22

(deletion) 339 100
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Tabulka &.8: Rozdéleni genotypii v populaci Ceské republiky studované d¥ive.

Gen normalni typ | heterozygot variantni typ frekvence
variantni alely

CYPI1BI, 432 Val/Val Val/Leu Leu/Leu 0.41%*

(Val— Leu) 117 149 56

CYPI1BI1, 453 Asn/Asn Asn/Ser Ser/Ser 0.15%

(Asn— Ser) 297 116 17

EPHXI1, 113 Tyr/Tyr Tyr/His His/His 0.38**

(Tyr— His) 165 163 70

EPHX1, 139 His/His His/Arg Arg/Arg 0.20%*

(His—> Arg) 265 118 21

NQOI1, 187 Pro/Pro Pro/Ser Ser/Ser 0.15**

(Pro— Ser) 221 83 6

GSTM3, intron A/A A/B B/B 0.14%*

6 del 3bp 199 59 8

GSTPI1, 105 Ile/Ile Ile/Val Val/Val 0.30**

(Ile— Val) 203 162 41

GSTM1 plus - null 0.51**

(deletion) 199 205

GSTT1 plus - null 0.16**

(deletion) 342 67

* Jifi Hodis, diplomova préce, 2005
** Sarmanova a kol. 2000

Porovnani distribuce aktivit EPHX1 pfedpovézenych na zéakladé kombinace obou
sledovanych polymorfismii u populace studované v této praci ukazalo srovnatelné vysledky

jako u diive studované populace Ceské republiky (tabulka &.9).

Tabulka &.9: Rozdéleni fenotypii EPHXI1 ve sledované populaci a v populaci Ceské

republiky.
aktivita EPHX1 Sarmanova et al. 2004 tato prace
podet % pocdet %
nizka 162 44 198 45
stiedni 169 43 181 42
vysoka 52 13 57 13

Po tomto ovéfeni kvalilty zpracovani souboru byly zjisténé frekvence alel
biotransformacnich enzymi dale vyuzity ke studiu vztahu individalni vnimavosti a

genotoxicity.
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5.3. Vysledky analyz vztahui mezi individualni vnimavosti a chromosomalnimi

aberacemi jako markerem genotoxicity

5.3.1. Jednotlivé polymorfismy a celkové chromosomalni aberace

Souhrnné vysledky statistickych analyz vztahu jednotlivych polymorfismi
k celkovému poétu CA jsou uvedeny v tabulce 10. Hlavni vystup z analyzy variance

(ANOVA) je vyznacen tuéné v tabulce s nadpisem ANOVA.

Tabulka €. 10. Vysledky analyz vztahl mezi individualni vnimavosti a chromosomalnimi

aberacemi

A. CYP1B1-kodon 432 vs celkové CA

95% Confidence Interval for

N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
Lower Bound | Upper Bound
Val/Val 137 1,51 1,261 | ,108 1,30 1,72
Val/Ser 189 1,48 1,453 | ,106 1,27 1,68
Ser/Ser 61 1,56 1,385 | A77 1,20 191
Total 387 1,50 1,374 l ,070 | 1,36 | 1,64
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups ,324 2 ,162 ,085 ,918
Within Groups 728,426 384 1,897
Total 728,749 386

B. CYP1B1-kodon 453 vs celkové CA

95% Confidence Interval for

N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
Lower Bound | Upper Bound
Asn/Asn 273 1,54 1,374 ,083 1,37 1,70
Asn/Ser 98 1,30 1,186 1120 1,06 1,53
Ser/Ser 16 2,13 2,125 ,531 ,99 3,26
Total 387 1,50 1,374 | 070 | 1,36 1,64
ANOVA
Sum of l
Squares df Mean Square | F Sig.
Between Groups 10,735 | 2 5,367 | 2,871 ,058
Within Groups 718,015 | 384 1,870 |
Total 728,749 | 386 | !
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C. NQO1-kodon 187 vs celkové CA

‘ 95% Confidence Interval for
N Mean | Std. Deviation | Std. Error Mean
}1 Lower Bound | Upper Bound
Pro/Pro 264 1,50 | 1,409 087 1,33 1,67
Pro/Ser 106 1,55 | 1,346 ,131 1,29 1,81
Ser/Ser 15 1,33 976 ,252 79 1,87
Total 385 | 1,50 1,375 070 | 1,37 1,64
ANOVA

Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups ,650 2| ,325 71 ,843
Within Groups 725,594 382 ’ 1,899 l
Total 726,244 384 | \

D. aktivita EPHX1 vs celkové CA

‘ 95% Confidence Interval for
N Mean Std. Deviation ' Std. Error Mean
!
I Lower Bound | Upper Bound
nizka 170 1,58 1,379 ’ ,106 1,37 1,79
stredni 164 1,35 1,237 | ,097 1,16 1,54
vysoka 52 1,69 1,721 | ,239 1,21 2,17
Total 386 1,50 1,376 | ,070 1,36 1,64
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 6,588 2 3,294 1,748 ,176
Within Groups 721,912 383 1,885 ‘a
Total 728,500 385

E. GSTP1-kodon 105 vs celkové CA

95% Confidence Interval for

N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
Lower Bound | Upper Bound
lle/lle 162 1,48 1,315 ,103 1,27 1,68
lle/Val 199 1,48 1,414 ,100 1,28 1,67
Val/Val 30 1,73 1,388 ,253 1,22 2,25
Total 391 | 1,50 | 1,370 069 1,36 1,63
ANOVA
z
Sum of ‘
Squares df Mean Square | F Sig.
Between Groups 1,828 2 ,914 ,486 ,616
Within Groups 729,916 ’ 388 1,881
Total 731,744 | 390




E. GSTM1-delece vs celkové CA

|

95% Confidence Interval for

N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
Lower Bound | Upper Bound
GSTM1-plus | 199 1,36 1,234 ,087 1,18 1,53
GSTM1-null 192 1,64 1,487 ,107 1,43 1,85
Total 391 1,50 1,370 ,069 1,36 1,63
ANOVA
Sum of ‘ ]
Squares df | Mean Square F | Sig.
Between Groups 7,873 1| 7,873 4,231 | ,040
Within Groups 723,871 389 1,861 i
Total 731,744 390 | |
F. GSTT1-delece vs celkové CA
“ 5 95% Confidence Interval for
N Mean | Std. Deviation | Std. Error ‘ Mean
l [ {
| | ‘ Lower Bound | Upper Bound
GSTT1-plus | 262 1,57 | 1,281 | 079 | 1,42 1,73
GSTT1-null | 129 1,34 | 1,528 135 | 1,07 1,61
Total 391 1,50 | 1,370 ,069 | 1,36 1,63
ANOVA
' 1
Sum of ‘
Squares df | Mean Square F Sig.
Between Groups 4,630 1 ’ 4,630 2,477 ,116
Within Groups 727,114 389 ' 1,869
Total 731,744 390 |
G. GSTM3-intron 6 vs celkové CA
95% Confidence Interval for
N Mean Std. Deviation | Std. Error Mean
Lower Bound | Upper Bound
*ATA 295 1,53 1,352 ,079 1,38 1,69
*A'B 83 1,41 1,457 ,160 1,09 1,73
*B/'B 9 1,33 1,414 471 25 2,42
Total 387 1,50 1,374 ,070 1,36 1,64
ANOVA
[ !
Sumof | !
Squares | df Mean Square | F Sig.
Between Groups 1,233 | 2 616 | ,325 722
Within Groups 727,516 l 384 1,895 ‘
Total 728,749 | 386 |




5.3.2. Jednotlivé polymorfismy a hlavni typy chromosomalnich aberaci

Kromé celkovych chromosomalnich aberaci byly sledovany rovné€Z chromatidové a
chromosomové typy aberaci. Tyto parcidlni analyzy pfinesly jediny zajimavy vysledek —
vztah mezi polymorfismem v kodonu 453 CYP1B1 a chromosomovym typem CA (CSA) na

hranici vyznamnosti (P = 0.071, tabulka ¢.11).

Tabulka ¢ 11. Analyza vztahii mezi polymorfismem v CYP1Bl-kodon 453 a

chromosomovym typem aberaci (CSA)

CYP1B1-kodon 453 vs CSA

\ 95% Confidence Interval for

N Mean Std. Deviation } Std. Error Mean
| . Lower Bound | Upper Bound
Asn/Asn 273 ,88 1,228 | ,074 I 74 1,03
Ser/Ser 16 1,50 | 2,477 ! 619 | ,18 2,82
Total 289 92 | 1,328 | 078 | 76 1,07
ANOVA
T T [
Sumof | i
Squares ‘ df Mean Square } F Sig.
Between Groups 5,758 | 1 5,758 \ 3,290 ,071
Within Groups 502,249 287 1,750 |
Total 508,007 | 288 ‘

5.3.3. Kombinace polymorfismi a celkové chromosomalni aberace

Dale byly hodnoceny kombinace polymorfismt zkonstruované na zakladé frekvence
polymorfismii tak aby vkazdé skupiné byl ze statistického hlediska rozumny pocet
jednotlived. Tyto kombinace byly rovné€Z sloZeny tak aby byla testovana varianta
s pfedpokladanou normalni funkci proti negativni kombinaci, tj. aspori jedna variantni alela

v obou sledovanych polymorfismech. Testovany byly nasledujici kombinace:
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GSTM1 + GSTT1
GSTM1 + GSTP1
GSTM1 + NQOI
GSTM1 + EPHX1

Jedinou vicegenovou kombinaci, ktera byla testovana byla GSTM1 + GSTP1 +
GSTTI1. Ze vsech testovanych kombinaci byl ziskédn jediny statisticky vyznamny vysledek u
kombinace GSTM1-null + nizka aktivita EPHX1, ktera jedicne vyznamné predisponovala ke

vzniku vétsi frekvence celkovych CA (P = 0.033, tabulka ¢.12).

Tabulka ¢. 12. Vztah mezi kombinaci GSTM1, aktivitou EPHX1 a chromosomalnimi

aberacemi

GSTM1-delece + aktivita EPHX1 vs celkové CA

i Standardni | Standardni
N | Hodnota odchylka chyba 95% konfidenéi interval
! CA Lower Bound | Upper Bound
GSTM1-plus + |
EPHX1-medium | &9 | 1.24 1,260 137 96 1,51
GSTM1-null +
EPHXA1-low 83 ’ 1,70 1,528 ,168 | 1,37 2,03
Total 168 ] 1,46 1,414 | ,109 | 1,25 1,68
ANOVA

Sumof |

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 9,022 1| 9,022 4,611 ,033
Within Groups 324,764 166 1,956
Total 333,786 167 |

Z ostatnich testovanych kombinaci na hranici vyznamnosti korelovala s vyskytem
celkovych CA jesté kombinace GSTM1-null + aspoii jedna variantni alela v NQO1 (tabulka

&.13).
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Tabulka €. 13. Vztah mezi kombinaci GSTM1, NQO1 a chromosomalnimi aberacemi

GSTM1-delece + NQO1-kodon 187 vs celkové CA

95% Confidence Interval for
N | Mean | Std. Deviation | Std. Error Mean
CA Lower Bound | Upper Bound
GSTM1-plus + NQO1- i
Pro/Pro 131 1,37 1,236 ,108 1,16 1,59
GSTM1-null +
NQO1-Pro/Ser+SeriSer | 2% | 179 1.350 182 1.38 2,11
Total 186 1,48 1,279 ,094 1,30 1,67
ANOVA
|
Sum of
Squares df Mean Square ] F Sig.
Between Groups 5,343 1 5,343 ‘ 3,309 ,071
Within Groups 297,108 184 1,615 |
Total 302,452 185 | ‘

5.3.4. Vliv véku, pohlavi a koureni

Testem multiple variance analysis (MANOVA) a multifaktorialni regresi byl testovan
vliv ndm dostupnych charakteristik souboru, tj. véku, pohlavi a koufeni jako hlavniho
mozZného konfounderu. Uvedené analyzy neukazaly vyznamny efekt téchto faktord na

nalezené vztahy mezi polymorfismy a chromosomalnimi aberacemi.
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6. DISKUSE

6.1. Souvislost delece GSTM1 genu s frekvenci chromosomalnich aberaci

Vtéto praci byly studovany biotransformaéni enzymy, které participuji na
detoxikacnich reakcich enviromentalnich polutanti a fady dalSich xenobiotik, jejichz
plsobeni miZe byt lidsky organismus vystaven napf. v zaméstnani.

Spoleénym problémem fady starSich studii publikovanych v odborné literatufe je mala
velikost sledovaného souboru. Tento fakt je zplisoben nikoliv chybnym designem studii, ale
skutecnosti, Ze populaci exponovanych dobfe definovanym chemickym latkam (tj. pfedevsim
u pracovnikl nékterych primyslovych odvétvi), u nichz lze spolehlivé méfit jak koncentrace
v prostfedi tak i latky a jejich metabolity v krvi ¢i mo¢i, ubyva. Naopak se zdokonalenim
monitoringu je vice nezZ jasné, Ze velmi podobnym latkam jako v primyslu (polycyklické
aromaty, arylaminy, nitrosaminy, polychlorované bifenyly, rozpoustédla) jsou lidé
exponovani ve svém, zne€isténém, Zivotnim prostfedi. Z tohoto diivodu se v posledni dobé
provadi sledovani parametri genotoxicity a vnimavosti u neselektovanych populaci,
pfedevS§im z velkomést, pfipadn€ srovnani s méné exponovanymi (podle piedpokladu)
venkovskymi populacemi. Prezentovana studie patfi pravé mezi tento typ studii. Nicméné
z divodu absence relevantnich informaci v literatufe a pro pochopeni mechanistickych
zavislosti budou vysledky diskutovany rovnéz v kontextu se studiemi na sice malych vzorcich
populace, avSak exponovanych modelovym genotoxickym latkdm jako jsou styren ¢i
butadien.
markerd genotoxicity (CA) u jedinci sdeleci genu GSTM1. U skupiny jedinct, kteti

exprimovali gen GSTM1 byla frekvence CA 1,36 v porovnani se skupinou s deleci (1,64;
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P=0,04). Toto zjiSténi je v souladu se zavérem studie zroku 2001. V této studii byl
prezentovan vliv delece GSTM1 na zvySeni frekvence CA u kutaki [Norppa a kol., 2001].
Vliv tohoto genotypu byl také prokazan ve studii z roku 2002. Sledovana byla indukce
zameény sesterskych chromatid (SCE). Studie byla provadéna in vitro pisobenim styrenu na
kultury lymfocytd, izolovanych z lidské krve. Studovany byly geny pro GSTM1 a GSTTI.
Experimenty probihaly s dvémi riiznymi koncentracemi styrenu (1,5 a 0,5 mM). Pfi pisobeni
1,5 mM styrenu bylo mnoZzstvi indukovanych SCE/buniku vys§i u nositeldi GSTM1-null
genotypu (P=0,011). Vyssi frekvence byla zaznamenéana téZ u jedincd s deleci obou genti
(GSTM1 1 GSTT1) (P=0,015). Pii pouZiti niz8i koncentrace styrenu nebyly zaznamenany
mezi GSTM1-null a GSTM1-plus vyrazné rozdily [Bernardini a kol., 2002].

V dalsi studii byly pouZivany vzorky od osob exponovanych BD. Vedle SCE byly
sledovany také adukty hemoglobinu, konkrétné THBVal adukty. Jejich mnoZstvi se vyrazné
nelisilo (GSTM1-plus, 74,0 pmol/g globinu; GSTM1-null, 72,8 pmol/g globinu) (P=0,89).
Frekvence SCE se také neliSila v zavislosti na genotypu GSTM1. OvSem vyrazny rozdil byl
nalezen u skupiny s deleci genu GSTT1. SCE byly mnohem vice zastoupeny u nositell
genotypu GSTT1-null (138,9 SCE/buiiku) oproti nositelim GSTT1-plus (86,2 SCE/buriku;
P<0,0001). Tato studie byla v8ak provedena na pomémeé malém souboru osob (n=41), coz
mohlo sniZit objektivitu stanoveni [Hayes a kol., 2000]. Studie publikovana v roce 2002
sledovala opét THBVal adukty u pracovnikli exponovanych BD. Nebyl zde nalezen Zadny
vyznamny rozdil v mnoZstvi Hb aduktli mezi skupinou exponovanych jedincli a skupinou
kontrolni. Vy$§i mnoZstvi Hb adukti vSak bylo zaznamenano u jedincii z exponované
skupiny, kteti byli nositeli delece genu GSTM1 (P=0,017) [Fustioni a kol., 2002]. Dalsi studie
sledovala vznik mikrojader jako jednoho =z biomarkerd genotoxicity v lymfocytech
vystavenych pisobeni styren-7,8-oxidu in vitro. Tyto lymfocyty byly izolovany zkrve

zdravych jedinct. Studie neprokazala vliv delece GSTM1 genu na frekvenci mikrojader,
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protoze vysledek byl na hranici statistické vyznamnosti (P <,05). Opét se jednalo o pomérné
malou populace (n=30), coz mohlo ovlivnit vysledek [Laffon a kol., 2003].

Vedle biomarkerd ziskavanych zkrevnich vzorkii jsou ke sledovani expozice
chemickym latkam pouzZivany také vzorky moci. Studie uvefejnénd roku 2001 sledovala
metabolity styrenu vyluéované moci. Stanovovano bylo mnozstvi PHEMA metabolitd.
Jedinci, kteti byli nositeli funkéniho genu GSTM1 vylucovali do moce 5-6krat vyS§i mnoZstvi
metabolitii oproti nositelim delece GSTM1 genu. Tento zavér by svéd¢il o tom, Ze aktivita
genu GSTM1 je zasadni pro detoxikaci styrenu a pro schopnost organismu vyloucit jeho
intermediaty z téla ven [De Palma a kol., 2001]. Sledovanim PHEMA metabolitl styrenu se
zabyvala 1 dal$i studie. Zaméstnanci zde byli ovSem vystaveni kontrolovanému mnoZstvi
styrenu (50 mg/m’) po dobu 8 hodin. Zavéry této studie potvrdily vysledky predchozi prace
publikované De Palmou. U skupiny jedincd s GSTM1-null genotypem bylo nalezeno mensi
mnoZstvi metaboliti styrenu v mo¢i (P=0,0001) [Haufroid a kol., 2002]. Studie z roku 2004
sledovala dalsi metabolity styrenu v moéi — kyseliny mandlovou a fenylglyoxalovou. Skupina
exponovanych byla vystavena plsobeni styrenu v zaméstnani v priméru po dobu 12 let.
Mnozstvi metabolitli bylo u skupiny nositelti delece genu GSTM1 2-krat mensi v porovnani
se skupinou jedincti, kterd exprimovala tento gen (P<0,05). Toto zjiSténi bylo v rozporu
s pfedchozimi studiemi. Rozdil mohl byt zpisoben délkou a typem exposice [Teixera a kol.,
2004]. Dalsi studie vedle styrenovych metaboliti hodnotila také frekvenci mikrojader a CA.
Sledovanou populaci byly osoby exponované styrenu v zaméstnani. Frekvence mikrojader
byla vyrazné vys§i u exponované skupiny v porovnani s kontrolami (P<0,001). U jedinci
z exponované skupiny, kteti byli nositeli delece genu GSTM1 bylo mnozZstvi PHEMA niZsi
(P<0,001), oproti nositelim tohoto genu. Nalezené mnozstvi chromatidovych typt aberaci

bylo v korelaci s metabolity (P<0,05) [Migliore a kol., 2006].
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Dalsi studie sledovala frekvenci CA u 82 zaméstnanctli exponovanych benzenu a 76
neexponovanych kontrol v souvislosti s polymorfnimi geny GSTM1, GSTT1, GSTP1 a
NQOI. Pracovni exposice byla v rozmezi od 0,014 do 0,743 ppm. U jedincti s deleci GSTM1
a GSTT1 genu a u skupiny nositeli variant v NQO1 byly nalezeny vztahy k zvySené
aneuploidii. Tyto vysledky nazanéuji vliv polymorfismd v téchto genech na citlivost
jednotlivce ke vzniku CA pfi exposici benzenu [Kim a kol.,, 2004]. Benzenu jsou lidé
exponovani ve velkych méstech, protoZe je obsazen ve vyfukovych plynech automobili a
v cigaretovém koufi.

V CR byla frekvence CA byla sledovina u zaméstnanct jadernych elektraren
Dukovany (n = 114) a Temelin (n = 123). Zdej$i zaméstnanci byli rozdéleni do dvou skupin
dle mozZnosti pfistupu do monitorované zény kde byl piedpoklad exposice ionizovanému
zafeni, které vyvolava CA. U zaméstnanci temelinské jaderné elektrarny bylo nalezeno 1,90
+ 0,95 % bunék s CA u osob s pfistupem do monitorované zény a 1,82 + 1,19 % bunék s CA
u osob, které do této zény pfistup nemély. V jaderné elektrarné Dukovany byly zjisténé
hodnoty mimé vyssi (2,39 £ 1,01 u osob s pfistupem, 2,33 = 1,04 u osob bez pfistupu).
Zavérem studie bylo, Ze asociace mezi davkami zafeni a zjisténym mnoZstvim CA nebyla
prokazana. Jako mozny konfounder CA byl oznafen polymorfismus v GSTP1 (nikoliv
GSTMI nebo GSTT], které byly rovnéZ sledovany) [Sram a kol., 2006]. Jina studie uzaviela
sledovani CA u 3402 déti konstatovanim, Ze monitorovani CA u déti je mozné pouzit

k predpovédi urovné znecisténi ve velkych geografickych oblastech [Rossner a kol., 2002].
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6.2. Delece GSTM1 genu v kombinaci s nizkou aktivitou EPHX1 ve vztahu k frekvenci

chromosomalnich aberaci

DalSim statisticky vyznamnym vysledkem této prace byl nalez vyssi frekvence CA u
skupiny jedinct, ktefi byli nositeli kombinace delece genu GSTM1 s nizkou aktivitou EPHX1
(P=0,033). Samotna aktivita EPHX1 neméla na CA vliv a tudiZ lze konstatovat, Ze EPHX1
pouze mirné€ zvySuje jiz dfive nalezeny efekt GSTM1 (viz. vySe).

NaSe zjiSténi ohledné samotné EPHX1 odporuje zavérim studie Georgiadise a kol.
[2004]. Tato studie sledovala polymorfismy v genech GSTM1, GSTT1, GSTP1 a EPHX1 u
studenti z Atén, kde je znacné zneCisténi ovzdusi vlivem automobilovych exhalaci.
Sledovanymi parametry genotoxicity byly adukty DNA vztahujici se k exposici
polycyklickym aromatim a CA. U jedinci s vysokou aktivitou EPHX1 bylo mnoZstvi
sledovanych aduktd niZ§i v porovnani se skupinou s nizkou a stfedni aktivitou (P=0,025)
[Georgiadis a kol., 2004]. Vliv kombinaci v8ak bohuzel nebyl v této studii dikladné
zhodnocen. Na druhou stranu je tfeba zdidraznit, Ze DNA adukty jsou zcela jinym druhem
biomarkeru neZ CA a navic DNA adukty jsme v nasi studii nesledovali. Dalsi studie sledovala
u skupiny zameéstnanci exponovanych BD jako biomarker genotoxicity frekvenci mutaci
v HPRT. 67 % zaméstnanct bylo vystaveno nizsi koncentraci BD (BD<150 ppb) a 33 % vyssi
(BD>150 ppb). U skupiny s vyssi exposici byla nalezena vyrazné vyssi frekvence mutaci v
HPRT u jedincd s nizkou aktivitou EPHX1 (13,95 + 2,15x10%/10° bungk) v porovnani
s jedinci s vysokou aktivitou EPHX1 (4,41 + 1,19x10’6/106 bunék; P<0,05). Autofi studie
argumentovali, Ze geneticky podminéna aktivita EPHX1 hraje dtleZitou roli v citlivosti
lidského organismu vzhledem k exposici BD [Abdel-Rahman a kol., 2003]. Nasledujici studie
byla rovnéz provedena na populaci exponované BD. Sledovany byly CA a frekvence mutaci

v HPRT. Oproti pfedchozi studii vSak nebyla souvislost mezi nizkou aktivitou EPHXI1 a
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zvysSenou frekvenci mutaci v HPRT prokazana [Zhang a kol., 2004]. Rozdilnost obou studii
tkvi zejména v odlisném etnickém sloZeni sledovanych populaci. Ve studii Abdel-Rahmana
byla populace sloZzena z 31 bélochd, 15 africkych Ameri¢anti a 3 Hispanct kdeZto ve studii
Zhanga §lo o obyvatele Ciny (n = 39 exponovanych a 38 kontrol).

Nedavno publikovana studie sledujici jednotetézcové zlomy DNA (SSB), jako ¢asny
projev genotoxicity, v souvislosti s polymorfismy GSTMI1, GSTT1 a aktivitou EPHXI
prinesla velmi podobné zavéry jako naSe soucasna studie. SSB byly nejvice zastoupeny u
jedincti s kombinaci nizké aktivity EPHX1 a sdeleci genu GSTM1 (P<0,05). Rovnéz
kombinace nizké aktivity EPHX1 a delece GSTT1 vedla k vyrazn€ vy$Simu zastoupeni SSB

[Naccarati a kol., 2005].

6.3. Vysledky na hranici statistické vyznamnosti

Dalsi vysledky, které byly na hranici vyznamnosti, naznaily moZny vliv
polymorfismi v CYP1B1 (pfedev§im v kodonu 453) na frekvenci CA. Béhem analyz byla
nalezena u skupiny variantnich homozygoti vyssi frekvence CA (P=0,058). Podrobné;si
analyza, ktera sledovala pouze skupinu variantnich homozygotli, rovnéZ naznacila vztah
k frekvenci chromosomového typu CA (P=0,071). Dalsi zajimavou kombinaci byla delece
v GSTMI1 s variantnim genotypem NQOI, ktera zvySovala CA (P = 0,071). CYP1BI je
vysoce exprimovan v nékterych typech nadorovych bun€k a byl v minulosti studovan
v souvislosti se schopnosti tvorby DNA aduktii, napt.: aktivaci polycyklickych aromati nebo
estradiolu, avSak jeho vztah k CA dosud nebyl objasnén. Podobné i NQO1 nebyl kromé
pracovnikli exponovanych benzenu [Kim a kol., 2004] zatim v souvislosti s genotoxicitou
polutant(i diikladn€ prostudovan.

Nase vysledky tak naznacuji, Ze by bylo vhodné dalsi studie zacilit timto smérem.
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7. ZAVER

Diplomova prace si kladla za cil odpoveédét na tfi hlavni otazky:
1) ovliviiuji jednotlivé genetické polymorfismy frekvenci CA jako nejCastéji pouZivaného a
nejspolehlivej$iho markeru genotoxicity?
2) Existuji kombinace polymorfismti, které by zvySovaly riziko vzniku CA (tzv. negativni
kombinace)?
3) Jsou pfipadné nalezené vztahy ovlivnény zakladnimi charakteristikami sledovaného

souboru jako jsou vék, pohlavi a koufeni?

Na prvni dvé otazky je mozné odpovédét ano a na posledni otazku nikoliv.

Zavérem lze konstatovat, Ze delece v genu GSTM1, ktera zptisobuje v homozygotnim stavu
absenci enzymové aktivity, vyznamné zvySuje riziko vzniku genotoxického poskozeni
v lymfocytech a to jak samotna tak v kombinaci s nizkou aktivitou EPHX1. Mezi dalsi
zajimavé faktory patfi gen CYP1B1 a kombinace GSTM1 s NQO1. Tyto polymorfismy je
tteba dale studovat. Rovnéz je potieba v dalSich studiich odhalit presny molekularni
mechanismus jakym polymorfismy prispivaji ke zvySeni genotoxické zatéZe u obecné

populace a tim i k riziku vzniku nadorovych onemocnéni.
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8. PRILOHY

8.1. SloZeni roztoku pouzitych pfiizolaci DNA

Lyzacni roztok

Rozpis na 100 ml roztoku:

0,32 M sacharéza
1% Triton

50 mM MgCl,

12 mM Tris pH=7,5

Pufr pro proteinkinazu K

Rozpis na 500 ml roztoku

0,375 M NaCl

0,12 M EDTA pH=8

Proteinkinaza K

10,95 g

1 ml

1,016 g MgCl,6H,0
1,2mlz 1M Tris pH=7, 5

10,97 g
120 ml z 0,5 M EDTA pH=8

20 mg/ml proteinkinazy K v dH,O-pfipravuje se tésné pied izolaci

Extrakéni smés
Fenol:chloroform=1

.1

8.2. Priloha &.1-rozdéleni genotypii studované populace

CYP1B1-kodon 432

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid Val/Val 156 35,3 35,7 35,7
Val/Ser 211 477 48,3 84,0
Ser/Ser 70 15,8 16,0 100,0
Total 437 98,9 100,0
Missing  System 5 1,1
Total 442 100,0
CYP1B1-kodon 453
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid Asn/Asn 303 68,6 69,3 69,3
Asn/Ser 117 26,5 26,8 96,1
Ser/Ser 17 3,8 3,9 100,0
Total 437 98,9 100,0
Missing  System 5 1,1
Total 442 100,0
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EPHX1-aktivita

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid nizka 198 448 454 45,4
stfedni 181 41,0 415 86,9
vysoka 57 12,9 13,1 100,0
Total 436 98,6 100,0
Missing  System 6 14
Total 442 100,0
NQO1-kodon 187
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid Pro/Pro 296 67,0 67,9 67,9
Pro/Ser 125 28,3 28,7 96,6
Ser/Ser 15 34 3,4 3 100,0
Total 436 98,6 100,0 !
Missing  Systém 6 1,4 ;
Total 442 100,0 i
GSTM1-delece
Freq
uenc Cumulative
y Percent Valid Percent Percent
Valid ~ GSTM1-plus | 230 52,0 52,0 52,0
GSTM1-null 212 48,0 48,0 100,0
Total 442 100,0 100,0
GSTT1-delece
Freque | ! Cumulative
ncy Percent Valid Percent | Percent
Valid GSTT1-plus 302 68,3 68,5 | 68,5
GSTT1-null 139 31,4 31,5 100,0
Total 441 99,8 100,0
Missing  System 1 2
Total 442 100,0
GSTP1-kodon 105
Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent
Valid lle/lle 185 41,9 42,0 42,0
lle/Val 220 49,8 49,9 91,8
Val/Val 36 8,1 8,2 100,0
Total 441 99,8 100,0 |
Missing  System 1 2| |
Total 442 100,0 |




GSTM3-intron 6

Cumulative
Frequency Percent Valid Percent Percent

Valid A/A 326 73,8 74,4 74 .4
AB 99 22,4 22,6 97,0
B/B 13 2,9 3,0 100,0
Total 438 99,1 100,0

Missing  System 4 9

Total 442 100,0
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8.2. Priloha ¢.2-ukazky vysledki genotypovani

Ukéazka restrikce CYP1B1-kodon 432

1) Marker Phi/174/Haelll

2) Heterozygot (Leu432Val)

3) Normalni homozygot (Leu432Leu)
4) Variantni homozygot (Val432Val)
5) Normalni homozygot (Leu432Leu)
6) Normalni homozygot (Leu432Leu)
7) Heterozygot (Leu432Val)

8) Variantni homozygot (Val432Val)
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Ukézka restrikce CYP1B1-kodon 453

1) Marker Phi/174/Haelll
2) Normalni homozygot (Asn453Asn)
3) Normalni homozygot (Asn453Asn)

4) Variantni homozygot (Ser453Ser)
5) Normalni homozygot (Asn453Asn)
6) Heterozygot (Asn453Ser)
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Ukézka restrikce NQO1

1) Marker Phi/174/Haelll

2) Normalni homozygot (Pro187Pro)
3) Heterozygot (Pro187Ser)

4) Normalni homozygot (Pro187Pro)
5) Normalni homozygot (Pro187Pro)
6) Variantni homozygot (Ser187Ser)
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Ukézka restrikce EPHX1

a) exon 3

1 2 3456789

1) Marker Phi/174/Haelll

2) Variantni homozygot (His113His)
3) Variantni homozygot (His113His)
4) Normalni homozygot (Tyr113Tyr)
5) Heterozygot (Tyr113His)

6) Normalni homozygot (Tyr113Tyr)
7) Variantni homozygot (His113His)
8) Heterozygot (Tyr113His)

9) Variantni homozygot (His/His)
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b) exon 4

1) Marker Phi/174/Haelll

2) Variantni homozygot (Arg139Arg)
3) Heterozygot (His139Arg)

4) Normalni homozygot (His139His)
5) Normalni homozygot (His139His)
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Ukazka GSTM1

GSTM1

GSTM2

1) Marker Phi/174/Haelll

2) Normalni homozygot, heterozygot (GSTM1+)
3) Normalni homozygot, heterozygot (GSTM1+)
4) Variantni homozygot (GSTM1-)

67



Ukézka GSTT]1

GSTT1

1) Marker Phi/174/Haelll

2) Normalni homozygot, heterozygot (GSTT1+)
3) Normalni homozygot, heterozygot (GSTT1+)
4) Normélni homozygot, heterozygot (GSTT1+)
5) Variantni homozygot (GSTT1-)

6) Variantni homozygot (GSTT1-)

7) Variantni homozygot (GSTT1-)
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Ukazka restrikce GSTP1

1) Marker Phi/174/Haelll

2) Heterozygot (Ile105Val)

3) Normalni homozygot (Ile1051le)
4) Heterozygot (Ile105Val)

5) Heterozygot (Ile105Val)

6) Heterozygot (Ile105Val)

7) Variantni homozygot (Vall05Val)
8) Heterozygot (Ile105Val)
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Ukéazka restrikce GSTM3

1) Marker Phi/174/Haelll

2) Heterozygot (*A/*B)

3) Normalni homozygot (*A/*A)
4) Normalni homozygot (*A/*A)
5) Variantni homozygot (*B/*B)
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