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Genetisch polymorfisme komt voor bij een aantal en-
zymen die betrokken zijn bij de biotransformatie van
lichaamsvreemde stoffen. Dit polymorfisme kan via
veranderde enzymactiviteit aanleiding geven tot een
verhoogd risico op ziekten na blootstelling aan
lichaamsvreemde stoffen. In deze studie wordt het
effect onderzocht van polymorfisme van twee cyto-
chroom P450 en twee glutathion-S-transferase iso-
enzymen op het risico voor chronische toxische ence-
falopathie (CTE). Patiënten en controles werden
gerecruteerd in het Nederlands Centrum voor Be-
roepsziekten. Blootstelling in het verleden aan orga-
nische oplosmiddelen werd geschat aan de hand van
een gedetailleerde arbeidsanamnese. GSTM1- en
GSTT1-nulgenotypen, Dra 1- en Rsa 1-mutaties in
het cytochroom P450 2E1-gen en de Ile/Val-mutatie

in het cytochroom P450 1A1-gen werden bepaald met
behulp van PCR. Er werd een tendens gevonden voor
een verhoog risico op CTE bij de Dra 1-mutatie  van
het cytochroom P450 2E1-gen (odds ratio 6,2, 0,7 -
91,2) en het GSTM1-nulgenotype (odds ratio 1,7, 0,4
- 6,9); de tot dusverre onderzochte groep is te klein
om definitieve conclusies te trekken.

Trefwoorden: genetisch polymorfisme; cytochroom
P450; glutathion-S-transferase; biotransformatie;
chronische toxische encefalopathie

Individuele variatie in gevoeligheid voor effecten van
blootstelling aan xenobiotica is al langer bekend.
Recente studies wijzen uit dat erfelijk bepaalde ver-
schillen in metabole capaciteit een belangrijke rol
spelen in deze gevoeligheid voor -door  xenobiotica
geïnduceerde- ziekten (1-4).  Metabolisme van xeno-
biotica wordt door een aantal verschillende groepen
enzymen geregeld. Belangrijke groepen zijn de cyto-
chroom P450 iso-enzymen en de glutathion-S-
transferases (GST). De cytochroom P450-groep is
voornamelijk betrokken bij de eerste fase in de bio-
transformatie van vele stoffen en  zorgt voor oxidaties,
reducties of hydrolyses. Veel van deze omzettingen
zorgen voor een toxischer product dan de uitgangs-
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stof zelf en deze stap wordt dan ook wel de activatie-
stap genoemd. De glutathion-S-transferases zijn
voornamelijk betrokken bij de tweede fase van bio-
transformatie -de zogenaamde conjugaties- waarbij er
aan het gevormde tussenproduct uit de eerste fase een
wateroplosbare groep wordt gekoppeld; in het geval
van de GST is de wateroplosbare groep glutathion.
Deze reactie is meestal een detoxificatiereactie maar
kan ook leiden tot de vorming van  een veel toxischer
metaboliet, bijv. bij ethyleendibromide (5). Een be-
langrijk aspect voor de uiteindelijke toxiciteit van een
stof  is het evenwicht tussen activatie en detoxificatie
in de biotransformatie. 
In beide groepen enzymen komt genetische polymor-
fisme voor. Dat wil zeggen dat er van dat enzym een
of meerdere mutante allelen bestaan (als gevolg van
puntmutaties of deleties) die met een frequentie van
1% of meer in de populatie voorkomen; deze mutante
allelen kunnen resulteren in een enzymactiviteit die
verhoogd, verlaagd of helemaal afwezig is. Het is
denkbaar dat mensen met genotypen geassocieerd
met een efficiëntere activatie en een inefficiëntere
detoxificatie in het bijzonder een verhoogd risico
hebben op negatieve gezondheidseffecten.
In Nederland worden enkele honderdduizenden men-
sen beroepshalve regelmatig blootgesteld aan organi-
sche oplosmiddelen. Eén van de effecten van lang-
durige blootstelling aan deze oplosmiddelen is het
ontstaan van chronische toxische encefalopathie
(CTE) (6-8). Symptomen van CTE zijn een gestoord
korte-termijngeheugen, concentratieproblemen, (ex-
treme) vermoeidheid en eventueel karakterverande-
ringen en/of stemmingsstoornissen. Een aantal poly-
morfe enzymen is betrokken bij de biotransformatie
van deze organische oplosmiddelen, wat het risico op
CTE na blootstelling aan organische oplosmiddelen
kan moduleren. In deze studie richten we ons op ge-
netische polymorfisme van enzymen betrokken bij
zowel de activatie van organische oplosmiddelen als
de detoxificatie. Van de fase 1 enzymen zijn het cyto-
chroom P450 2E1 (CYP2E1) en het cytochroom
P450 1A1 (CYP1A1) bestudeerd. Het CYP2E1-en-
zym is betrokken bij het metabolisme van alcohol en
andere organische oplosmiddelen. Twee puntmutaties
in dit gen zijn beschreven, genoemd naar het restrictie-
enzym waarmee deze mutaties op te sporen zijn; Dra
1 en Rsa 1. Dra 1 is een puntmutatie in intron 6 van
het gen en heeft voor zover bekend geen functionele
betekenis maar is wel geassocieerd met een verhoogd
risico op kanker bij Aziaten (9). Rsa 1 is een punt-
mutatie in de 5'-flanking regio op de vermeende
HNF1-bindingsplaats en is geassocieerd met een ver-
hoogde in vitro transcriptie, mRNA en eiwitexpressie
vergeleken met het wildtype (10). Deze mutatie
wordt wel in verband gebracht met een hoger risico
op alcoholische leverziekten (11,12). De prevalentie
van beide puntmutaties van het CYP2E1-gen in de
populatie is laag, zo'n 1-10 %.
In het CYP1A1-enzym komen ook twee puntmutaties
voor. Eén, de Msp 1-mutatie, is in de 3' non-coding
regio; de andere puntmutatie is in exon 7 en zorgt
voor een Ile→Val-aminozuur substitutie (13). Publi-
caties over de mogelijke gevolgen van deze punt-

mutaties zijn tegenstrijdig: sommige auteurs vinden
een verhoogde activiteit van het enzym in aanwezig-
heid van de mutatie(s) (14,15) en andere auteurs vin-
den geen verschil in enzymactiviteit tussen het mu-
tante genotype en het wildtype (16). De prevalentie
van beide puntmutaties is eveneens zo'n 1 - 10%.
Van de fase 2 enzymen zijn twee glutathion-S-trans-
ferases bestudeerd,  GSTM1 en GSTT1. Bij beide
enzymen is er sprake van gendeletie, d.w.z. dat het
gen dat voor dat enzym codeert afwezig is. Bij homo-
zygoten voor deze gendeletie (nulgenotype) is de
enzymactiviteit van het betreffende glutathion-S-
transferase enzym afwezig. De prevalentie van het
GSTM1-nulgenotype is 50%, die van het GSTT1-
nulgenotype 25%. Het GSTM1-nulgenotype is geas-
socieerd met een verhoogd risico op longkanker
(2,17) en het GSTT1-nulgenotype met een verhoogd
risico op hersentumoren (18).
In deze studie proberen we een relatie te leggen tus-
sen het voorkomen van CTE en de Dra 1- en Rsa 1-
mutatie van het CYP2E1-gen, de Ile/Val-mutatie van
het CYP1A1-gen en de GSTM1- en GSTT1-nulgeno-
typen.

METHODE

Patiënten
GST- en cytochroom P450-genotypen werden be-
paald in personen bij wie het bestaan van CTE werd
vermoed en die verwezen waren naar het Nederlands
Centrum voor Beroepsziekten. Allen hadden in be-
paalde mate neurologische en/of psychische klachten
die konden wijzen op CTE. Na uitgebreid testen met
verschillende neuropsychologische methoden waar-
onder de NES batterij (neurobehavioral evaluation
system), een gestructureerd interview, neurologische
onderzoek en vragenlijsten werden de personen in
één van drie categorieën ingedeeld door zogenaamde
Solvent Teams, bestaande uit bedrijfsarts, neuroloog,
neuropsycholoog en toxicoloog (19). Categorie 1 be-
stond uit goed gedefinieerde CTE-patiënten, categorie
2 bestond uit niet-CTE-personen met vage klachten
die dienden als controlegroep. Personen in categorie
3 konden niet eenduidig worden gediagnosticeerd en
werden daarom niet meegenomen in de analyse. Een
blootstellingsscore werd berekend op basis van een
gedetailleerde arbeidsanamnese en bestond uit 4 on-
derdelen: aantal jaren blootstelling, concentratie op
de plek van blootstelling, vóórkomen van piekbloot-
stellingen en gebruik van persoonlijke beschermings-
middelen. Elk onderdeel kreeg een score op een drie-
puntsschaal en de eerste drie onderdelen werden
opgeteld; daarna werd de score voor de persoonlijke
beschermingsmiddelen ervan afgetrokken. De scores
werden verdeeld in drie categorieën: 1-3 lage bloot-
stelling, 4-6 middelmatige blootstelling, 7-9 hoge
blootstelling.

Genotypering
Bloed werd afgenomen in steriele EDTA buizen en
met de Blood & Cell Culture DNA midi kit (Qiagen)
werd uit leukocyten genomisch DNA geïsoleerd.
Voor het vaststellen van de Rsa 1-puntmutatie in het
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CYP2E1-gen werd gebruik gemaakt van de primers
zoals beschreven in een artikel van Pirmohamed et al.
(11) en voor de Dra 1-puntmutatie werd gebruik ge-
maakt van primers zoals beschreven in een artikel
van Hildesheim et al. (20). Voor het vaststellen van
de Msp 1-puntmutatie in het CYP1A1-gen werd ge-
bruik gemaakt van de primers zoals beschreven in
een artikel van Sugimura et al. (21) en voor de
Ile/Val-mutatie werd gebruik gemaakt van primers
zoals beschreven in een artikel van Oyama et al. (22).
De DNA-fragmenten werden geamplificeerd en
daarna geknipt met behulp van restrictie-enzymen.
De geknipte fragmenten werden op een agarosegel
gebracht (1,5%; 3% voor de Ile/Val-mutatie), ge-
kleurd met ethidiumbromide en onder UV-licht beke-
ken. Voor het vaststellen van de GST-genotypen werd
de methode van Arand et al. (23) gebruikt. Alle PCR-
bepalingen werden blind uitgevoerd en gescoord. 

Statistiek
Voor het berekenen van het risico op CTE bij de ver-
schillende mutante genotypen, werd gebruik gemaakt
van de odds ratio. De odds ratio wordt berekend uit
een 2x2 frequentietabel en is bij benadering gelijk
aan het relatief risico (24). In deze studie werden de
odds ratio's, met behulp van een exacte test (vanwege
kleine aantallen in sommige cellen), berekend als ge-
wogen combinaties van twee 2x2 tabellen van hoog-
en middelmatig blootgestelde personen. Berekeningen
werden uitgevoerd met StatXact 2.05 (CYTEL Soft-
ware Corporation, Cambridge).

RESULTATEN en DISCUSSIE

De CTE-patiënten (n = 28) en de controles (n = 22)
verschilden niet in leeftijd, percentage rokers, Quete-
let-index en duur van de blootstelling. Er waren sig-
nificant meer niet-drinkers onder de patiënten dan on-
der de controles. Het is bekend dat CTE-patiënten
vaak een alcoholintolerantie ontwikkelen (G. van der
Laan, persoonlijke mededeling).
De blootstellingsscore was hoger bij de CTE-patiënten
dan bij de controles (gemiddelde score in patiënten
7,0; gemiddelde score in de controles 5,7). De resul-
taten van de genotypering staan weergegeven in ta-
bellen 1 en 2 en in figuur 1. Voor geen van de cyto-
chroom P450-mutaties werden homozygote mutanten
aangetroffen. Er kon geen odds ratio worden bere-
kend voor de Rsa 1-mutatie van het CYP2E1-gen om-
dat het mutante allel afwezig was in de controle-
groep. De frequentie van het allel was 0,02 in de
totale studiepopulatie. De frequentie van de overige
allelen in de totale studiepopulatie was 0,07 voor het
mutante Dra 1-allel, 0,03 voor de Ile/Val-mutatie;
0,24 voor het GSTT1-nulgenotype en 0,52 voor het
GSTM1-nulgenotype.
Er werden geen significante verschillen gevonden in
de genotypefrequenties tussen de CTE-patiënten en
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Tabel 1. Distributie van CYP2E1- en CYP1A1-genotypen in CTE-patiënten en controles

CYP2E1 CYP1A1

c1/c1 c1/c2 CC CD Ile/Ile Ile/Val

CTE 24 (92,3%) 2 (7,7%) 23 (82,2%) 5 (17,8%) 24 (92,3%) 2 (7,7%)

Controles 21 (100%) – 20 (90%) 2 (10%) 21 (95,5%) 1 (4,5%)

Tussen haakjes staan percentages weergeven. c1/c1 is het wildtype, c2 is het mutante allel van de Rsa 1-mutatie van het CYP2E1-
gen, CC is het wildtype, D is het mutante allel van de Dra 1-mutatie van het CYP2E1-gen. Ile/Ile is het wildtype, Val is het mutante
allel van het CYP1A1-gen.

Tabel 2. Distributie van GSTM1- en GSTT1-genotypen in CTE-patiënten en controles

GSTM1 GSTT1

positief nul positief nul

CTE 11 (39,3%) 17 (60,7%) 21 (75%) 7 (25%)

Controles 13 (59,1%) 9 (40,9%) 17 (77,3%) 5 (22,7%)

Tussen haakjes staan percentages weergegeven. Positief betekent minimaal 1 allel met het GSTM1/GSTT1-gen, nul is de homozy-
gote gendeletie.

Figuur 1. Odds ratio's en 95% betrouwbaarheidsintervallen
voor afwijkende genotypen in CTE-patiënten vergeleken met
controles. De balken geven het 95% betrouwbaarheidsinterval
aan; de odds ratio's zijn weergegeven naast de balken en
gemarkeerd met een streep. Odds ratio's zijn berekend als
gewogen combinaties van twee 2x2 tabellen van hoog en
middelmatig blootgestelde personen.
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de controles. Alhoewel er een tendens naar ver-
hoogde odds ratio's voor het GSTM1-nulgenotype en
de Dra 1-mutatie van het CYP2E1-gen werd waarge-
nomen, is de tot dusverre onderzochte groep te klein
om definitieve conclusies te trekken. De patiënten en
controlegroep worden thans uitgebreid om na te gaan
of de gevonden tendensen kunnen worden omgezet in
significante verschillen in odds ratio's.
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Summary

Genetic polymorphism and chronical toxic encephalopathy.
Wenker MAM,  Pullens RHJ, Kezic S, Monster AC,  Laan G
van der and Wolff FA de. Ned Tijdschr Klin Chem 1999; 24:
228-231.
Genetic polymorphisms occur in several enzymes which are
involved in the biotransformation of xenobiotics. Genetic
polymorphisms result in changed enzyme activities and there-
fore in higher risk of disease after occupational exposure. In
this study, the effect of polymorphism in two cytochrome
P450 and two glutathione S-transferase isoenzymes on the risk
of chronic toxic encephalopathy was investigated. Patients and
controls were recruted in the Netherlands Centre of Occupa-
tional Diseases. Exposure to organic solvents was estimated
by means of thorough interviewing.
From both patients and controls GSTM1 and GSTT1 null
genotypes, Dra 1 en Rsa 1 mutations in the cytochrome P450
2E1 gene and the Ile/Val mutation in the cytochrome P450
1A1 gene were determined using PCR. A tendency towards in-
creasing odds ratios for the Dra 1 mutation of the cytochrome
P450 2E1 gene (odds ratio 6.2 , 0.7 - 91.2) and the GSTM1
null genotype (odds ratio 1.7 , 0.4 - 6.9) was found, although
the study population under investigation so far is not large
enough to draw definite conclusions.
Key-words: genetic polymorphism; cytochrome P450; glu-
tathione S-transferase; biotransformation; chronic toxic en-
cephalopathy


