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Farmakogenetika
v laboratorni praxi

P. Riedlova, R. Richterova

Uvod

Sledovani vztahu mezi genetickou predispozici
jedince a variabilni odpovédi na podavané léky je
hlavnim prfedmétem zajmu odbornikd z oblasti
farmakogenetiky. ,,Idealni“ 1é¢ivo, vysoce efektivni
abezpecné pro véechny pacienty, neexistuje. Divo-
dem je geneticka variabilita metabolizmu, dana
pritomnosti polymorfizmii v prislusnych genech
v kombinaci s negenetickymi faktory zevniho pro-
sttedi. Schopnost organizmu vstfebavat, transpor-
tovat, transformovat a eliminovat 1éky nebo jejich
metabolity je variabilni, a proto existuji vyrazné roz-
dily ve velikosti 1é¢ebné davky potiebné k dosazeni
pozadovaného terapeutického uc¢inku.

Vv

mozné riziko toxickych a ojedinéle az zivot ohrozu-
jicich reakci u pacientii s defektnim cilovym genem.
Naopak pri¢inou selhani lé¢by miize byt pritomnost
polymorfizmii, zvySujicich aktivitu enzymu natolik,
ze standardni davky lé¢iva neumozni pozadovany
efekt. Individudlni predikce terapeutické odpovédi
a zaroven potencidlnich projevil toxicity umoznuje
navrhnout pro kazdého pacienta vhodnou medikaci,
kdy je prihlédnuto nejen k projeviim a pribéhu
onemocnéni, ale také ke specifické genetické vybavé
pacienta. V idealnim pripadé by farmakogenetické
vysetfeni mélo byt provedeno pred zahdjenim 1é¢by,
a jiz prvni davky by tak mohly byt nastaveny dle
genetickych predispozic.

Podle nasich zkusenosti je v soucasnosti nejzadanéj-
$im farmakogenetickym vySetfenim genotypizace
genu TPMT pred nasazenim lé¢iv na bazi thiopurint
a gend CYP2C9 a VKORCI pred zahdjenim 1é¢by
antikoagulanciem warfarinem.

Thiopurin S-methyltransferaza
(TPMT)

TPMT je enzym cytosolu, ktery katalyzuje S-metyla-
ciaromatickych a heterocyklickych sulfhydrilovych
komponent thiopurinovych 1é¢iv - 6-thioguaninu,
6-merkaptopurinu a jeho imidazolového derivatu
azathioprinu. Tyto latky jsou pouzivany v mediciné
jako protinddorova 1é¢iva a imunosupresiva pri
terapii autoimunitnich onemocnéni, hematoon-
kologickych onemocnéni u déti, idiopatickych
stfevnich zanétu a pri transplantacich. Thiopurinova
1é¢iva jsou konvertovana v organismu na ucinné
thioguaninové nukleotidy, které se zabudovavaji

do nukleovych kyselin a inhibuji tak jejich tran-
skripci. Cytotoxické a imunosupresivni ucinky
jsou dany také inhibici de novo syntézy purinovych
nukleotidd. TPMT je klicovy enzym biodegradace
thiopurind, urcujici efekt 1é¢iv a vznik vedlejsich
nezadoucich ucinki pfi jejich odbouravani jako je
myelosuprese, hepatotoxicita, neurotoxicita a zanéty
sliznic. Snizena aktivita TPMT je disledkem pii-
tomnosti znamych polymorfizmu v kédujici oblasti
genu TPMT. V indoevropské populaci bylo popsano
nékolik funkénich polymorfizmi, z nichz mezi
nejcastéjsi deficitni alely patti TPMT*2, TPMT*3A
a TPMT*3C, méné Casta je alela TPMT*3B. Alela
TPMT*2 je tvofena nukleotidovou ziménou G238C
v exonu 5, TPMT*3C zdménou A719G v exonu 10.
U TPMT*3A byly popsany dvé sekven¢ni varianty,
G460A v exonu 7 a A719G v exonu 10.

V souboru 157 pacientl vy$etfenych na nasem
pracovisti jsme sledovali vyskyt vySe popsanych
deficitnich alel. Vzorky DNA byly izolovany z leu-
kocytt periferni krve a molekularné geneticka
analyza byla zaloZena na principu analyzy ktivek
teploty tani hybridiza¢nich FRET sond na piistroji
LightCycler (Roche). Specifickou teplotu tani sondy
urcuje peak, jez je negativnim integralem krivky
tani (obr. 1). V souboru byly zastoupeny genotypy:
wild type TPMT*1/*1 - 144x, TPMT*1/*2 - 1x,
TPMT*1/*3A - 11x a TPMT*3A/*3A - 1x. Zjisténé
genotypové frekvence v nagem souboru se shoduji
s daty publikovanymi pro indoevropskou populaci.
Dle literarnich udaji, skute¢na aktivita enzymu
TPMT zcela odpovida genotypu a zejména u pacien-
ti heterozygotnich a homozygotnich pro sledované
polymorfizmy je riziko toxickych reakei vyznamné.
Protoze nerovnomérné rozlozeni aktivity TPMT
v populaci zptsobuje rozdily v uc¢innosti 1é¢by, je
stanoveni genotypu TPMT pred zacatkem lécby
dobrym nastrojem pro urceni vhodného davkovani
lé¢iva.

Cytochrom P450 2C9 (CYP2C9)
Oxidativni metabolizmus cizorodych latek a tedy
mnoha lé¢iv je v jaternich bunkich uskute¢niovan
cytochromovym systémem P450, jehoZ enzymy
katalyzuji ptislusné hydroxyla¢ni reakce (obr.
2). Polymorfizmy cytochromélniho izoenzymu
CYP2C9 ovliviiuji vyznamné biotransformaci
S warfarinu, ktery potlacenim tvorby faktort
srazeni krve snizuje riziko vzniku krevnich srazenin.
U indoevropské populace bylo zatim identifikovdno
celkem 132 polymorfizmi, z nichZ vétSina nema
vyznamnéj$i vliv na G¢innost warfarinu. Podstatny
vyznam maji varianty CYP2C9*2 a CYP2C9*3.
Polymorfizmus CYP2C9*2 (C430T) v kodénu 144
vede k zdméné argininu za cystein a CYP2C9*3



(A1075C) v kodonu 359 k zdméné isoleucinu za
leucin. Frekvence alely v CYP2C9*2 v populaci
se pohybuje v rozmezi 8 - 12,5% a frekvence alely
CYP2C9*3 v rozmezi 3 - 8,5%.

Niz$i davkovani warfarinu se uplatiiuje u nosi-
teltl jedné nebo dvou popsanych polymorfnich
alel oproti nositelim wild type alely CYP2C9*1.
Pozadavek mensich davek warfarinu ve vztahu
k polymorfizmu v genu CYP2C9 se projevuje
jiz ¢tvrty den lécby, pti prvnim méfeni INR.
U nositeltl variantnich alel se tak doporucuje ¢asté
monitorovani INR vzhledem k optimalni dévce
warfarinu béhem prvnich tii tydnt 1é¢by, aby se
predeslo prilisnému antikoagula¢nimu efektu
a riziku krvaceni.

Vitamin K epoxid reduktazovy
komplex 1 (VKORC1)

Také genu VKORCI se podle soucasnych poznat-
ki ve farmakogenetice pfipisuje velkd pozornost
v souvislosti s odbouravanim antikoagula¢niho
lé¢iva warfarinu. Gen VKORCI je lokalizovan na
chromozomu 16p12-q21, ma tfi exony a kéduje pod-
jednotku 1 transmembranového proteinu - vitamin
K epoxid reduktdzového komplexu, o velikosti 163
aminokyselin. Komplex VKOR recykluje vitamin
K 2,3-epoxid na vitamin K hydrochinon, ktery je
esencidlnim kofaktorem posttransla¢ni y-karboxy-
lace mnoha koagula¢nich faktoru (FII, FVII, FIX,
FX ad.). Do dnesni doby bylo nalezeno 28 poly-
morfizmi v genu VKORCI, z nichz dva nejcastéjsi,
1173 C>T lokalizovany v prvnim intronu a -1639
G>A v promotorové oblasti, vedou k rozdilné sen-
zitivité vaci warfarinu. U téchto dvou polymorfizmu
véak byla prokdzina tésnd vazba, a proto je zcela
dostacujici detekce jedné mutace. Vysledky studii
publikované v odborné literatufe poukazuji na to,
ze pacientim s 1639 GA genotypem hrozi 2,3 krat
a pacientim s 1639 AA genotypem 10,5 krat vyssi
riziko pfedédvkovani warfarinem.

V nasi laboratoti bylo celkem bylo vysetfeno 474
pacientll na polymorfizmus 1639 G>A. Vzorky
DNA byly izolovany z leukocytt periferni krve
standardni izola¢ni metodou. Molekularné genetic-
ka analyza byla zpocatku postavena na PCR-RFLP.
Tato metoda je ¢asové naro¢nd a z toho duvodu
byla zavedena metoda real-time PCR na piistroji
Realplex (Eppendorf).

V souboru bylo zastoupeno 184 GG wild type
homozygoti, 225 GA heterozygotti a 65 AA muto-
vanych homozygott. Z uvedenych udajt plyne, ze
frekvence alely G v ¢eské populaci je 0,625 a alely
Aje 0,375, coz odpovida udajum publikovanym pro
indoevropskou populaci.

Dihydropyrimidindehydrogenaza
(DPD)

DPD je kli¢ovym enzymem odbouravani protina-
dorového 1é¢iva 5-fluorouracilu (5-FU) na neaktivni
metabolity. Spolu s dal§imi pfibuznymi fluoropyri-
midinovymi cytostatiky patfi jiz nékolik desitek
let mezi 1é¢iva prvni volby pri 1é¢bé kolorektalnich
karcinomd, karcinomtl zaludku, jater a pankreatu.
Velmi ¢asto jsou také pouzivany v kombinaci pri
1é¢bé nddora hlavy, krku, jinych ORL lokalizaci
anddort prsu. Jednim z hlavnich problému soucas-
né 1é¢by onkologickych pacientt 5-fluorouracilem
je vysokd rozmanitost odpovédi na podévané 1é¢ivo
a nemoznost tuto reakci spravné predpovédét.

Celkoveé je z podané davky lé¢iva odbouravano na
neaktivni metabolity pfiblizné 80-95% a vlastni
ucinek je zprostiedkovan pouze 5% podané dav-
ky, kterd je pfeménovana na aktivni metabolity
s cytotoxickym uéinkem uplatiiujicim se v pro-
tinadorové 1é¢bé. Pri deficienci DPD dochazi ke
kumulaci toxického 1é¢iva, resp. jeho toxickych
metabolitil v organizmu, coz mizZe vést k zavaznym
a ojedinéle az letdlnim toxickym reakcim. Defekty
aktivity DPD jsou dany bodovymi ¢i sestfihovymi
mutacemi, velkymi delecemi a inzercemi nebo
snizenou expresi genu DPYD, kterd se muze vyvi-
nout az v dtisledku lé¢by fluoropyrimidiny. Cetnost
mutaci v genu kddujicim DPD je v bézné populaci
udavana mezi 1-5,8 %. K diagnostice nedostatecné
aktivity enzymu DPD lze vyuzit jak molekuldrné
genetické metody analyzy exprese a mutace genu, tak
stale Castéji diskutované nepfimé stanoveni aktivity
DPD analyzou koncentraci uracilu a dihydrouracilu
v plazmé, resp. v moci rliznymi chromatografickymi
technikami.

V ramci studie probihajici na na$em pracovisti
jsme se v prvni fazi zamétili na detekci velkych
intragenovych prestaveb, zahrnujicich celé exony,
pomoci nedavno vyvinuté metody MLPA (Multiplex
ligation dependent probe amplification). Principem
této metody je multiplexova polymerazova fetézova
reakce (PCR) pouzivajici jednoho paru univer-
zélnich primerd k amplifikaci hybridizovanych
a nasledné zligovanych sond. MLPA anlyza (frag-
mentacni analyza) je provadéna na automatickém
sekvenatoru ABI Prism 3130 (Applied Biosystems)
(obr.3).

Uridin difosfat-glukuronosyltransfe
rdzalAl (UGT1A1)

Uridin difosfat-glukuronosyltransferdza je enzym,
katalyzujici glukuronidaci nekonjugovaného biliru-
binu a také biotransformaci protinddorového lé¢iva
irinotecanu na neaktivni a netoxické glukuronidy.
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Irinotecan je semisynteticky derivat alkaloidu cam-
ptotecinu. Aktivaci v organizmu vznikd metabolit
SN-38, jehoz hlavnim tc¢inkem je inhibice topoizo-
merazy I. Jeho protinaddorova aktivita je vyuzivana
predevsim pii lé¢bé kolorektdlniho karcinomu.
Nejcastéjsi kauzalni mutaci, kterd ma za nasledek
snizeni aktivity enzymu je inzerce TA sekvence
v promotoru UGTIAI genu. Promotor nemutova-
ného genu obsahuje 6TA opakovani na obou alelach
UGTIAI (genotyp 6TA/6TA). Pacienti se sniZenou
katalytickou aktivitou enzymu nesou na jedné pri-
padné na obou alelach genu inzerci TA sekvence
(genotyp 6TA/7TA resp. 7TA/7TA). Genotypem
7TA/7TA jsou charakterizovani pacienti s klinicky
benignim Gilbertovym syndromem. Nevyzadujici
zadnou terapeutickou intervenci, v ptipadé 1écby
irinotecanem v$ak mohou byt ohroZeni toxickou
reakci na terapii (diarrhea, leukopenie, neutropenie
atd.) jiz pti podani standardnich davek lé¢iva.
Zaveér

Rychly rozvoj na poli farmakogenetiky ndm prinasi
neustale dal$i moznosti laboratorni diagnostiky
v souvislosti s variabilitou 1ékové odpovédi. Zave-
deni a vyuziti novych poznatka do laboratorni
praxe vSak predchazi mnoho naro¢nych klinickych
a farmakogenetickych studii, a proto otdzka indi-
vidualizace 1é¢by je porad oteviena.
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Obr.3: Ukdzka fragmentacni analyzy, gen DPYD.



