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Klju~ne besede
plju~ne novotvorbe – genetika
citokrom P-450 CYP1A1
polimorfizem geneti~ni

Izvle~ek. Poznamo dve polimorfni mesti gena
CYP1A1, ki kodira encim citokrom P4501A1.
Eno od mest se nahaja v 7. eksonu kodirajo~e
regije gena, ki vodi v zamenjavo aminokisline izo-
levcin (Ile) z aminokislino valin (Val) v vezavnem
encimskem mestu za hem (polimorfizem Ile/Val).
Drugo polimorfno mesto se nahaja v obmo~ju
3’ za kodirajo~o regijo gena, ~esar posledica je
novo restrikcijsko mesto za encim Msp I (poli-
morfizem Msp I). Z raziskavo sem sku{al ugo-
toviti stopnjo povezanosti v pojavljanju obeh
oblik polimorfizma gena CYP1A1 ter dolo~iti in
primerjati frekvenco razli~nih vrst genotipov
v populaciji bolnikov s plju~nim rakom in v po-
pulaciji zdravih preiskovancev. Prou~eval sem
156 vzorcev krvi, odvzetih bolnikom s plju~nim
rakom, in 102 vzorca krvi, odvzeta zdravim prei-
skovancem. Pomno`eval sem polimorfni del
gena CYP1A1 s polimerazno veri`no reakcijo.
Za odkrivanje polimorfizma Msp I sem produk-
te reakcije preveril z restrikcijsko analizo in elek-
troforezo na agaroznem gelu. Za ugotavljanje
polimorfizma Ile/Val sem uporabil alelno speci-
fi~ne startne verige in z elektroforezo na aga-
roznem gelu iskal produkt reakcije. Ugotovil
sem statisti~no pomembno stopnjo povezano-
sti med pojavljanjem obeh oblik polimorfizma, kar
velja za bolnike s plju~nim rakom in tudi za
zdrave preiskovance. Nisem pa na{el statisti~-
no pomembnih razlik v frekvenci pojavljanja po-
sameznih oblik polimorfizma med obravnavano
obolelo in zdravo populacijo, niti ne med bolni-
ki s histolo{ko razli~nimi podtipi plju~nega raka.
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Abstract. Two polymorphic sites of the CYP1A1

gene, coding for cytochrome P4501A1 enzyme,

have been discovered so far. One involves the

7th exon of the coding region; a nucleotide chan-

ge leads to amino acid replacement in the heme

binding region of cytochrome P4501A1 (poly-

morphism Ile/Val). Another site is in the 3’-flan-

king region of the gene, and results in the

presence of a new restriction site for the Msp I
enzyme (polymorphism Msp I). This study inve-

stigated the role of both polymorphisms in the

development of lung cancer caused by chemi-

cal carcinogenesis. We analysed 156 samples

obtained from patients with lung cancer, and

102 samples from healthy individuals. The met-

hod I used was based on amplification of the

polymorphic part of the gene by polymerase

chain reaction. To detect the polymorphism Msp
I the products of reaction were analysed using

the restriction and electrophoresis on agarose

gel, while the presence of polymorphism Ile/Val

was determined using specific primers. For

the identification of the reaction product elec-

trophoresis on agarose gel was employed. A sta-

tistically significant association between

polymorphism Msp I and polymorphism Ile/Val

was found in both lung cancer patients and

healthy controls. There was no statistically sig-

nificant difference in the incidence of both poly-

morphism forms between lung cancer patients

and controls or between patients with different

histological subtypes of lung cancer.

*Objavljeno delo je bilo nagrajeno s Pre{ernovo nagrado za {tudente v letu 1996.
**Matja` Kopa~, {tud. med., Medicinska fakulteta, In{titut za biokemijo, Vrazov trg 2, 1000 Ljubljana.



Uvod

Splo{no o kancerogenezi

Kancerogeneza je celosten patofiziolo{ki proces, ki nastane zaradi spremenjenega ge-

noma. Na celi~ni ravni gre za nebrzdano razmno`evanje celic zaradi okvarjenega nad-

zora celi~ne delitve. Genske po{kodbe prizadenejo dva tipa za kancerogenezo pomembnih

genov: protoonkogene, ki kodirajo beljakovine za za~etek celi~nega razmno`evanja; ko

se spremenijo v neuravnane, hiperaktivne gene, ste~e proces kancerogeneze; in an-

tionkogene, ki kodirajo beljakovine za prekinitev celi~nega razmno`evanja; ko mutirajo

in zaradi tega ne delujejo ve~, ste~e proces kancerogeneze.

Zelo pomemben rakotvorni dejavnik so razli~ne organske ali anorganske spojine v na{em

okolju. Anorganske spojine lahko delujejo na membranski ustroj in makromolekule. Pri tem

lahko nastanejo prosti radikali, ki po{kodujejo celico. Sem spadajo razne kovine (kadmij,

kobalt, nikelj), nekovinske spojine (azbesti, silikatne spojine) in nekovine (arzen). Organ-

ske spojine lahko delujejo rakotvorno na dva na~ina. Lahko delujejo neposredno. V tem

primeru za svoje delovanje ne potrebujejo presnovne aktivacije. So zelo reaktivni elektro-

fili (pozitivno nabiti), ki reagirajo z nukleofilnimi centri drugih molekul (beljakovine, DNA).

Sem spadajo {tevilna zdravila, s katerimi lahko tudi uspe{no zdravimo in obvladujemo do-

lo~ene tipe rakavih bolezni, lahko pa kasneje spro`ijo sekundarno obliko raka (1). Dolo-

~ene organske spojine pa lahko delujejo rakotvorno {ele po presnovni aktivaciji, ko dobijo

elektrofilni center – takrat postanejo kon~ni reaktivni kancerogeni. V to skupino spadajo
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Slika 1. Aktivacija benzopirena v kon~no, rakotvorno obliko v reakciji z monooksigenaznim encimskim sestavom (3).



policikli~ni aromatski ogljikovodiki, kot je benzopiren, aromatski amini, azobarvila ter na-

ravni rastlinski in mikrobni produkti. Njihova presnovna aktivacija nastaja s polisubstrat-

nimi monooksigenazami (encimski sestavi s citokromom P450) (2). Pri ~loveku delujejo

ti encimski sestavi prete`no v jetrih, a tudi v drugih tkivih. Monooksigenaze lahko oksidi-

rajo nereaktivne snovi, npr. policikli~ne aromatske ogljikovodike, ki so sestavni del ciga-

retnega dima. Nastanejo visoko reaktivni elektrofili, z mo~nim rakotvornim delovanjem, ki

lahko povzro~ajo mutacije v molekuli DNA. Slika 1 kot primer reakcije z monooksigenaz-

nim encimskim sestavom prikazuje aktivacijo benzopirena v kon~no, rakotvorno obliko (3).

Encimski sestav s citokromom P450

Citokrom P450 je kon~ni ~len encimskega zaporedja {tevilnih hidroksilaznih sestavov.

Je hemoprotein, ki ima v molekuli hema vezano `elezo. Tkiva sesalcev ga vsebujejo

v membranah endoplazmatskega retikuluma in mitohondrijev. Hidroksilazni sestavi, ki

so vezani na membrane endoplazmatskega retikuluma, so sestavljeni iz prena{alcev

redukcijskih ekvivalentov in citokroma P450. Redukcijski ekvivalenti se prek flavopro-

teinske reduktaze in citokroma P450 z elektronskega donorja prena{ajo na substrate.

Slika 2 prikazuje shemo hidroksilaznega sestava, ki deluje v jetrih sesalcev (4).

Citokrom P450 kot kon~na oksidaza ve`e substrat in aktivira molekularni kisik in tako ka-

talizira hidroksilacijo substrata. Pri ~loveku deluje ve~ encimskih sestavov s citokromom

P450. Njegova glavna naloga, ki se odvija v jetrih, je presnova ksenobiotikov (strupov in

zdravil). Sestav lahko deluje kot dvorezen me~: medtem ko nekatere spojine inaktivira

in pripravi za izlo~anje, lahko druge aktivira in s tem pove~a njihovo strupenost. Raz{ir-

jenost in evolucija citokroma P450 sta narekovala, da se ti encimi razvrstijo po dejavno-

sti in podobnosti genov v dru`ine. Danes poznamo superdru`ino genov P450, ki jo sestavlja

okoli 30 razli~nih genskih dru`in, od katerih jih 10 deluje pri sesalcih (5).

Encimski sestavi s citokromom P450, odgovorni za aktivacijo kemi~nih kancerogenov,

spadajo prete`no v tri dru`ine: P450 1, 2, 3, ki so poznane kot skupine encimov za pre-

snavljanje organizmu tujih snovi. Sklepajo, da se je pri vreten~arjih pove~ano {tevilo ge-

nov za omenjene encimske sestave razvilo med filogenetskim razvojem vzporedno

s prilagajanjem na kopensko `ivljenje, zaradi ~esar je pri{lo med oksidacijo do potrebe

po razstrupitvi strupenih lipofilnih snovi, ki jih vsebuje zau`ito kopensko rastlinje (6). Ven-

dar so oksidirane kemi~ne snovi v~asih bolj strupene kot prvotne oblike u~inkovin in so

celo mutagene ali rakotvorne (sindrom dvoreznega me~a).
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Slika 2. Hidroksilazni sestav, ki deluje v jetrih sesalcev (4).



Gen za citokrom P4501A1

Gen, ki pri ~loveku kodira encim citokrom P4501A1 (CYP1A1), je precej podoben (pri-

bli`no 80 % glede na nukleotidno zaporedje) genu pri nekaterih glodalcih (mi{i, podga-

ne). Pri poskusnih `ivalih zasledimo gen CYP1A1 tako v jetrih kot tudi v drugih tkivih,

pri ~loveku pa predvsem v drugih tkivih. Odkrili so tudi znatne koli~ine tako mRNA kot

tudi beljakovin v plju~ih, limfocitih in posteljici, medtem ko jih v ve~ini pregledanih jetr-

nih vzorcev niso na{li (6).

Vlogo gena CYP1A1 v bioaktivaciji benzpirena pri ~loveku so ugotovili po kataliti~ni ak-

tivnosti encima citokrom P4501A1 v poskusnih pogojih in vitro. Rezultati {tudij, pri ka-

terih so uporabljali ~love{ke limfocite v kulturi, so pokazali povezavo med aktivnostjo

encimskega sestava s citokromom P4501A1 in dovzetnostjo za kemi~no povzro~ene-

ga raka. Aktivnost citokroma P4501A1 je po eni strani odvisna od lastnosti samega en-

cima, po drugi pa od zmo`nosti indukcije encima (7).

Uravnavanje genske ekspresije citokroma P4501A1 so prou~evali na poskusnih `ivalih

(8). Dokazali so, da sta za visoko raven inducibilne ekspresije gena kot odgovor na kse-

nobiotike (tetrakloro-dibenzo-p-dioksin, 3-metilholantren) potrebni vsaj dve obmo~ji na

DNA. Eno od njih je obmo~je XRE (angl. xenobiotics responsive element), ki je odgo-

vorno za indukcijo. Le`i precej pred za~etkom gena ter deluje pospe{evalno kot odziv

na dodane induktorje. Drugo je obmo~je BTE (angl. basic transcription element) v vlo-

gi promotorja pri uravnavanju osnovne transkripcijske aktivnosti. Homologna zapored-

ja so na{li tudi v ~love{kem genu, kar ka`e na to, da se omenjeni gen pri ~loveku izra`a

podobno kot pri poskusnih ̀ ivalih. Mehanizem genskega izra`anja zunaj jeter ostaja po-

memben izziv za prihodnje {tudije.

Polimorfizem gena CYP1A1 in njegov pomen pri zbolevanju za plju~nim rakom

Gen CYP1A1 pri ~loveku z regulacijskim obmo~jem ponazarja slika 3. Gen sestavlja se-

dem eksonov in {est intronov (9). Do sedaj sta znani dve polimorfni obmo~ji gena, ki

so ju v nekaterih {tudijah lahko povezali z dovzetnostjo za plju~nega raka, povzro~e-

nega kemi~no. Eno se nahaja v obmo~ju 3’ za kodirajo~o regijo gena. Polimorfizem je

posledica to~kovne mutacije, zaradi ~esar nastane novo restrikcijsko mesto za encim
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Slika 3. Strukturna shema gena CYP1A1 (9).



Msp I. Drugo tako obmo~je le`i v 7. eksonu v kodirajo~i regiji gena. Za polimorfizem je

klju~na to~kovna mutacija, ki vodi v zamenjavo aminokisline izolevcin (Ile) v vezavnem

mestu za hem z aminokislino valin (Val).

Polimorfizem omenjenega gena je v tesni povezavi z lastnostmi encimskega sestava s ci-

tokromom P4501A1, hidroksilaze arilnih ogljikovodikov (AHH). Aktivnost tega encima

pri ~loveku je odvisna od zmo`nosti indukcije gena in njegovih kataliti~nih lastnosti. [tu-

dije genovega polimorfizma pri Japoncih (7) so pokazale, da je njegova mo~nej{a in-

ducibilnost za AHH povezana s pojavnostjo genotipa, ki ima v obeh alelih prisotno

restrikcijsko mesto za Msp I. Vi{ja bazalna aktivnost encima AHH pa je povezana s po-

javnostjo genotipa, ki ima v obeh alelih to~kovno mutacijo v 7. eksonu (zamenjava Ile

z Val). Oba omenjena genotipa sta pri Japoncih povezana z ve~jo pojavnostjo plju~ne-

ga raka (7). Zaenkrat pa te povezanosti {e niso mogli potrditi pri belcih.

Glede na to, da je kancerogeneza pri ~loveku posledica ve~ biolo{kih reakcijskih doga-

janj, je te`ko dokazati dele` vpletenosti gena CYP1A1 v tem procesu. Kljub temu da

poznamo pomen presnovne aktivacije prokancerogenov, je treba {e dokazati, ali je ta

proces splo{ni in odlo~ujo~i dejavnik v kemi~ni kancerogenezi. Te~ejo raziskave, ki sku-

{ajo dognati, ali so razlike v genotipu ali na ravni ekspresije gena pomembne za posa-

meznikovo dovzetnost za raka. Odgovori na ta vpra{anja bi veliko prispevali k na{emu

razumevanju odnosa med genetiko encimskega sestava s citokromom P450 in kemi~-

no kancerogenezo pri ~loveku.

Namen dela

Z raziskavo sem sku{al ugotoviti, ali se oba doslej poznana polimorfizma gena CYP1A1

pri Slovencih pojavljata povezano ali pa je morda njuna pojavnost neodvisna druga od

druge. Namen dela je bil dolo~iti in primerjati frekvenco genotipov v populaciji bolnikov

s plju~nim rakom in v populaciji zdravih preiskovancev. Rezultate sem primerjal z izsled-

ki podobnih {tudij, ki so jih do sedaj `e opravili Japonci, Norve`ani in Finci.

Metode

Preiskovanci

Raziskava je obravnavala 2 skupini preiskovancev: v prvi je bilo 156 bolnikov s histo-

lo{ko opredeljeno diagnozo plju~nega raka, v drugi, kontrolni skupini, pa 102 zdravi ne-

sorodni osebi. Raziskavo je odobrila slovenska Komisija za medicinsko etiko.

Krvne vzorce zdravih preiskovancev smo dobili na Centru za tipizacijo tkiv. Referen~-

ne skupine zdravih posameznikov, katerih izsledke smo uporabili za kontrolo, nismo iz-

brali po merilih, kot so starost, spol ali kadilske navade, ker nimajo vpliva na nukleotidno

zaporedje preiskovanega gena.

Vzorce krvi bolnikov z rakom na plju~ih smo dobili na Onkolo{kem in{titutu v Ljubljani.

Tabela 1 prikazuje nekatere zna~ilnosti teh bolnikov, kot so frekven~na porazdelitev gle-

de na histolo{ki tip plju~nega raka in kadilski status (~e je znan), ki smo jih dobili iz bol-

ni{kih kartotek.
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Tabela 1. Zna~ilnosti bolnikov s plju~nim rakom in zdravih preiskovancev.

Histolo{ki tip Preiskovanci {tevilo (%) Kadilski status

Ne Da Neznano

Plju~ni rak 156 (100) 96 12 48

Kreyberg I 129 (82,7) 81 7 41

Planocelularni karcinom 65 (41,7) 42 3 20

Mikrocelularni karcinom 37 (23,7) 22 2 13

Makrocelularni karcinom 27 (17,3) 17 2 8

Kreyberg II (adenokarcinom) 27 (17,3) 15 5 7

Zdravi preiskovanci 102 – – 102

Izolacija DNA s postopkom izsoljevanja na majhni skali

500 μl krvi sem dodal 1 ml pufra za lizo eritrocitov (sestava 5-krat koncentriranega pu-

fra: 274g saharoze, 25ml Triton x-100, 12,5ml MgCl
2

(1M), 30ml Tris/HCl (11M, pH=7,5),

vode do 500ml), preme{al in centrifugiral. Oborino sem spral z 1ml destilirane vode (dH
2
O),

ponovno centrifugiral, nato pa jo resuspendiral v 80 μl pufra za proteinazo K (sestava

5 × koncentriranega pufra: 750 μl 5 M NaCl, 2,4 ml 0,5 M etilendiaminotetraacetat (EDTA)

(pH = 8,0), vode do 100 ml), 30 μl raztopine proteinaze K (10 mg/ml), 20 μl 20 % SDS (na-

trijev dodecil sulfat) in 240 μl dH
2
O. Vzorec sem 30 minut inkubiral pri 55°C, nato pa obo-

ril beljakovine s 100 μl 6 M NaCl ter jih centrifugiral. Supernatantu sem dodal 1 ml

hladnega absolutnega etanola. Oborjeno DNA sem centrifugiral, jo spral z 1 ml 70 % eta-

nola in ponovno centrifugiral. Glede na velikost oborine sem DNA raztopil v 50–200 μl

dH20. Za pomno`evanje DNA v reakciji PCR sem uporabil po 2 μl tako pripravljene DNA

in ustrezno koli~ino reakcijske zmesi (10, 11).

Pomno`evanje DNA s postopkom veri`ne reakcije s polimerazo

V sterilni komori sem pripravil rakcijsko zmes za veri`no reakcijo s polimerazo (PCR).

Za analizo polimorfizma Msp I sem pripravil 50 μl reakcijske zmesi, ki je vsebovala:

5 μl 10 × pufer PCR – P. E. Cetus (100 mM Tris - HCl, pH = 8,3, 500 mM KCl, 15 mM Mg-

Cl
2
, 0,01 % (w/v) gelatin), 5 μl dNTP (2 mM vsak dNTP, P. E. Cetus), 1 μl ON. DEL 1

(10 pmol/μl) – startna veriga 5’, 1 μl ON. DEL 2 (10 pmol/μl) – startna veriga 3’, 0,2 μl

polimeraza A Taq (5 enot/μl, P. E. Cetus), 3 μl DNA, 34,8 μl H
2
O in 2 kapljici mineralne-

ga olja. Epruvetke z reakcijsko zmesjo sem vstavil v aparat PCR in pognal ustrezni pro-

gram: 94°C 3 min; 10 ciklov: 95°C 1 min, 68°C 1 min, 72°C 1 min in 20 ciklov: 95°C 1 min,

62°C 1 min, 72°C 1 min.

Za analizo polimorfizma Ile/Val sem za vsak vzorec pripravil 2 reakcijski zmesi, ki sta

vsebovali: 5 μl 10 × pufer PCR (P. E. Cetus), 5 μl dNTP (2 mM vsak dNTP), 1 μl ON. IVP

1 (10 pmol/μl) – startna veriga 5’, 1 μl ON. IVP 2 (10 pmol/μl) – startna veriga 3’ (ali 1 μl

ON. IVP 3 (10 pmol/μl) – startna veriga 3’), 0,2 μl polimeraza A Taq (5 enot/μl), 3 μl DNA,

destilirana voda do 20 μl. Pogoji reakcije PCR pri analizi polimorfizma Ile/Val: 95°C 2 min

in 30 ciklov: 95°C 1 min, 69°C 1 min, 72°C 1 min (9, 12).
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Analiza produkta veri`ne reakcije s polimerazo

Pripravil sem 80 ml 2 % agaroznega gela v pufru TBE (0,098 M Tris-borat, 0,089 M bo-

rova kislina, 0,002 M EDTA). Nato sem dodal 4 μl EtBr (etidijev bromid). Nosilec z aga-

roznim gelom sem vstavil v elektroforezno kadi~ko s pufrom TBE in nanesel vzorce

(sestava pufra za nanos vzorcev: 0,1 % ksilen cianol, 0,1 % bromfenol modro, 50 % gli-

cerol) in negativno kontrolo ter dol`inski standard DNA v `epke. Elektroforeza je tekla

sprva pri 90 V, nato pri 110–115 V. Koli~ino produkta sem ocenil na UV-transiluminator-

ju. Za natan~nej{o oceno produkta in dokumentacijo sem napravil posnetek s polaroid-

no kamero (13).

Restrikcijska analiza produkta veri`ne reakcije s polimerazo pri vzorcih za ana-

lizo polimorfnega mesta na 3’-koncu gena

Iz vsakega vzorca produkta reakcije PCR sem odpipetiral po 35,7 μl raztopine, dodal po

4 μl pufra L (Tris-HCl 10 mmol/l, MgCl
2

10 mmol/l, ditioeritritol (DTE) 1 mmol/l, pH = 7,5

(pri 370°C)) in 0,3 μl restrikcijskega encima Msp I. Reakcijsko zmes sem inkubiral pri

370°C 2 uri. Po kon~anem procesu restrikcije sem vzorcem dodal pufer za nanos ter jih

nanesel na agarozni gel. Elektroforeza je tekla 40 minut pri 90–95 V. Za analizo rezul-

tatov in dokumentacijo sem z UV-svetlobo osvetljeni gel slikal s polaroidno kamero (9).

Statisti~na analiza

S statisti~no analizo sem prou~eval povezanost med pojavljanjem polimorfizma Msp I
in Ile/Val pri slovenskih posameznikih. Prou~eval sem tudi povezanost polimorfizma Msp
I in Ile/Val s pove~anim tveganjem zbolevanja za plju~nim rakom glede na zdravo popu-

lacijo. Pri statisti~ni obdelavi rezultatov sem se poslu`eval testa hi-kvadrat po formuli (14):
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Pri ra~unanju statisti~ne pomembnosti sem uporabljal tabelo 3 ×2 z dvema stopinjama

prostosti in 5 % stopnjo tveganja. ̂ e je bila dobljena vrednost ve~ja od kriti~ne, sem za-

vrnil ni~elno hipotezo, ki trdi, da med spremenljivkami ni pomembne povezanosti, in spre-

jel osnovno hipotezo, da med spremenljivkami obstaja pomembna povezanost. Pri

raziskovanju povezanosti med pojavljanjem polimorfizma Msp I in Ile/Val pa sem uporab-

ljal tabelo 3 ×3 s {tirimi stopinjami prostosti in 5 % tveganjem ter preverjal pravilnost ni-

~elne hipoteze, ki trdi, da se obe vrsti polimorfizma pojavljata neodvisno druga od druge.

Izsledki

Izolacija in analiza DNA

DNA sem izoliral iz krvnih limfocitov s postopkom izsoljevanja na majhni skali. Posto-

pek je hiter, izolirana DNA pa uporabna za poizkuse, ~e le ni preve~ razgrajena. Kon-

centracije tako izolirane DNA zna{ajo od 100 do 750 ng/μl. Izolirano DNA sem analiziral

z merjenjem absorpcije v UV-svetlobi in z elektroforezo na 0,4 % agaroznem gelu in jo



preizkusil v reakciji PCR. Elektroforezno analizo nekaj vzorcev tako izolirane ~love{ke

DNA prikazuje slika 4. Izolirana DNA je primerno o~i{~ena beljakovin, velikosti delcev

pa so v obmo~ju, ki zagotavlja uspe{no analizo z reakcijo PCR.

Analiza polimorfizma gena CYP1A1 z veri`no reakcijo s polimerazo

S PCR sem analiziral dve polimorfni mesti gena CYP1A1. Polimorfizem v 7. genskem

eksonu, ~esar posledica je zamenjava aminokisline izolevcin (Ile) z aminokislino valin

(Val) v encimskem vezavnem mestu za hem, sem analiziral z alelno specifi~no PCR z dve-

ma paroma startnih verig (9). Slika 5 prikazuje analizo produkta alelno specifi~ne PCR

z elektroforezo na 2 % agaroznem gelu.

Iz prikazane slike je razvidno, da vzorec {t. 9 vsebuje produkt PCR pri obeh alelno spe-

cifi~nih reakcijah, iz ~esar sledi, da je ta oseba heterozigot glede na polimorfizem

Ile/Val. Pri vzorcih od 1 do 8 je produkt le v reakcijski zmesi s parom startnih verig ON.

IVP 1 in ON. IVP 2, ki sta specifi~no pomno`ila le alel Ile. Homozigot za alel Val pa bi

imel prisoten produkt PCR samo v reakcijski zmesi s startnima verigama ON. IVP 1 in

ON. IVP 3, ki specifi~no pomno`ita le alel Val.
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Slika 4. Analiza nekaj vzorcev izolirane ~love{ke DNA. Elek-
troforeza je tekla na 0,4 % agaroznem gelu 1: dol`inski stan-
dard DNA, 2–6: vzorci izolirane DNA.

Slika 5. Analiza produkta alelno specifi~ne reakcije PCR za odkrivanje polimorfizma Ile/Val. Produkt reak-
cije PCR sem analiziral z elektroforezo na 2 % agaroznem gelu. S – standard DNA, 1–9: vzorci PCR z alel-
no specifi~nimi startnimi verigami. I: v reakcijski zmesi je startna veriga, ki pomno`i alel Ile, V: v reakcijski
zmesi je startna veriga, ki pomno`i alel Val.

S 1 2 3 4 5 6 7 8 9

IV IV IV IV IV IV IV IV IV

1 2 3 4 5 6



Polimorfizem v obmo~ju 3’ za kodirajo~o regijo gena CYP1A1 sem analiziral s PCR in

cepljenjem produkta PCR z restrikcijsko endonukleazo Msp I (9). Slika 6 prikazuje ana-

lizo restrikcijske zmesi na 2 % agaroznem gelu.

Pri homozigotih za alel m
1

(genotip A), ki nima restrikcijskega mesta za Msp I, je po cep-

ljenju produkta PCR z Msp I prisoten samo en fragment dol`ine 340 bp, enak kot je ve-

lik necepljen produkt PCR. Na sliki 6 so to vzorci {t. 2–5, 8–12, 14 in 16. Pri heterozigotih

z aleloma m
1

in m
2

(genotip B) so prisotni fragmenti dol`ine 340, 200 in 140 bp. Na sli-

ki 6 sta to vzorca {t. 7 in 15. Pri homozigotih za alel m
2

(genotip C) pa sta prisotna dva

fragmenta velikosti 200 in 140 bp. Na sliki 6 je tak vzorec {t. 1.

Analiza polimorfizma gena CYP1A1 pri zdravi populaciji

Polimorfizem Ile/Val sem analiziral pri 102 zdravih osebah iz slovenske populacije

(5 vzorcev se na PCR ni odzvalo). Polimorfizem Msp I sem prav tako analiziral pri 102 zdra-

vih osebah iz slovenske populacije (9 vzorcev se na PCR ni odzvalo).

Raziskoval sem povezanost med pojavljanjem obeh analiziranih polimorfizmov gena

CYP1A1 v zdravi populaciji. Primerjal sem opazovane frekvence Ile/Ile, Ile/Val in Val/Val

v skupini genotipov A (m
1
/m

1
), B (m

1
/m

2
) in C (m

2
/m

2
) pri zdravih osebah. V tabeli 2 so

prikazane opazovane frekvence posameznih genotipov, urejene v tabelo 3 ×3, ki smo

jo uporabili za statisti~en izra~un stopnje povezanosti med pojavljanjem obeh vrst po-

limorfizma, in sicer po metodi χ
2
.

Tabela 2. Povezava med polimorfizmoma Ile/Val in Msp I pri zdravi populaciji. Genotip A: homozigoti za
alel m1 (ni restrikcijskega mesta za Msp I); genotip B: heterozigoti z aleloma m1 in m2 (na eni DNA je pri-
sotno restrikcijsko mesto za Msp I, na drugi pa ne); genotip C: homozigoti za alel m2 (na obeh DNA je pri-
sotno restrikcijsko mesto za Msp I). Ile pomeni prisotnost aminokisline izolevcin, Val pomeni prisotnost
aminokisline valin. Prikazani so dele`i genotipov, {tevila v oklepajih predstavljajo {tevilo preiskovancev.

GENOTIP A (m
1
/m

1
) B (m

1
/m

2
) C (m

2
/m

2
) Skupaj

Ile/Ile 0,807 (71) 0,091 (8) 0,011 (1) 0,909 (80)

Ile/Val 0,0 (0) 0,091 (8) 0,0 (0) 0,091 (8)

Val/Val 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)

Skupaj 0,807 (71) 0,182 (16) 0,011 (1) 1,0 (88)
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Slika 6. Analiza restrikcijske zmesi za odkrivanje po-
limorfizma Msp I. Produkte PCR sem analiziral z elek-
troforezo na 2 % agaroznem gelu. 17: standard DNA,
1–16: vzorci restrikcijske zmesi, ki sem jih pripravil
po postopku opisanem v poglavju Metode dela.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17



Rezultati, prikazani v tabeli, ka`ejo na to, da je alel Val v slovenski populaciji redek in

zastopan le pri 9,1 % genotipov (pri 8 zdravih preiskovancih), frekvenca alela zna{a 4,5 %

(8 alelov izmed 176). Podobno je redko zastopan alel m
2
, in sicer pri 19,3 % genotipov

(pri 17 zdravih preiskovancih), frekvenca alela pa zna{a 10,2 % (18 alelov izmed 176).

Iz tabele je razvidno, da imajo genotipi A v vezavnem mestu za hem le aminokislino Ile,

osebe z genotipom B Ile in Val v razmerju 3 : 1, osebe z genotipom C pa le Ile, vendar

je takih oseb premalo, da bi to lahko bilo statisti~no pomembno. Izra~unana vrednost

statisti~ne pomembnosti χ
2

je zna{ala 39,75, medtem ko kriti~na vrednost χ
2

za tovrst-

no tabelo s 4 stopinjami prostosti in 5 % stopnjo tveganja zna{a 9,49. Zato sem lahko

zavrnil ni~elno hipotezo, ki trdi, da med pojavljanjem obeh vrst polimorfizma ni statisti~-

no pomembne povezanosti. Namesto tega sem sprejel osnovno hipotezo, ki trdi, da tak-

{na povezanost obstaja.

Povezanost med polimorfizmoma Ile/Val in Msp I pri bolnikih s plju~nim rakom

Povezanost med polimorfizmoma Ile/Val in Msp I sem prou~eval pri 156 bolnikih s plju~-

nim rakom. Tabela 3 prikazuje opazovane frekvence posameznih genotipov.

Tabela 3. Povezava med polimorfizmoma Ile/Val in Msp I pri bolnikih s plju~nim rakom. Pomen okraj{av –
glej tabelo 2.

GENOTIP A (m
1
/m

1
) B (m

1
/m

2
) C (m

2
/m

2
) skupaj

Ile/Ile 0,872 (136) 0,051 (8) 0,006 (1) 0,929 (145)

Ile/Val 0,0 (0) 0,051 (8) 0,006 (1) 0,058 (9)

Val/Val 0,0 (0) 0,006 (1) 0,006 (1) 0,013 (2)

skupaj 0,872 (136) 0,109 (17) 0,019 (3) 1,0 (156)

Iz tabele je razvidno, da je tudi v populaciji bolnikov s plju~nim rakom alel Val zastopan

v majhni meri, in sicer se pojavlja le pri 7,1 % genotipov (pri 11 preiskovancih), frekven-

ca alela pa zna{a 4,2 % (13 alelov izmed 312). Prav tako je redek alel m
2
, in sicer se

pojavlja pri 12,8 % genotipov (pri 20 preiskovancih), frekvenca alela zna{a 7,4 % (23 ale-

lov izmed 312). Prav tako je razvidno, da imajo osebe z genotipom A v encimskem ve-

zavnem mestu za hem le aminokislino Ile, osebe z genotipom B in C imajo v ve~ji meri

zastopano Ile, vendar je oseb z genotipom C premalo, da bi to lahko bilo statisti~no po-

membno. Izra~unana vrednost χ
2

je bila 60,36, medtem ko kriti~na vrednost χ
2

za to-

vrstno tabelo s 4 stopinjami prostosti in 5% stopnjo tveganja zna{a 9,49. Zato sem zavrnil

ni~elno hipotezo, ki trdi, da pri bolnikih s plju~nim rakom ni statisti~no pomembne po-

vezanosti med pojavljanjem obeh vrst polimorfizma. Sprejel sem osnovno hipotezo, ki

trdi, da tak{na povezanost obstaja.

Genotipi CYP1A1 pri razli~nih histolo{kih podtipih plju~nega raka

Tabeli 4 in 5 prikazujeta frekvence posameznih genotipov pri razli~nih histolo{kih podti-

pih plju~nega raka. Med seboj sem primerjal posamezne histolo{ke podtipe plju~nega
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raka z zdravimi preiskovanci in ob uporabi tabele 3 ×2 ra~unal statisti~no pomembnost

za razlike v genotipu. Kriti~na vrednost χ
2

za tovrstno tabelo z 2 stopinjama prostosti in

5 % stopnjo tveganja je zna{ala 5,99.

Tabela 4. Genotipi CYP1A1 pri razli~nih histolo{kih podtipih plju~nega raka pri polimorfizmu Ile/Val. [te-
vilke v oklepajih predstavljajo odstotke.

Ile/Ile Ile/Val Val/Val Skupaj χ
2

PLJU^NI RAK 145 (92,9) 9 (5,8) 2 (1,3) 156 (100) 2,76

Kreyberg I 120 (93,0) 8 (6,2) 1 (0,8) 129 (100) 2,36

Plo{~atoceli~ni karcinom 59 (90,8) 5 (7,7) 1 (1,5) 65 (100) 2,06

Mikrocelularni karcinom 36 (97,3) 1 (2,7) 0 (0) 37 (100) 2,04

Makrocelularni karcinom 25 (92,6) 2 (7,4) 0 (0) 27 (100) 0,23

Kreyberg II (adenokarcinom) 25 (92,6) 1 (3,7) 1 (3,7) 27 (100) 3,83

ZDRAVI PREISKOVANCI 89 (91,8) 8 (8,2) 0 (0) 97 (100)

Tabela 5. Genotipi CYP1A1 pri razli~nih histolo{kih podtipih plju~nega raka pri polimorfizmu Msp I. [te-
vilke v oklepajih predstavljajo odstotke.

A (m
1
/m

1
) B (m

1
/m

2
) C (m

2
/m

2
) Skupaj χ

2

PLJU^NI RAK 136 (87,2) 17 (10,9) 3 (1,9) 156 (100) 2,65

Kreyberg I 114 (88,4) 13 (10,1) 2 (1,5) 129 (100) 2,95

Plo{~atoceli~ni karcinom 56 (86,2) 7 (10,8) 2 (3,0) 65 (100) 2,23

Mikrocelularni karcinom 34 (91,9) 3 (8,1) 0 (0) 37 (100) 4,01

Makrocelularni karcinom 24 (88,9) 3 (11,1) 0 (0) 27 (100) 3,56

Kreyberg II (adenokarcinom) 22 (81,5) 4 (14,8) 1 (3,7) 27 (100) 0,91

ZDRAVI PREISKOVANCI 76 (81,7) 16 (17,2) 1 (1,1) 93 (100)

Iz tabel 4 in 5 je razvidno, da kriti~na vrednost nikjer ni bila prese`ena. Torej sem mo-

ral pri vseh histolo{kih podtipih plju~nega raka sprejeti ni~elno hipotezo, ki trdi, da ni sta-

tisti~no pomembnih razlik v genotipu med zdravo populacijo in bolniki z razli~nimi

histolo{kimi podtipi plju~nega raka, tako glede polimorfizma Ile/Val kot tudi glede poli-

morfizma Msp I.

Povezanost med polimorfizmoma Msp I in Ile/Val glede na predvidevan fenotip

Genotip C (m
2
/m

2
) je v japonski populaciji tesno (statisti~no pomembno) povezan z vi-

soko inducibilnostjo AHH, medtem ko je genotip Val/Val povezan z visoko bazalno ak-

tivnostjo AHH (7). S statisti~no analizo sem hotel ugotoviti, ali tak{na povezanost velja

tudi pri slovenskih bolnikih s plju~nim rakom. V tabelah 6 in 7 sem zato zdru`il tiste ge-

notipe, ki vodijo v isti fenotip, to sta Ile/Ile in Ile/Val oziroma genotipa A in B. Preverjal

sem pravilnost ni~elne hipoteze po metodi χ
2

in ugotovil, da tudi v primeru zdru`evanja
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genotipov glede na predviden fenotip ni pomembnih razlik med bolniki z razli~nimi hi-

stolo{kimi podtipi plju~nega raka in zdravimi preiskovanci.

Tabela 6. Povezava med obema vrstama polimorfizmov glede na aktivnost encima (fenotip) pri polimorfiz-
mu Ile/Val. [tevilke v oklepajih predstavljajo odstotke.

Ile/Ile + Ile/Val Val/Val Skupaj χ
2

PLJU^NI RAK 154 (98,7) 2 (1,3) 156 (100) 2,20

Kreyberg I 128 (99,2) 1 (0,8) 129 (100) 2,04

Plo{~atoceli~ni karcinom 64 (98,5) 1 (1,5) 65 (100) 2,05

Mikrocelularni karcinom 37 (100) 0 (0) 37 (100) 0,00

Makrocelularni karcinom 27 (100) 0 (0) 27 (100) 0,00

Kreyberg II (adenokarcinom) 26 (96,3) 1 (3,7) 27 (100) 2,59

ZDRAVI PREISKOVANCI 97 (100) 0 (0) 97 (100)

Tabela 7. Povezava med obema vrstama polimorfizmov glede na aktivnost encima (fenotip) pri polimorfiz-
mu Msp I. [tevilke v oklepajih predstavljajo odstotke.

Genotip A + B Genotip C Skupaj χ
2

PLJU^NI RAK 153 (98,1) 3 (1,9) 156 (100) 0,67

Kreyberg I 127 (98,4) 2 (1,6) 129 (100) 0,52

Plo{~atoceli~ni karcinom 63 (96,9) 2 (3,1) 65 (100) 1,03

Mikrocelularni karcinom 37 (100) 0 (0) 37 (100) 2,19

Makrocelularni karcinom 27 (100) 0 (0) 27 (100) 2,56

Kreyberg II (adenokarcinom) 26 (96,3) 1 (3,7) 27 (100) 0,68

ZDRAVI PREISKOVANCI 92 (98,9) 1 (1,1) 93 (100)

Kriti~na vrednost χ
2

za tovrstni tabeli 2 ×2 z eno stopinjo prostosti in 5 % stopnjo tve-

ganja zna{a 3,84. Ker le-ta ni bila nikjer prese`ena, sem ni~elno hipotezo v celoti spre-

jel za pravilno.

Primerjava frekvence genotipa C (polimorfizma Msp I) med slovensko populaci-

jo in nekaterimi drugimi populacijami

Slika 7 prikazuje histogram, ki ponazarja raz{irjenost genotipa C (polimorfizma Msp I),

ki se je pri {tudiju polimorfizma gena CYP1A1 pri Japoncih izkazal kot pomemben pri

nastanku plju~nega raka, povzro~enega kemi~no (9).

V histogramu prikazani rezultati ka`ejo na to, da je raz{irjenost genotipa C v japonski

populaciji znatno ve~ja kot v katerikoli evropski populaciji, ki so bile analizirane do da-

nes. Iz prikaza se tudi vidi, da je dele` tega genotipa znatno pove~an pri bolnikih s plju~-

nim rakom le pri Japoncih.
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Razpravljanje

Pogostnost genotipov CYP1A1 v tabelah 2 in 3 ka`e na to, da imamo Slovenci visoko

stopnjo povezanosti pojavljanja obeh vrst polimorfizma. Gre za to~kovno mutacijo

v 7. eksonu kodirajo~e regije gena CYP1A1, ki vodi v zamenjavo aminokisline Ile z ami-

nokislino Val v encimskem vezavnem mestu za hem, in to~kovno mutacijo v obmo~ju

3’ za kodirajo~o regijo gena, ~esar posledica je novo restrikcijsko mesto za encim Msp I.

Tak{na povezanost se pojavlja tako pri zdravi populaciji kot pri bolnikih s plju~nim ra-

kom, pri slednjih {e z ve~jo statisti~no pomembnostjo. Glede tega so izsledki na{e razi-

skave podobni tistim iz Skandinavije in Japonske (9, 15, 17). Ka`e, da se obe to~kovni

mutaciji pri vseh do sedaj prou~evanih populacijah dedujeta v vezavnem neravnovesju.

Ugotovil sem tudi, da ni statisti~no pomembne povezanosti med pojavljanjem ene ali

druge vrste polimorfizma in zbolevanjem za plju~nim rakom. Oba redko zastopana ale-

la, Val in m
2
, sta pri Slovencih pribli`no enakomerno razporejena med zdravo in obole-

lo populacijo (tabela 2 in tabela 3). Vendar je treba poudariti, da je pojavnost obeh alelov

tako nizka, da tega ni mo`no statisti~no zanesljivo potrditi. Podobno stanje so ugotovi-

le podobne {tudije v nekaterih skandinavskih de`elah. Toda na Japonskem je druga-

~e. Pojavnost genotipa C (m
2
/m

2
) zna{a 21,2 % med bolniki s plju~nim rakom oziroma

10,6 % med zdravimi preiskovanci (9, 16, 17). Genotip C je torej pri Japoncih povezan

z ve~jo dovzetnostjo zbolevanja za plju~nim rakom. Vzrok tega pojava {e ni raziskan,

domnevajo pa, da gre za uravnavanje gena CYP1A1. Znano je namre~, da je polimor-

fizem Msp I, ki se pojavlja v obmo~ju 3’ za kodirajo~o regijo gena, pri Japoncih zna~il-

no povezan s pove~ano izraznostjo gena (7). Pri Slovencih smemo tako nizko frekvenco

dovzetnih genotipov C in Val/Val {teti za ugodno okoli{~ino, saj bi bilo sicer verjetno {e
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Slika 7. Raz{irjenost genotipa C pri Slovencih in nekaterih drugih narodih (17).



ve~ tovrstne zbolevnosti, ki bi se pojavljala pri {e nekoliko mlaj{ih bolnikih. Ugotovil sem

tudi, da med bolniki z razli~nimi histolo{kimi podtipi plju~nega raka ni statisti~no pomemb-

nih razlik.

Kancerogeneza je celosten proces, v katerem zanesljivo sodelujejo {e druge encimske

reakcije. Nekatere raziskave so npr. razkrile, da igra pomembno vlogo pri dovzetnosti

za plju~nega raka poleg citokroma P4501A1 tudi glutation S-transferaza M1 (GSTM1)

oziroma presnovno ravnovesje med njima (18). GSTM1 je sicer zelo pomemben ~len

v drugi fazi biotransformacije, ki sodeluje pri razstrupljanju elektrofilnih molekul, a tudi

pri vezavi endogenih spojin, s ~imer jih pripravi za izlo~anje. Mo`no je, da igrajo pomemb-

nej{o vlogo pri kemi~ni kancerogenezi tudi drugi encimi iz dru`ine citokromov P450. Pri

Slovencih so `e potrdili va`no vlogo polimorfizma gena CYP2D6, ki sicer kodira encim

debrizokinsko-4-hidroksilazo, ki sodeluje pri presnovi nekaterih zdravil (19). Zelo ver-

jetno imajo pri kemi~ni kancerogenezi pomembno vlogo tudi drugi encimi, med kateri-

mi lahko omenimo tiste, ki so odgovorni za popravljanje napak na DNA.

Pri Slovencih torej nismo na{li statisti~no pomembne povezave med obema vrstama po-

limorfizma gena za citokrom P450 (CYP1A1) in dovzetnostjo za plju~nega raka. V ok-

viru prepre~evanja plju~nega raka v Sloveniji bi se morali pri iskanju skupin s tveganjem

usmeriti na zgoraj omenjene ali {e kak{ne druge mo`nosti.

Sklepi

Tema pri~ujo~e naloge je bila raziskati vpliv obeh opisanih polimorfizmov pri nastanku

kemi~no povzro~enega plju~nega raka pri Slovencih. Zanimala me je njuna vloga na iz-

branem vzorcu slovenske populacije s plju~nim rakom. Dobljene rezultate sem primer-

jal s skupino zdravih preiskovancev in z izsledki tujih raziskav.

Izkazalo se je, da se oba polimorfizma pojavljata povezano pri bolnikih s plju~nim ra-

kom kot tudi pri zdravih preiskovancih. To je bilo tudi statisti~no pomembno potrjeno. Ni

pa statisti~no pomembne razlike v pojavnosti obeh polimorfizmov med bolniki s plju~-

nim rakom in zdravimi preiskovanci. Iz tega sklepamo, da pri Slovencih zbolevanje za

plju~nim rakom ni odvisno od genske dovzetnosti na ravni preiskovanega gena CYP1A1.
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