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Sthrn: Ciel” Zistit, ¢i sérovd hladina PCB zavisi od génového polymorfizmu v oblasti GSTs génov. Materidl a metddy: V skupine 147 muzov
(112 s priemernym vekom 59,1 + 10,1 a sérovou hladinou PCB > 1 000 ng/g tuku - PCB1 a 35 s priemernym vekom 56,2 + 12,9 a séro-
vou hladinou PCB < 700 ng/g tuku - PCB2) sa PCR-RLFP analyzou DNA zistoval génovy polymorfizmus v oblasti GSTs génov. Vysledky:
Vo vztahu k PCB sa zistila asocidcia medzi sérovymi koncentraciami PCB a null genotypom GSTT1 génu. Muzi nad medidnom hodnét
PCB mali signifikantne ¢astejSie genotyp GSTT1 null v porovnani s muzmi pod medidnom PCB hodnét, a to aj v stibore PCB1, aj v su-
bore PCB2. V stibore PCB1 zvySovala pritomnost GSTT1 null genotypu riziko vysokych hladin PCB 11ndsobne, v stibore PCB2 4ndsobne
(p < 0,001). V stibore PCB2 sa zistila aj asociacia GSTP1 Val/Val genotypu s vy3simi hladinami PCB. Riziko vysokych hladin PCB pre
jedincov s genotypom Val/Val bolo 5ndsobne vy$sie oproti nosi¢om alely Ile (p < 0,001). GSTM1 genotyp nebol asociovany so sérovymi
koncentraciami PCB ani v jednom zo stiborov. Zdver: Asocidcia vysokych hladin PCB s GSTT1 null a GSTP1 Val/Val predpoklada, Ze $kod-
livé cinky zdvisia nielen od prijatého mnoZstva PCB, ale aj od schopnosti organizmu tieto latky detoxikovat. Jedinci Zijlci v rovnakom
prostredi su preto rozdielne ohrozeni vznikom ochoreni pri expozicii PCB. Polymorfizmus v oblasti GSTTI génu (GSTT1 null) by mohol
byt potencialny geneticky rizikovy marker.
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Possible influence of genetic polymorphism in the area of GSTs genes on the serum PCB level

Summary: Objective: To find out whether the serum PCB level depends on genetic polymorphism in the area of GSTs genes. Material and
methods: In the group of 147 men (112 with an average age of 59.1 + 10.1 and serum PCB level > 1,000 ng/g lipid - PCB1, and 35 with
an average age of 56.2 + 12.9 and serum PCB level < 700 ng/g lipid - PCB2), the PCR-RLFP analysis of DNA was used to determine the
genetic polymorphism in the area of GSTs genes. Results: As regards PCB, an association was found between serum PCB concentrations
and the null genotype of GSTT1 gene. Men above the median PCB levels displayed, with significantly greater frequency, the null genotype
GSTT1 compared to men below the median PCB levels, both in the PCB1 set and in the PCB2 set. In the PCB1 set, the presence of the
null genotype GSTT1 increased the risk of high PCB levels 11-fold, in the PCB2 set 4-fold (p < 0.001). In the PCB2 set, an association
was also discovered between GSTP1 Val/Val genotype and higher PCB levels. The risk of high PCB levels in the individuals with the Val/Val
genotype was 5-fold higher than in the carriers of the lle allele (p < 0.001). In neither set was the GSTM1 genotype associated with serum
PCB concentrations. Conclusion: The association between high PCB levels and the GSTT1 null and GSTP1 Val/Val suggests that harmful
effects depend not only on the intake amounts of PCB but also on the ability of the organism to detoxify these substances. Individuals
living in the same environment are therefore at different risks of developing a disease when exposed to PCB. Polymorphism in the area of
GSTTl gene (GSTT1 null) could be a potential genetic risk marker.
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Uvod

Polychlérované bifenyly (PCB) su jed-
nymi z najvyznamnejsich polutantov Zi-
votného prostredia [1]. PCB patria do
skupiny vyrazne toxickych a dlhodobo
posobiacich chemickych latok. V pro-
stredi si mimoriadne stabilné, vy-
soko lipofilné, velmi pomaly sa meta-
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bolizuju a st prakticky rezistentné voci
degraddcii v Zivotnom prostredi [2].
Ich toxické vlastnosti podla vyhlése-
nia EC [Commission of the European
Comunities: Community Strategy for
Dioxins, Furans and Polychlorinated
Biphenyls, Brussels 24. 10. 2001 COM
(1001) 593 final] st podhodnocované.

Objavuji sa stdle nové epidemiolo-
gické a toxikologické udaje, ktoré po-
tvrdzuju, Ze majd vacsi dopad na zdra-
vie ako sa p6évodne predpokladalo.
PCB sa vo svete zacali vyrdbat
v roku 1927 (The History of PCBs:
http://www.foxriverwatch.com/mon-
santo2b-pcb-pcb.html). Ich vyroba sa
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na vychodnom Slovensku v podniku
Chemko Strazske v okrese Michalovce
zacala v roku 1959 a trvala do roku
1984. V désledku ich vyroby je tato
oblast vychodného Slovenska najviac
kontaminovanou oblastou PCB na
celom svete [3-5]. Znedistenie vychod-
ného Slovenska PCB malo urcite nega-
tivny dopad na zdravie obyvatelstva.

Polychlorované bifenyly majdi vyrazné
biologické ucinky a toxicitu v zavis-
losti od poctu a pozicie atémov chléru
v molekule a ich vézby na jadrovy aryl-
hydrokarbénovy receptor (AhR) [6].
Delia sa na dve zédkladné skupiny, na
koplanarne PCB (neorto-substituo-
vané) alebo ,dioxin-like“ a nekopla-
narne PCB (orto-substituované), s od-
[i3nymi chemickymi a biologickymi
vlastnostami. Koplandrne PCB pé-
sobia cestou indukcie enzymov cy-
tochrému P450 a cestou vadzby na jad-
rovy AhR. Nekoplanarne PCB sa viazu
na AhR len v relativne vysokych kon-
centracidch a moézu posobit ako slabf
AhR agonisti [7]. Indukuju tiez enzymy
napojené na cytochrém P450 a intera-
guji s horménmi, cytokinmi a neuro-
transmitermi [8]. NajbeZnejSou cestou
kontamindcie PCB u ¢loveka je prijem
kontaminovanej potravy. Vzhfadom na
ich lipofilny charakter sa PCB hroma-
dia najma v tukovej zlozke potravy (Zi-
vocisne tuky, méasové vyrobky, mlieko
a mlie¢ne vyrobky, vajcia). Strava tak
predstavuje viac ako 90% zdroj konta-
mindcie [9,10]. Distribticia v orgdnoch
a tkanivach zavisi od obsahu tuku
v nich. Hlavnym miestom metabo-
lizmu a ukladania PCB su pecen a tu-
kové tkanivo. Pripustnd hladina PCB je
100-500 ng/g tuku [11].

Vie sa, ze PCB posobia ako endo-
krinné disruptory, ¢im moézu spbsobit
poruchy reprodukcie, nervové a psy-
chické poruchy, narusit imunitné funk-
cie, iniciovat karcinogenézu. V litera-
tlre su s expoziciou PCB spdjané zmeny
pomeru pohlavi (menej muzskych po-
tomkov), zniZzovanie kvality a poctu
spermii, zvySovanie vyskytu anomd-
lit muzského pohlavného Ustrojenstva
(hypospadie a kryptorchizmu), karci-
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nému semennikov a prostaty. U Zien

si PCB obviriované z vyssieho vyskytu

predéasnej puberty, endometridzy, po-
rdch menstruaéného cyklu, spontan-
nych potratov, neplodnosti a vy3-

Sej incidencie karcinému endometria

a prsnika. V suvislosti so schopnostou

endokrinnej disrupcie st popisované

aj poruchy ¢innosti $titnej Zfazy, poru-
chy vyvoja nervovej ststavy, neuroen-
dokrinnych funkcif, poruchy spravania

a imunity [7,12-15].

Citlivost jedincov na environmen-
talne faktory nie je v populdcii rovnakd.
Interindividudlne rozdiely vo vnima-
vosti na $kodlivé chemické ldtky mézu
byt podmienené genetickymi faktormi.
Genetické polymorfizmy mézu ovplyv-
riovat aktivitu detoxikac¢nych enzymov
a tym metabolizmus xenobiotik vstu-
pujtcich do tela. Rézni jedinci mézu
byt v zavislosti od genetického vybave-
nia rezistentni alebo naopak extrémne
senzitivni na chemické latky [16-19].

Doteraz sme sa venovali vplyvu PCB
na Stitnu Zlazu. Pozorovala sa aso-
cidcia medzi vysokym obsahom PCB
v sére a Castej$im vyskytom vacsich ob-
jemov a zmien v echogenite $titnej Zlazy
pri jej ultrasonografickom vysetrenf.
Zéroven sa v skupine ohrozenej PCB
pozoroval vyssi vyskyt protildtok proti
tyreoperoxiddze (anti-TPO), tyreoglo-
bulinu (anti-TG) a receptoru pre TSH
(anti-TSHr) [14].

Tentokrat nas zaujimalo,

1. aké je v sledovanej oblasti zasttpe-
nie jednotlivych genotypov v oblasti
glutation S-transferdzovych génov
(GSTs),

2. ¢ mobze zavisiet sérova hladina
PCB od genotypu v oblasti GSTs
génov s osobitnym zretefom na
polymorfizmus v oblasti GSTTT,
GSTP1 a GSTM1 génu.

Material a metédy

V roku 2007 sa vysetrilo 147 muzov,
ktori boli rozdeleni do 2 skupin. Cel-
kovo 112 muzZov (priemerny vek
59,1 £ 10,1 rokov, median 59, vekové
rozpatie 27-84), ktori dlhodobo, prak-
ticky od narodenia, zili v kontamino-
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vanej oblasti vychodného Slovenska
(PCB1). Cast muZov tejto skupiny bola
cielene vybrand z databdzy fudi, ktorf
boli v roku 2001 vy3etreni v rdmci pro-
jektu PCBRISK a u ktorych sérové kon-
centrdcie PCB prevySovali 5 000 ng/g
tuku (vo vzorkach fudského séra pre-
poditané na tukovy podiel). Na zdklade
pretrvavajliceho znecistenia prostredia
a dlhého biologického pol¢asu PCB
v sére sme predpokladali, ze aktualne
hodnoty PCB st u tychto muZov na-
dalej niekofkondsobne zvysené oproti
norme. Tato skupina bola doplnend
o novo oslovenych muzov z PCB ob-
lasti, u ktorych sa najprv vy3etrila ak-
tudlna sérova koncentrdcia PCB. Do
suboru boli zaradenf tf muzi, u ktorych
aktudlna sérova koncentracia PCB pre-
vy$ovala 1 000 ng/g tuku (PCB1). Kon-
trolnd skupinu tvorilo 35 muzov s prie-
mernym vekom 56,2 + 12,9 rokov
(median 58, vekové rozpitie 37-69).
Muzi neboli v priamom vztahu k PCB.
Koncentrdcie PCB v ich sére boli pod
700 ng/g tuku (PCB2). Kontrolna ob-
last bola zvolend identicky podla vzoru
z predchadzajliceho vyskumu v ramci
projektu PCBRISK. Oblast lezi proti
prudu riek a smeru ftikania vetrov asi
60 km severne od kontaminovanej
oblasti.

Génové polymorfizmy glutation
S-transferdzovych génov GSTP1,
GSTM1 a GSTT1 sa vysetrili metédou
PCR a PCR-RLFP analyzou DNA z pe-
riférnej krvi. Stanovenie koncentracif
PCB v sére sa realizovalo v Narodnom
referenénom centre pre dioxiny a pri-
buzné zlaceniny Ustavu chémie, klinic-
kej biochémie a laboratérnej diagnos-
tiky Lekdrskej fakulty SZU v Bratislave
pomocou vysokovykonnej mikrokapi-
ldrovej plynovej chromatografie s na-
slednou detekciou pomocou hmot-
nostnej spektrometrie.

Statistické spracovanie

Asocidcia medzi génovymi polymor-
fizmami a kategorickymi premennymi
v réznych genetickych modeloch (ko-
dominantny, recesivny, dominantny)
sa testovala pomocou y? testu podfa
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Pearsona, Fisherovho exaktného testu
a logistickej regresie.

Hardyho-Weinbergova rovnovaha
bola testovand pomocou y’ testu
(goodness-of-fit), resp. Fisherovho
exaktného testu porovnanim pozoro-
vanych genotypovych frekvencif s teo-
retickym rozdelenim (1 =p? + 2pq + q*%
q=1-p; p = frekvencia castejsej alely).

Hladina Statistickej vyznamnosti
bola stanovena na p < 0,05. Vypocty
sa realizovali v programoch Microsoft
Excel a SPSSv. 13.

Vysledky
Pri hodnoteni prevalencie jednotlivych
genotypov GSTP1, GSTM1a GSTT1 sa
zastipenie jednotlivych alel a genoty-
pov neodchylovalo od Hardyho-Wein-
bergovho equilibria. Nezistili sa signifi-
kantné rozdiely v zastipeni genotypov
medzi skupinou PCB1 a PCB2 (tab. 1).
Vo vztahu k PCB sa zistila asocidcia
medzi sérovymi koncentraciami PCB
a null genotypom GSTT1 génu. Muzi
nad medianom hodnét PCB mali signi-
fikantne castejsie genotyp GSTT1 null
v porovnani s muzmi pod medidnom
PCB hodnét, a to aj v stibore PCB1, aj
v sibore PCB2. V stibore PCB1 zvy$o-
vala pritomnost GSTT1 null genotypu
riziko vysokych hladin PCB 11ndsobne,
v stibore PCB2 4-nédsobne (p < 0,001).
V stibore PCB2 sa zistila aj asocidcia
GSTP1 Val/Val genotypu s vy33imi hladi-
nami PCB. Riziko vysokych hladin PCB
pre jedincov s genotypom Val/Val bolo
5-ndsobne vy33ie oproti nosi¢om alely
lle (p < 0,001). GSTM1 genotyp nebol
asociovany so sérovymi koncentraciami
PCB ani v jednom zo stiborov (tab. 2).

Tab. 1. Zasttpenie jednotlivych GSTs genotypov v stiibore PCB1 a PCB2.

Polymorfizmus PCB1 (%) PCB2 (%) [
GSTP1 lle/lle 50,9 66,7 NS
lle/Val 421 29,6 NS
Val/Val 7 3,7 NS
GSTT1 s 70,2 70,4 NS
Null 29,8 29,6 NS
GSTM1 S 50,9 37 NS
Null 49,1 63 NS

Diskuzia sencia alebo deficit GSTs enzymovej

PCB po vidzbe na AhR mézu regulovat
expresiu Sirokej Skaly génov. Produkty
tychto génov st bud proteiny regulu-
juce rast, alebo enzymy metabolizujtice
xenobiotické latky [20]. PCB aktivuju
syntézu CYP enzymov na jednej strane,
ako aj GSTs enzymov na druhej strane,
¢im sa spusti proces detoxikacie a eli-
mindcie xenobiotik v&¢itane PCB [21].
V prvom kroku detoxikacie sa PCB
pomocou CYP oxiduju na arénoxidy,
nebezpecné metabolity, ktoré sa moézu
viazat na DNA za tvorby DNA adduk-
tov s naslednymi mutéciami DNA. Ulo-
hou GSTs enzymov je detoxikovat aré-
noxidy ich konjugdaciou s glutatiénom
za vzniku glutatiénkonjugétov [7]. Me-
tabolizacia PCB prostrednictvom CYP
enzymov na hydroxymetabolity vedie
k tvorbe reaktivnych kyslikovych radi-
kdlov [22]. Tieto kyslikové radikaly za-
pricifiujd oxidativny stres bunky, po-
Skodenie lipidov, proteinov a DNA.
V pripade génového polymorfizmu
v oblasti génov kédujuicich CYP alebo
GSTs enzymy mdze byt stimulaény pro-
ces zvySeny a detoxikacny znizeny. Ab-

aktivity moze viest k zhorsenej elimina-
cii nebezpeénych metabolitov a kance-
rogénov. GSTs deficiencia zvy3uje riziko
somatickych mutdcii, ¢o moze viest az
k formovaniu tumoru.

PCB mozu priamo ovplyvriovat gény
kédujuce tieto enzymy.

Glutation
(GSTT1) je lokalizovany na chromozome
22q11.23 a kéduje GSTT1 enzym,
ktory sa zucastriuje detoxikacie mno-

S-transferdzovy gén

hych xenobiotik a kancerogénov v or-
ganizme. GSTT1 enzym bol dete-
kovany v peceni, v placach, creve,
v prsniku, v slezine, v erytrocytoch,
v mozgu, v obli¢kach, v srdci a vo sva-
loch. Chybanie homozygotnej alely
GSTT1 (GSTT1 null) vedie k strate en-
zymatickej aktivity GSTT1 enzymu.
Pre takto postihnutych sa zvySuje ge-
notoxicita ldtok zo znedlisteného Zi-
votného prostredia. Takyto jedinci su
preto viacej ohrozeni rozvojom kar-
cinémov pod vplyvom kancerogénov
véitane latok zo znedisteného Zivot-
ného prostredia. Glutation S-trans-
ferazovy gén (GSTP1) je lokalizo-

Tab. 2. Asocidcia GSTs genotypov so sérovymi koncentraciami PCB v sibore PCB1 a PCB2 na zaklade medidnu hod-
nét PCB.
Sabor Gén Polymorfizmus OR (95% ClI) p
PCB 1 GSTP1 Val/Val vs nosici lle 1,4 NS
GSTT1 null vs s 11,0 (5,55-21,81) <0,001
GSTM1 null vs s 1,5 NS
PCB 2 GSTP1 Val/Val vs nosici Ile 5,1(2,49-10,39) < 0,001
GSTT1 null vs s 4,1 (1,99-8,38) < 0,001
GSTM1 null vs s 1 NS
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vany na chromozome 11q13 a kéduje
GSTP1 enzym, ktory hrd tiez délezitu
detoxika¢nt dlohu vplyvajic na me-
tabolizmus xenobiotik. Polymorfiz-
mus v oblasti tohto génu hra takisto
dolezitu ulohu pri rozvoji karcinémov
a inych ochoreni. Glutation S-trans-
ferdzovy gén (GSTM1) je lokalizovany
na chromozéme 1p13.3. Kéduje ezym
GSTM tiez s detoxika¢nymi tcinkami.
Aj tento gén modze vykazovat rozlicné
polymorfizmy, ktoré potom u svo-
jich nosi¢ov mé6zu menit individualnu
odpoved jedinca na kancerogény. Mu-
tacia null je ¢asto spojena s vy3sim ri-
zikom vzniku a rozvoja karcinémov
[23,28,29].

V nasej studii sme zistili vztah
medzi sérovymi hladinami PCB a ge-
novym polymorfizmom v oblasti
GSTT1 a GSTP1 génu. Chybanie alely
GSTT1 (GSTT1 null) bolo spojené
s vy88imi hladinami PCB v sére, a to
v oboch stboroch, teda pri vysokych
aj relativne nizkych hladindch PCB.
V stibore PCB2 sme zistili aj asocia-
ciu GSTP1 Val/Val genotypu s vyso-
kymi hladinami PCB. GSTM1 genotyp
nebol asociovany so sérovymi koncen-
traciami PCB ani v jednom zo subo-
rov. Vplyv genetickych polymorfizmov
v GSTs génoch na sérové koncentracie
PCB nebol doposial sledovany.

Viaceré price viak dokazuju, Ze poly-
morfizmy v GSTs génoch st asociované
s rébznymi ochoreniami vznikajtcimi
pod vplyvom vonkajsieho prostredia
véitane karcinémov [15,17,18,23,24].
GSTT1, GSTM1 genotypy
a GSTP1 Val/Val genotyp zvysuju ri-

null

ziko astmy v kontaminovanom pros-
tredi [25]. Kozné alergie a chlor-akné
po expozicii PCB sa vyskytuju castej-
Sie u 0s6b s GSTMT1 null genotypom
[26]. Riziko karcinému prostaty je vys-
Sie u pracovnikov exponovanych po-
lycyklickymi aromatickymi uhlovodi-
kami, ktorf st nosiémi variantnej alely
Val v GSTP1 géne [27]. Polymorfizmus
GSTT1, GSTP1 zvysoval riziko karci-
nému u faj¢iarov [28] a kolorektélny
karciném [29,30]. U Zien ohrozenych
PCB v pripade endometriozy ale nebol

zisteny vztah ku génovému polymor-
fizmu GSTs genov [31].

Asocidcia vysokych hladin PCB
s GSTT1 null a GSTP1 Val/Val v nasej
studii potvrdzuje, Zze $kodlivé tcinky
tychto latok zavisia nielen od prijatého
mnoZstva PCB, ale aj od schopnosti or-
ganizmu tieto latky detoxikovat. Jedinci
Zijuci v rovnakom prostredi st preto
rozdielne ohrozeni vznikom ocho-
reni pri expozicii PCB. Polymorfizmus
v oblasti GSTT1 génu (GSTT1 null) by
mohol byt potencidlny geneticky rizi-
kovy marker.

Zaver

Génové polymorfizmy ovplyvriuju cit-
livost jedincov na skodlivé ucinky
environmentalnych ldtok. Asocia-
ciu urcitych genotypov detoxikac-
nych enzymov s vy$8imi sérovymi hla-
dinami PCB potvrdzuje i predkladana
praca.
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