
Fast CYP2E1 genotyping using automated fluorescent
detection

CLAUDIA INNOCENTI, A. ACCORSI*, V. CERRETA, VILMA MANTOVANI, F.S. VIOLANTE**
Center for Applied Biomedical Research (CRBA), Sant’Orsola-Malpighi Hospital, Bologna
* Safety, Hygiene and Occupational Medicine Service, University of Bologna
** Occupational Medicine Unit - Sant’Orsola-Malpighi Hospital, Bologna

Med Lav 2006; 97, 6: 799-804

KEY WORDS

CYP2E1; PCR; Single Nucleotide Primer Extension (SNuPE)

SUMMARY

Background: Among polymorphic genes coding for xenobiotic-metabolizing enzymes, the ethanol-inducible
CYP2E1 gene (1667 bp) is known to play a major role in the metabolism of several chemicals. Objectives: In order
to apply large-scale genotyping, we explored the use of a Single Nucleotide Primer Extension (SNuPE) assay cou-
pled with automated fluorescent detection to assess the presence of low-frequency CYP2E1*5B (c2) allele. Methods:
a classic PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism) method specific
for polymorphic5’-flanking region of CYP2E1 gene was tested in conjunction with a newly developed accelerated
SNuPE assay. Results: compared to the classic PCR-RFLP method, the accelerated SNuPE assay proved to be both
sensitive and specific for fast CYP2E1 genotyping. Conclusions: automated fluorescent methods as SNuPE assay
are useful for public health perspectives, allowing rapid genotyping of metabolic genes in large population studies in
clinical or epidemiological settings.

RIASSUNTO

«Rapida genotipizzazione del citocromo CYP2E1 mediante un metodo fluorescente automatizzato».Tra i geni
polimorfici codificanti gli enzimi deputati al metabolismo degli xenobiotici, il gene CYP2E1 (1667 bp) inducibile
da agenti come l’etanolo svolge un ruolo preminente nella metabolizzazione di molte sostanze chimiche. Per deter-
minare l’eventuale presenza dell’allele a bassa frequenza CYP2E1*5B (c2) in previsione di studi su larga scala,
abbiamo esplorato la possibilità di sviluppare un metodo SNuPE (Single Nucleotide Primer Extension) accoppiato
a un rivelatore automatico a fluorescenza. I dati ottenuti dal metodo SNuPE sono stati quindi confrontati con il
metodo classico PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism) specifico
per la regione regolatoria polimorfica del gene CYP2E1 adiacente al 5’-UTR. Il metodo semi-automatizzato
SNuPE ha dimostrato di essere sensibile e specifico e quindi utilizzabile per una genotipizzazione rapida del gene
CYP2E1. Tecniche automatizzabili basate sulla fluorescenza, come il metodo SNuPE qui descritto, permettono in
prospettiva un veloce screening dei geni metabolici in vasti studi di popolazione nell’ambito di indagini cliniche o
epidemiologiche e possono avere un notevole impatto sulla sanità pubblica.
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