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SEZNAM ZKRATEK
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1 UVOD

Cytochrom P450 je jednim z hlavnich enzymovych komplexu, ktery se nigastni
1. faze biotransformace 1é¢iv, endogennich i specifickych exogennich latek u ¢lovéka.
Aktivita jednotlivych isoenzymi je geneticky determinovdna a miZe byt ovlivnéna
fyziologickym nebo patologickym stavem organismu, vlivy vn&jsiho prosttedi, indukci a
nebo inhibici zpusobenou riznymi xenobiotiky. Podle katalytické kapacity se v populaci
rozliduji pfedevsim okrajové skupiny pomalych a rychlych az velmi rychlych
metabolizatori. Tato variabilita je zpusobena polymorfismem cytochromu P450 a je
jednim z hlavnich faktorii zpusobujici interindividualni variabilitu 1ékové odpovédi.

Nadrodinu cytochromi P450 tvofi 51 rodin, ze kterych jsou pouze prvni
tfi: CYP1, CYP2 a CYP3 zodpovédné za metabolizmus 1é€iv a xenobiotik u &lovéka.
Obzvlasté polymorfni alely isoenzymu CYP2D6 zpusobujicich variabilitu lékové
odpovédi maji vyrazny klinicky dopad. Jednim z hlavnich duvodu je fakt, Ze CYP2D6
katalyzuje pfiblizné 20-30 % bézné uzivanych lé€iv [1] a frekvence vyskytu fenotypu
pomalého metabolizatora se v zdvislosti na rasové pfislusnosti pohybuje od 0,8 % do 7 %
[2].

Cilem studie je popsat frekvenci vyskytu vybranych variantnich alel genu
CYP2D6 v ¢eské populaci a porovnat ji s literarnimi Udaji z ostatnich populaci se
zaméfenim na populace evropské.

Prakticka ¢ast mé prace je tedy zaméfena na zmapovani vyskytu variantnich alel
CYP2D6 v Eeské populaci. Konkrétné stanovuji genotyp pro duplikaci genu CYP2D6,
jeho deleci a variantni alely CYP2D6*3, *4, *6 Sachsovou metodou [3] u 223 zdravych
dobrovolnikli. Na zakladé takto uréeného genotypu lze s 98,7% jistotou predpovédét i
fenotyp daného jedince [4]. V diskusni ¢ast porovnavam mnou ziskan¢ udaje alelické
frekvence polymorfismu CYP2D6 s udaji ostatnich populaci se zaméfenim na evropské
narodnosti.

V teoretické ¢asti se zabyvam problematikou stanoveni genotypu, uvadim

rozdilné metodické pfistupy, charakterizuji systém cytochromu P450 a detailngji popisuji
isoenzym CYP2D6.
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2 TEORETICKY UVOD

Cytochrom P450 je dilezitd skupina enzymu uc¢astnici se I faze biotransformace
1é¢iv. Vyznamna interindividualni variabilita aktivity cytochromi muze byt zapfi¢inéna
polymorfismem genu kodujicich jednotlivé proteiny. Ruzné genetické odchylky
predisponuji jedince k odliSnostem v metabolizmu le¢iva a tedy i v jeho eliminaci,
mohou vést k rozli§né vnimavosti a nepfedvidatelné odpovédi na 1é€bu. V klinické praxi
se pak muzeme, po podani terapeutické davky le€iva, setkat s ptipady pacientli u nichz
ma 1é¢ba Zadouci terapeuticky efekt, s pfipady, u kterych je lé¢ba neefektivni a se
skupinou pacientl, u kterych je efekt 1é¢by doprovazen nezadoucimi wG¢inky

charakteristickymi pro vysoké plazmatické koncentrace 1é¢iva.

2.1 Cytochrom P450

Nazvoslovi jednotlivych isoenzymu cytochromu P450 se v soudasnosti fidi
nomenklaturnim doporuéenim zaloZeném na shod€ v aminokyselinové sekvenci.
(http:/drnelson.utmen.edu/CytochromeP450) [5]. P v ndzvu znamena pigment a 450 je
oznadeni spektrdlniho maxima, které vykazuje cytochrom po redukci a vazbé s CO.
Nadrodina enzymu je oznacena zkratkou CYP (CYtochrom P450), nasleduje déleni do
rodin oznadenych arabskym &islem (CYP2), podrodin oznagenych pismenem (CYP2D),
kompletni zkratka pro jednotlivé isoenzymy je doplnéna jesté jednou &islici (CYP2D6).
40% shoda v aminokyselinové sekvenci je podminkou pro zafazeni enzymu do jedné
rodiny, 55% shoda pak do jedné podrodiny. I malé zmény v aminokyselinovém potadi

maji za nasledek velké zmény v aktivité enzymu, pfipadné zmény v substratové specifité.

Biochemicky jsou enzymy cytochromu P450 nespecifické monooxygenasy
se systematickym oznacenim 1.14.14.1. Jedna se o hemoprotein typu b, ktery je pevné
vazan na membrany hladkého endoplazmatického retikula Zivo&idnych bunék zejména
v jatrech, ale i ledvinach, sliznici tenkého stfeva, plicich, mozku a dalich tkanich [6].
Katalyticka funkce cytochromu P450 miZe byt zjednoduden& vyjadfena nasledujici
rovnici:

NADPH + H' + O, + R-H — NADP' + H,0 + R-OH

11




Substratem enzymu mohou byt jednak latky endogenniho puvodu: steroidy,
mastné kyseliny aj.; ale i latky puvodu exogenniho s rozmanitou chemickou strukturou.
Reakce je nazyvana monooxygenace, protoze jen jeden atom kysliku je inkorporovén do
substratu a druhy je redukovan na molekulu vody, donorem vodiku je NADPH
(redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat). Podstatou oxidoredukéni funkce

cytochromu P450 je zména mocenstvi hemoveho Zeleza [7]. (obr. 1)

ROH

CytP450(Fe ")
H O RH

e CytP450(Fe” ) -

+

2H
CytP450(Fe” ") — RH

; J
K CytP450(Fe --- \/_\
\ NADPH Cytochrome P450

o Reductase

2 f‘\
NADPH

NADP+

Obr. 1: Katalyticky cyklus cytochromu P450, upraveno podle [§]

Pouze 3 rodiny cytochromu P450 (CYPI- 3) z celkové 51 popsanych se aéastni
I. fazi biotransformace xenobiotik jako jsou napi. 1é¢iva, potravinova aditiva, rostlinné
alkaloidy, karcinogeny a prokarcinogeny. Cytochromem katalyzované reakce méni
funkéni skupinu vychozi molekuly s cilem zvy3it jeji hydrofilitu, a tim sniZit resorpci ve
stievé nebo zvysit exkreci latky do moce nebo do Zlule, celkové tedy podpofit jeji
eliminaci a snizit jeji akumulaci v organismu. Kromé& detoxifikace organismu maji

vyznam také v procesu kancerogeneze a pfipadné aktivaci prokarcinogenﬁ. CYP 5-51 se

rrrrr
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prostaglandinu, biosyntésy steroidi a nizkomolekularnich mediatort biologickych funkci
u lovéka [9]. Postaveni rodiny cytochromu CYP4 je na hranici dvou vySe zminénych
skupin.

Vztah enzymu a cilové molekuly je oboustranny, nejcastéji cilovd molekula
neovliviiuje aktivitu isoenzymu, pak je oznafovana obecn€ substratem. Pokud zvy3uje
aktivitu enzymoveého systému, mluvime o enzymovém induktoru; a jestlize katalytickou
aktivitu systému sniZuje, oznaCujeme ji jako inhibitora. Tato inhibice miZe byt
kompetitivni reverzibilni nebo irreverzibilni. Problematika enzymovych indukci a
inhibici je zminéna pouze pro ujasnéni vyznamu téchto biochemickych zavislosti.

Pro isoenzymy metabolizujici 1éCiva je charakteristickd Sirokd substritova
specifita a pfekryvani u¢inku na cilovy substrat. Vice isoenzymu katalyzuje jeden typ
reakce, to umoznuje biotransformaci latky alternativni metabolickou cestou v pfipadech

absence, inhibice nebo geneticky modifikované aktivity hlavniho metabolizujiciho

isoenzymu.

2.2 Geneticky polymorfismus systému CYP

2.2.1 Genotyp

V soucasnosti studovana geneticky pfeduréena variabilita v katalytické aktivité
cytochromu P450 je zpusobena piedeviim bodovymi mutacemi -jedno ¢&i vice
nukleotidovymi polymorfismy (single nucleotide polymorphism - SNP)

Geneticky polymorfismus je definovan jako bodova mutace v DNA sekvenci -
monogenni charakteristicky znak, ktery je v populaci vyjadien negjméné dvéma fenotypy
s alelickou frekvenci vyskytu minimalng& 1 % [10].V zasadé se jedna o tfi zakladni typy
bodovych mutaci: substituce (zaména), delece (ztrata) a inserce (vsunuti} nukleotidu do
fetézce DNA. Tyto drobné deviace genotypu se mohou vyskytnout v intronech stejné
jako vexonech., Pokud se polymorfismus vyskytne v intronu, miZze dojit napf. k
multiplikaci zasazenych alel a ke zméné v mife genové exprese proteinu. Vyskytne-li se
bodova mutace v exonu, dochazi obvykle ke zméné& funkenosti exprimovaneho proteinu,
nejéastéji ke snizeni aktivity katalytické funkce enzymu zplisobené napf. konformaéni
zménou ve vazebné doméné. Delece nebo inserce nukleotidu zptsobuje posun &teciho

ramce oznatované jako ,frameshift“ mutace a proto pokralujici sekvence jiz nekoédduje
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funkéni produkt. — Lhonsense” mutace. Substituce ovlivni kodon tak, Ze dochéazi
k zamé&né syntetizované aminokyseliny, kterda miZe a nemusi mit funkni vyznam.
74sadni funkéni vyznam v8ak ma zdména, kterd vznikne v ramei stop kodonu (UAA,
UAG, UGA) [11].

Ackoli se bodové mutace vyskytuji relativné hojné€ a prakticky kdekoli v sekvenci

nukleotidd, jen nékolik z nich se projevi odlisnou intenzitou funk&ni odpovédi.

2.2.2 Fenotyp

Vieobecné na zdkladé genotypu rozliSujeme &tyfi zakladni fenotypy - projevy
genetické vybavy jedince. S ohledem na metabolickou kapacitu enzymu dvé ze Ctyf
fenotypovych skupin se zdsadné odliSuji od bézncho populace. Lidé s fenotypem
pomalého metabolizatora (PM) jsou homozygoté pro funkéné defektni alelu nebo
postradaji cely gen, coZ zpusobuje znalné az Uplné sniZeni metabolické kapacity. Naopak
zvy$eni metabolické kapacity ofekdvame u fenotypu rychlého metabolizatora (RM,
nékdy oznaovaného i jako ultrarychly metabolizator UM), jehoZ alely byvaji
duplikované nebo multiplikované. Alely pro fenotyp rychlého metabolizatora jsou
dominantni tzn., Ze fenotyp pomalého metabolizatora je vyjadien jen u homozygoti
pro defektni alely. Klinicky zietelné rozdily v rychlosti biotransformace xenobiotik mezi
heterozygoty pro variantni alelu (intermedidlni metabolizatofi - IM), jejichZ enzymova
aktivita je bud’ normalni nebo jen lehce snizend, a extensivnimi metabolizatory (EM),
ktefi maji dvé funkéni nepozménéné alely (wild-type), jsou vyjadieny u S$patné
tolerovanych 1€¢iv s velice tzkym terapeutickym oknem. U téchto 1é¢iv je
biotransformace zce spjata s jednim iscenzymem a alternativni metabolicka cesta plné
nekompenzuje drahu hlavni. Frekvence vyskytu jednotlivych alel je rozdilnd v riznych

populacich a je dana prirozenou selekei.

2.3 Metody farmakogenetiky

Farmakogenetika (nékdy téz zvana farmakogenomika) se zabyva i vySe zminénou
geneticky podminénou variabilitou lékoveé odpovédi, jejimi pfi€inami na molekularni
urovni a v neposledni fadé sleduje klinickou zdvaznost teto variability. Snahou tohoto
farmakologického oboru je vyhledani dostupnych metod k predikci vyznamné variability

v lékové odpovédi jest€ pied prvoim podanim 1é¢iva scilem individualizace
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a optimalizace terapeutického rezimu u konkrétnich pacientl. V souCasné dobé je
popsano mnohem $irdi spektrum p#iéin variability lékové odpovédi na genetické Urovni
nez jen polymorfismy metabolizujicich enzymii. Jedna se také o variabilitu transportnich
proteind, receptori i postreceptorovych mechanismu [12]. Pfes rychly rozvoj tohoto
oboru dva zakladni metodicke pfistupy ke stanoveni a objektivizaci vyznamu genetické
odchylky zlistavaji ve farmakogenetice zachovany. Jedna se o genotypizaci

a fenotypizaci jednotlivce.

2.3.1 Fenotypizace

Fenotypizaci stanovujeme projev genetické vybavy jedince, ktery je ovlivnén
fyziologickymi i patologickymi stavy organismu, vlivy vnéjiho prostiedi, aktuélni
enzymovou indukci i inhibici zpusobenou pfitomnymi xenobiotiky. Pro stanoveni
aktudlni aktivity enzymu je podana jednorazové davka modelového 1é¢iva, které je
metabolizovano vyhradné enzymem, jehoz aktivitu stanovujeme. V definovanych
gasovych intervalech jsou odebirany biologické vzorky (krev, sliny, mo¢), ve kterych se
stanovuje poméf matefské latky a jejich metabolita. Podle hraniénich hodnot
metabolickych poméri jsou jedinci rozdéleni do skupin odpovidajicich fenotypu
pomalych, rychlych, extensivnich eventudlné intermedialnich metabolizatorn.
K fenotypizaci CYP2D6 se nejCastéji pouziva dextromethorphan, spartein a debrisoqiun
[13]. Dextromethorphan je v soufasnosti v zahrani¢i nejdifeji pouzivdn pro svoji
dostupnost a vysokou bezpeénost. Spartein je preferovan u lidi se snizenou renalni funkci
a debrisoqiun, ktery je pravdépodobné nejvyhodné&jsi u velmi rychlych metabolizator,
byly prvni modelové latky pouzivané k fenotypizaci CYP2D6. Jejich nevyhodou je
moZny vyskyt zavaznych nezadoucich G¢inki. Metoprolol je dal§i potencidlni latkou,
jehoZz nevyhodou je variabilni korelace s ostatnimi modelovymi 1é€ivy. Ostatni latky

nejsou v soutasné dobé bézné ke stanoveni pouzivany.

2.3.2 Genotypizace

Genotypovanim detegujeme polymorfni variantni alely genu pro pfisluiny enzym,
aktivitu enzymu poté urfujeme nepiimo predikci fenotypu. Vét§ina genotypovacich
strategii je zaloZena na metodich molekuldarmi biologie, kde v prvnim kroku izolujeme

leukocytarni DNA, navazuje amplifikace poZadovaného useku DNA polymerasovou

15




d

sotezovou reakei (PCR) se sadou specifickych primerd nésledovanou analyzou
jednotlivych alel, napt. analyzou délky restrikénich fragmentu (RFLP - restriction
fragment lenght polymorphism). Ta se provadi horizontlni elektoforézou, bud
v agarosovém  gelu (délka restrikénich fragmentd je vétSi nez 40bp) nebo
polyakrylamidovém gelu pro fragmenty mensi nez 40bp. [14] PCR-RFLP je jednou
z nejdostupn&jiich metod, jeji detailni popis je soucasti metodické ¢asti mé prace,
protoZe i ji jsem ji pouZila k detekci genotypu s naslednou predikci fenotypu pro

CYP2D6 isoenzym.

2.3.2.1 SSCP — jednofetézcovy konformaéni polymorfismus

Metoda analyzy SSCP (jednotetézcového konformalniho polymorfismu - single
strand conformation polymorphism) je jednoduchou a dostate&né senzitivni technikou k
detekci mutaci typu zamény jedné baze [15]. Metoda je zaloZena na principu rizné
migrace jednofetézcovych molekul DNA, které se 1i§i svou sekundarni strukturou
(konformaci) v nativnim (nedenaturatnim) polyakrylamidovém gelu (obvykle 6%,
typicky 0.4 mm silny, v TBE pufru). Unikatni konformace jednofetézcového fragmentu
DNA je déna intramolekuldrnimi interakcemi uvnitf DNA sekvence. Tato konformace je
zavisla na teploté a iontové sile. Jiz tak maly rozdil jako je zdména jedné baze zpisobi
zménu konformace a rozdilnou pohyblivost pii elektroforéze za dodrZeni podminky
nedenaturace. Rozdil v konformaci muzZe tedy byt zpusoben odli$nosti pouze jediné baze
v sekvenci DNA. Tato citliva technika zachycuje 100 % mutaci v DNA fragmentech

mensich nez 200 bazi a 80 % mutaci v DNA fragmentech men8ich nez 400 bazi [16].

2.3.2.2 PCR vreilném case

Flexibilita PCR v realném ¢&ase nam poskytuje dal3i moZnost, jak odhalovat
alelické varianty. Metoda je zaloZena na stanovovani mnoZstvi fluorescence produktu
PCR po kazdém cyklu pomoci fluorescenénich sond a stanovovani poétu cykli
potiebnych pro dosazeni ,,prahove fluorescence®. Stanovovani se déje na zdkladé méteni
zmén fluorescence (rozsvéceni nebo zhaseni) fluorescenéni sondy. Pro systémy TagMan
a FRET byly vyvinuty pfesné protokoly k detekci bodovych mutaci. Bodové mutace
v produktu PCR, ktery je homologni se sondou, lze detegovat pomoci analyzy jejich

teploty tani. podstatou detekce pomoci fluorescence jsou vySe zmiflovane sondy nebo
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ptidana barviva, ktera fluoreskuji pouze pokud jsou navazana na dvoufetézcovou DNA,
ktera se se zvysujici teplotou rozpléta. Pokud v produktu neni Zadna bodova mutace —
sonda je plné komplementdrni k pfirozenému (wild-type) tet€zci, pak dochazi k tani
produktu za charakteristické teploty, ktera je vy38i neZ pokud se v produktu vyskytnou
jednonukleotidoveé zameny. Jednonukleotidova zdména G-T snizi teplotu tdni o nejméné
3 °C, zaména A-C pak alespon o 10 °C [17]. Podle pfistrojového vybaveni Ize analyzu

teploty tani PCR produkti sledovat v realnem Case.

2.3.2.3 Minisekvenovani

Dalsim moZnym piistupem v detekci bodovych mutaci jsou metody zaloZené na
principu sekvenovani nukleotidového vldkna. U minisekvenovéni se jednd o prodlouzeni
3’-konce primeru o jediny znaeny nukleotid, ktery slouzi jako terminator. Technologie
je uréena pro ovéfeni jednonukleotidovych polymorfismi v sekvencich bazi a umoziiuje
spolehlivé odlisit jednotlivé alely geni. Primer se vadZe svym 3’'-koncem v t€sném
sousedstvi polymorfniho mista. K prodlouzeni primeru DNA-polymerasou dojde pouze
tehdy, jestlize znaCeny nukleotid v reakci je komplementarni k bazi v cilovém misté.
Produkty prodlouZenych primerti jsou analyzovany elektroforeticky a vyznacuji se

odlinou mobilitou v gelu [18].

2.3.2.4 Pyrosekvenovani

V soucasnosti se Casto zminuje metoda pyrosekvenovani, je zaloZzena na
sekvenovani syntézou. KaZzdé spravné pripojeni dNTP je doprovazeno uvolnénim
proporcionalniho mnozstvi pyrofosfatu, ktery okamzit€é emituje viditelné svétlo
z luciferasou katalyzované reakce. Nukleotidovou sekvenci je moZno urcit v realném

¢ase podle pikt na pyrogramu [19].

2.3.2.5 DNA biogipy

Vyznam polymorfismii cytochromu P450 je jiz natolik vSeobecné uznavan, Ze
byly vyvinuty komeréné dostupné bio¢ipové technologie pro viechny klinicky vyznamné
bodové mutace isoenzymi CYP2D6 a CYP2C19 (firma ROCHE). BioCipy jsou zaloZeny
na principu hybridizaéni reakce, kterd prob&hne mezi DNA vzorku a specificky

fluorescenéng znalenym jednofetézcovym oligonukleotidem upevnénym na nosidi,
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obvykle na membrané nebo sklenéné desti¢ce. Oligonukleotidy slouzi jako DNA proby a
k amplifikaCni reakci dochazi jenom za pfedpokladu naprosté komplementarity. Biolipy
tedy dokazi odlisit a identifikovat specifické DNA sekvence (vEetné bodovych odchylek)
v heterogenni sm&si genl b&hem velmi kratkeé doby. Finanéni naro¢nost této metody vsak

limituje jeji Siroké pouiti [18, 20].

2.3.3 Porovnani metodik

Fenotypizace je povaZovadna za metodu vhodn&jsi k uréeni aktualni enzymove
aktivity, ale pro klinickou praxi neni plné¢ akceptovatelnd, predevdim kvuli zatiZeni
organismu nemocného podavanim modelové latky, ktera pfes svou relativni bezpednost
muze vyvolat vznik nékterych specifickych nezadoucich u¢inku. Navic, takovéto studie
byvaji &asto doprovizeny nizkou komplienci probandi a vysledky mohou byt
modifikovany obtizné dohledatelnymi faktory.

Genotypovanim uréena geneticka predispozice nam dovoluje zafadit pacienta do
jedné z fenotypovych skupin (PM, IM, EM, RM). Navzdory rychlému rozvoji
genotypovacich technik i znalosti klinickych souvislosti jednotlivych bodovych mutaci
(SNP) je nutné si stale uvédomovat, ze na zakladé genotypu redlnou enzymovou aktivitu
jen predpoviddme. Eventualni pfitomnost dosud nepopsanych nebo jen nestanovenych
SNP, mize vést k chybnému zafazeni jedince do nespravne fenotypové skupiny.

Genotyp pacienta se cely Zivot neméni, ale aktudlni aktivita enzymu osciluje a je
z4visla i na negenetickych faktorech, jakymi jsou napf. poddvani enzymovych induktord,
inhibitorii nebo substrati, sloZeni stravy, hladiny hormonu a jinych endogennich latek
nebo sou¢asnd probihajici onemocnéni. Fakt, Zze se tedy jednd o nepfimé stanoveni
aktivity enzymovych systému a finanéni nakladnost analyzy jsou hlavni nevyhody
genotypovani. Mezi vyhody bezpochyby patii vy33i kompliance ze strany pacienta, ktery
neni zatéZovan podavanim modelového lé€iva, neovlivnéni vysledki analyzy aktudlnim
kontaktem organismu s riznymi xenobiotiky, moZnost vétSiny molekularnich laboratofi
takovéto stanoveni provadét a rychlost stanoveni i pii velkém poltu vzorki. Pokud je

prokazan uzky vztah genotypu s fenotypem, pouziva se ve farmakogenetickych studiich

genotypovani pfednostné. Tento vztah je u CYP2D6 prokazan na 98,7% tirovni [4].
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2.4 CYP2D6

Isoenzym CYP2D6 je polypeptid 0 497 aminokyselindch, jehoZ relativni mnozstvi
v lidskych jatrech je kolem 4 % ze viech cytochrom-P450 enzymii [6]. Navzdory
malému procentudlnimu zastoupeni je vyznam CYP2D6 nezanedbatelny. CYP2D6
katalyzuje oxidativni biotransformaci u vice nez 25 % b&zné uZivanych l€€iv a zatim
nebyla plné popséna jeho hlavni endogenni funkce[21]. Typicky substrat cytochromu
2D6 je popisovén jako lipofilni baze s atomem dusiku v molekule. Spektrum substratn je
velmi §iroké azahrnuje 1é¢iva ze skupin tricyklickych a SSRI antidepresiv,

antipsychotik, antimalarik, lipofilnich betablokatorl, antiarytmik a nékterych opioidi

(tab. I).

Tab.1: Substraty CYP2D6

Ajmalin Imipramin

Alprenolol Indoramin

Amiflamin Lidokain

Amitriptylin Maprotilin

Amphetamin Methoxyamphetamin

Aripiprazol Metiamid -
Atomoxetin Metoclopramid |
Bupranolol Mexiletin

Captopril Mianserin

Carvediol Minaprim

Cinnarizin Nortriptylin

Citalopram Ondasetron

Chlorpromazin Paroxetin

Clomipramin Perhexilin

Clozapin Perphenazin

Codein Phenacetin

Debrisoquin Phenformin

Deprenyl Propafenon

Desipramin Propranolol
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Desmethylcitalopram Quinidin
Dexfenfluramin Risperidon
Dextromethorphan S-metoprolol
Dihydrokodein Spartein
Encainid Tamoxifen
Ethylmorphin Thioridazin
Flecainid Timolol
Flunarizin Tomoxetin
Fluoxamin Tramadol
Fluoxetin Trifluperidol
Fluperlapin Trimepranol
Fluphenazin Tropisetron
Galanthamin Venlafaxin
Haloperidol Zuclopenthixol

Gen cytochromu CYP2D6 je lokalizovan na dlouhém raménku 22. chromosonu
(22q13.1), ma 9 exonu a skladad se z funkéniho genu pro CYP2D6 a dvou pseudogent
CYP2D7, CYP2DS. Tento genovy lokus je vysoce polymorfni, do dne$niho dne bylo
popséano vice nez 80 variantnich alel. Viechny alelové varianty jsou detailné popsany na
webovych strankdch nazvoslovné komise pro lidské cytochromy [22]. Alely jsou
oznaleny zkratkou CYP2D6 a dale arabskou ¢&islici s hvézdi€kou, CYP2D6*1 je
oznaceni pro alelu bez mutaci, tzv. wild-type, piirozeny typ. Alely zpusobujici pfedéasné
ukonéeni syntézy proteinu:  CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*6, CYP2D6*8,
CYP2D6*11, CYP2D6*15, CYP2D6*19, CYP2D6*20, CYP2D6*38, 40, CYP2D6*42,
CYP2D6*44, alely kodujici nefunkéni enzym normalni délky: CYP2D6*7, CYP2D6*12,
CYP2D6*14, CYP2D6*18, delece celého genu CYP2D6*5 a prepis hybridniho genu
CYP2D7 a CYP2D8 jsou alelické variantni formy zpusobujici ztrdtu nebo sniZeni
aktivity enzymu a tim i fenotyp pomalého metabolizatora. Fenotypové skupiny byly
prvné popsany pfi studiu metabolizmu debrisoqiunu (1977) a nasledné sparteinu (1979)
[23], proto byl polymorfismus CYP2D6é puvodné nazyvan polymorfismus
debrisogiun/sparteinového typu.
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Frekvence vyskytu jednotlivych variantnich alel se li$i podle rasové pfislusnosti
jedince. Sachs et al. [3]stanovil frekvenci vyskytu alely *1 jako 36,4%, *4 odpovidala
20,7% a u 0,9 % némecké populace se vyskytla delece genu (CYP2D6*5). Své stanoveni
provadél genotypovanim a ovefoval fenotypovanim u 589 zdravych dobrovolniku
némecké nirodnosti. Tyto hodnoty pak ramcové charakterizuji celou kavkazskou —
bé&logskou populaci. Nejéast&jsi defektni alelou kavkazské populace je CYP2D6*4 (asi
20 %), kterd zapfitifiuje fenotyp pomalého metabolizatora. Incidence variantnich alel a
PM v riiznych populaci je zndzornéna v tabulce 2. PM je nejvice v b&lo§ské populaci
6-10 %, v populaci asijské a arabske je asi 1 %PM, Udaje o africké populaci nejsou
uplné jednotné, vieobecné je akceptovan pétiprocentni vyskyt PM. Existuji i pfipady
amplifikace nebo duplikace genu, které ssebou nesou zvySeni katalyticke aktivity
enzymu, takovi jedinci jsou pak ozna€ovéni jako ultrarychli metabolizitofi. UM je
v kavkazské populaci obdobné jako PM, tedy 1-7 %, v asijské populaci pak opét méné

pfiblizné 1- 2 %.

Tab.2: Relativni alelicka frekvence vybranych CYP2D6 variantnich alel ([24], [21])

Alelicka frekvence (%)
Afro-
Kavkazska | Asijska ] Arabska

americka
populace | populace populace

populace
*3 2-3 0,2 0,2 0
*4 12-21 1 2 1-4
*5 2-7 6 4 1-3
CYP2D6 |*6 1 0 0 0,7
*10 1-2 51 6 3-9
*17 0 0 20-35 3-9

PM|7% 1% 5% 1%

Frekvence vyskytu jednotlivych variantnich alel CYP2D6 je nejpodrobnéji

prostudovana v kavkazské populaci. Jednotlivé vyzkumné tymy obvykle stanovovali
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alelické frekvence nejéastéjSich bodovych mutaci a sva stanoveni rozSifovali dle oblasti
zajmu. Piehled téch zakladnich alelickych variant je v tabulce 10.

Pokud je lé¢ivo biodegradovano CYP2D6 enzymem, pak jsou u PM tendence
ke kumulaci dévek lé¢iva, u UM naopak dochazi k sniZovani plazmatickych hladin
aktivniho lé&iva pod terapeutickou hodnotu. Mezi neZadouci i€inky substrati CYP2DG6 u
jedincu s variantni alelou nesouci fenotyp PM se poéita napt. kardiotoxicita tricyklickych
antidepresiv, arytmie u antiarytmik, sniZena aZ chybgjici analgesie po podani kodeinu,
ekcesivni betablokada s bradykardii pii lécbé betablokatory aj [25]. Znaéné vyjadfené
toxické projevy po podani perhexilinu a phenforminu u PM dokonce vedly ke staZeni
téchto 1é¢iv z trhu.

Snaha o individualizaci terapie v zavislosti na genotypu vedla nedivno
k publikaci korekei doporuCenych davek pfi terapii deprese v jednotlivych fenotypovych
skupinach pacienti [26]. V3eobecné snaha vypoditat podle genotypu doporuéené davky
(G-SDR - genotype-specific dose recommendation) je zaloZena na znalosti tfi podminek:

1) Doporu¢ovana terapeutickd davka musi byt odvozena z rozsahlych klinickych
studii na geneticky smisené populaci.

2) Farmakokinetické odlinosti mezi ruznymi genotypy/fenotypy musi byt
popsany klinickymi studiemi na zdravych dobrovolnicich a potvrzeny skupinami
pactentd

3) Frekvence vyskytu variantnich alel v cilené populaci musi byt konkrétné
popsana [27].

Pii znalosti téchto tfi podminek muze farmakogenetika zvysit bezpeénost a
uéinnost 1é€by, docilit moznosti snaze piedvidat vznik nebezpeénych neZadoucich uginku

Jjesté pred zahajenim lécby a napomoci individualizaci farmakoterapie.

22




i

3 CILPRACE

Cilem této studie bylo popsat frekvenci vyskytu vybranych variantnich alel
genu CYP2D6 v &eské populaci a porovnat ji s dostupnymi literarnimi nidaji z ostatnich

populaci se zaméfenim na populace evropske.
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4 METODY

4.1 PouZité reagencie a pristroje

Veskere pouZité reagencie byly ziskany od téchto firem:
jednotlive slozky reakéni smési pro PCR — Fermentas, Litva
Top Vision LE CQ Agarose — Fermentas, Litva
QIAmp Blood Mini Kit - QIAGEN, Némecko
Agarosa Serva — Serva, Némecko
jednotlivé slozky pro izolaci DNA vysolovaci metodou — Sigma, USA

primery - VBC Genomics, Rakousko

Pouzité pfistroje:
Analytické predvazky — CHIRANA P3/200, Chirana, CR
Analytické vahy — LB-1050/1, MIM, Mad’arsko
Centrifuga — MPW 360, Mechanika Precyzyjna, Polsko
Elektroforeticka vana — Sub-cell Model 192, BIO-RAD, USA
Elektroforeticky zdroj — PowerPac HC, BIO-RAD, USA
Inkubator — EN025, Niive, Turecko
Lazefi — Isotemp 202, Fisher Scientific, USA
Minicentrifuga — MiniSpin plus, Eppendorf, Némecko
pH metr — MS 22, Laboratorni ptistroje Praha, CR
Termocycler - MyCycler gradient thermal cycler, BIO-RAD, USA.
Transiluminator — EFX 20MX, Vilber Lourmat, Francie

a dale: vortex, magneticka micha¢ka, mikrovlnna trouba, tavicka folii, lednice, mrazaky

4.2 Studovana skupina populace

Skupinu zdravych dobrovolniki zfad studenti vysokych 8kol tvofilo 223
navzajem nepiibuznych jedinct &eské narodnosti (89 Zen a 134 muzi). Vzorky krve byly

odebrany po podepsani informovanéeho souhlasu viech jedincu.
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4.3 Izolace DNA z krve

vzorky krve byly odebrany do jednorazovych evakuovanych odbérnych
skumavek s pridavkem K,EDTA. Neéktere ze vzorku byly ihned zpracovany, jiné byly
zmraZeny a zpracovany pozdgji. Izolace DNA probihala bud’ vysolovaci metodou nebo

za pouZiti kitu na izolaci DNA — QIAmp Blood Mini Kitu.

4.3.1 Izolace DNA vysolovaci metodou
Material pouzity k izolaci DNA
o RBC pufr - 10mM Na;PO,, 150mM NaCl, ImM MgCls, pH 7.4
e Bristol
e Proteinasa K (20 mg/ml)
e 10% SDS
e 5M NaCl
* 96% ethanol

¢ TE pufr - 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0

e Centrifuga

¢ Inkubator

Do velké konické zkumavky (50 ml} jsem pfenesla 5 ml krve a 20 ml RBC pufru,
ktery je lyzaénim roztokem pro erytrocyty. Smés jsem promichala na vortexu a
ponechala 30 minut ve vodni lazni sledem. Po vyjmuti z vodni lazné jsem smés
centrifugovala 10 minut pfi 3000 ot./min (805x g). Supernatant se zlyzovanymi
erytrocyty jsem odstranila. Ke zbylym leukocytim jsem pfidala RBC pufr (25 ml). Smés
jsem promichala na vortexu a opét na 30 minut ponechala ve vodni lazni s ledem.
Nasledovala centrifugace 10 minut pii 3000 ot./min (805x g). Pokud po sliti pufru se
zbytky erytrocyti vznikla bila sedlina (peleta), pokratovala jsem dale, jinak jsem
opakovala p¥idani pufru, lyzu a centrifugaci do uplného vy&iténi. Ke vzniklé peleté jsem
pfidala 3 mi Bristolu a pofadné promichala na vortexu. Pfidala jsem 300 pl proteinasy K
a 300 pl 10% SDS. Vzniklou reakéni smé&s jsem nechala inkubovat ve vodni lazni pi

55 °C ¢tyfi hodiny, nebo pii 37 °C pies noc. Po inkubaci jsem do zkumavky ptidala
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900 pl NaCl a cca 2 minuty jsem smés michala na vortexu. Po centrifugact 30 minut pfi
5000 ot./min (2236x g) jsem opatne pfenesla supernatant do zkumavky s 8 ml
vychlazeného 96% ethanolu. Smés jsem mirné promichala a DNA, kterd po sraZeni
vyplavala na hladinu, jsem namotala na sterilni sklenénou ty¢inku a nechala ji oschnout
za laboratorni teploty. Oschlou ty¢inku s namotanym vldknem DNA jsem oplachla
v eppendorfce se 150 pl TE pufru. Finalni DNA jsem ulozila do lednice (4 °C).

Izolaci DNA lze pferusit po lyze erytrocytl a piidani Bristolu. Smés protfepeme a

ulozime v hlubokomrazicim mrazaku (cca -84 °C).

4.3.2 Izolace DNA pomoci QIAmp blood mini kitu
Material potiebny k izolaci DNA
e QIAGEN proteasa

s Pufr AL

s  96% ethanol
e Pufr AW]

e Pufr AW2

s Pufr AE

e Vortex

e Inkubator

e Centrifuga

Do fadné popsanych eppendorfek jsem postupn& nanesla 20 put QIAGEN proteasy,
200 pl krve a 200 pl pufru AL. V pfipad® men3iho objemu krve nez 200 pl jsem reakeni
smés doplnila sterilnim fyziologickym roztokem. Obsah eppendorfek jsem dukladng
promichala na vortexu a nechala inkubovat 10 minut ve vodni lazni pfi 56 °C. Po
vyndani z 14zn& a lehkém klepnuti (kvuii odstranéni kapky z vitka} jsem pfidala 200 ul
96% vychlazeného ethanolu a michala po dobu 15 s na vortexu. Cely objem jsem pielila
do plastové soupravy QIAmp Mini Column s filtrem a centrifugovala 1 minutu pfi
8000x g. Po ptefiltrovani celého objemu jsem vloZila filtr do nové spodni nadobky —
Collection Tube a filtrat jsem vyhodila. Na filtr jsem nanesla 500 ul pufru AWI a

centrifugovala jsem celou sestavu 1 minutu pfi 8000x g. Opét jsem filtr vloZila do noveé
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Collection Tube a filtrat také vyhodila. Na filtr jsem nanesla 500 ul pufru AW2 a
centrifugovala jsem v3e po dobu Sesti minut pfi 14100x g. Do sterilni eppendorfky jsem
vlozila filtr, nanesla na n&j 200 pl pufru AE a nechala inkubovat pfi pokojové teploté.
Eppendorfku s filtrem jsem centrifugovala 1 minutu pfi 8000x g. Filtr jsem vyhodila.

Finalni DNA je obsaZena ve filtratu v eppendorfce.

4.3.3 Priprava geli

K piipravé gelu na horizontalni elektroforézu jsem pouzila dva typy agaros.
Agarosu od firmy Serva jsem pouzila na pfipravu 2% gelu pro kontrolu vzniku PCR
produktu. Agarosu od firmy Fermentas jsem pouZila pfi pfipravé 3% a 3,5% gelu pro
odegitani délky vzniklych fragmentu DNA po restrikcl.

Gely jsem piipravovala ve sklenéné kadince smichanim navazencho mnoZstvi

agarosy a 1x TBE pufru dle schematu:

2,0% gel 3,50 g agarosy do 175 ml 1x TBE pufru
3,0% gel 5,25 g agarosy do 175 ml 1x TBE pufru
3,5% gel 6,13 g agarosy do 175 ml 1x TBE pufru nebo

9,28 g agarosy do 265 ml 1x TBE pufru

K agarose a TBE pufru jsem pfidala 10 ml destilované vody, aby se neménila
potiebna koncentrace gelu, protoZe pfi nasledném vaieni i michani dochazi k odpatfovani
vody. NavaZzenou smés jsem nechala cca 3 minuty michat na magnetické michacce. Poté
jsem na kadinku ptilozila porcelanovou pokli¢ku a dala jsem smés do mikrovinné trouby
na 6 — 8 minut pii 450 W. Smés na pfipravu 3,5% gelu o objemu 265 ml jsem
v mikrovinné troub& nechala cca 15 minut. Po Gspésném uvafeni agarosového gelu (z
mié&né zbarvené suspenze se stane ¢iry gel bez bublinek) jsem kadinku s gelem nechala
cca 7 — 10 minut na magnetické michaéce za stalého michani vychladnout. Poté jsem
nalila gel do pfipravené formy s potfebnym typem a mnoZstvim hfebent a nechala jej
vychladnout. Nové pfipraveny gel jsem bud’ hned pouZila nebo jej zatavila do folie a
uskladnila v ledniéce.

Formu na pfipravu 2% gelu tvofila 10 cm dlouhd a 24,5 cm 3iroka vanicka se
dvéma hiebeny, které dohromady vytvofily 104 jamek. Formu na piipravu 3% a 3,5%
gelu tvofila 10 cm dlouha a 24,5 cm $iroka vanicka se dvéma hiebeny, které dohromady

vytvotily 52 jamek. Pfi pfipravé 3,5% gelu vytvofen¢ho pouzitim 265 ml TBE jsem
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pouiila 15 ¢m dlouhou a 24,5 cm Sirokou vanicku se dvéma hiebeny, které dohromady

vytvofily 52 jamek.

4.4 Genotypovani

4.4.1 Obecnd charakteristika genotypovani

Genotypovani je jednim z procesu, kterym lze stanovit vyskyt poSkozenych mist
v DNA. Pokud jsou tato mista — genetické zmény — pfitomna u vice nez 1 % zkoumané
populace, miZeme tento jev nazvat genetickym polymorfismem. Genetické zmény velmi
¢asto ovliviiuji expresi genu, zvySuji nebo sniZuwji aktivitu genového produktu nebo
mohou poskodit sestfih mRNA a poSkodit tak jeji stabilitu.

Polymorfismy v nékterych genech mohou mit za nasledek velké individualni
rozdily v rychlosti odbourdvani substrati metabolickée cesty.

K uréeni genotypu jsem pouZila nejCastéji pouZivanou metodu PCR-RFLP —

polymerasovou Fetézovou reakci s naslednou analyzou délky restrikénich fragmentu.

4.4.1.1 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Polymerasova fetézova reakce slouzi k amplifikaci (zmnozeni poctu vlaken) &asti
DNA, o které vime, Ze obsahuje misto vyskytu zkoumaného polymorfismu. Pii
provedeni PCR je nutna pfitomnost termostabilni DNA Taq polymerasy, ktera vyzaduje
stilé slozeni reakéni smési b&hem celého procesu. Toho je dosazeno pfitomnosti pufru
pro DNA Taq polymerasu. V reakéni smési jsou také zapotfebi hofe¢naté ionty v podobé
MgCl,, dNTP (deoxyribonukleotidtrifosfaty), sterilni PCR voda a primery, které
jednoznaéné oznaduji isek DNA uréeny k amplifikaci.

DNA Taq polymerasa je schopnd syntetizovat komplementarni vlakno k vlaknu
puvodnimu tak, Ze kexistujicimu tseku komplementarniho vlakna pridava nové
nukleotidy ve sméru 5>3" nového vldkna. Timto existujicim Gsekem je v naSem piipadé
primer, ktery je syntetizovan uméle nejcast&ji jako 17 - 22 bazi dlouhy oligonukleotid.
Pro vytvofeni primerd je potieba znat pfesnou sekvenci DNA, kterou zjistime
v internetové databazi GenBank [28].

Za vhodnych teplotnich podminek (94 °C) dojde v reakéni smési k denaturaci

puvodniho (templatového) vlidkna DNA a pii sniZeni teploty na teplotu tani primert
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dojde k vytvoteni vodikovych mustki primeri s komplementarni sekvenci v jednom
z pivodnich vidken. Nasednutim primeru je pfesn€ urfeno misto odkud bude DNA
amplifikovana a také jakym smérem (od 3" konce primeru). V daldi fizi - po zvySeni
teploty na 72°C — dochazi k prodluZovéni fetézce primeru piidavanim dal3ich
deoxynukleotidi na jeho 3° konec. Pfi jednom cyklu vznikne z jednoho vlikna jen jedna
kopie. Po kaZdém cyklu denaturace, nasednuti primern a jejich nasledném prodlouZeni
vznikaji produkty, které jsou v daldich cyklech pouzity jako nove templaty pro dalsi
reakci. Produkt se tedy tvofi geometrickou fadou — z x vlaken ziskame po n cyklech
x" kopii, coZ je pro dvé piivodni vldkna po 35 cyklech cca 3,44 * 10'° kopii.

Vyslednou kvalitu PCR produktu ovliviiuje kvalita izolované DNA, polet cykli
a délka jejich elongaénich intervali, slozeni reakéni smési, kvalita pouZité polymerasy
a také typ termocycleru. U n&kterych termocycleru muze dochazet k deldim prodlevam
pii zmé&nach teplot nebo teplota nemusi byt homogenni 2 mohou tak vznikat nespecifické

produkty.

Obecné podminky PCR reakce jsou:
¢ 5 minut denaturace DNA pii 94 °C
e 35cykla: denaturace DNA pii 94 °C
nasednuti primeru pfi teploté tani
prodluZovani primert pii 72 °C
¢ 5 minut pii 72 °C - termindlni elongace

e uchovavani pii 10 °C

Obecne sloZeni reakéni smési pro PCR
s celkovy objem reakéni smési 20 nebo 15ul

sterilni PCR voda

¢ pufr pro DNA Taq polymerasu
e DNA Taq polymerasa

e deoxyribonukleotidy

e primery (RaF)

o MgCl;
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e vzorek DNA

Reaké&ni smés jsem piipravovala za chlazeni na ledovém blocku. Nejprve jsem do
eppendorfky napipetovala krom& DNA vySe popsané slozky reakéni smési a vie poradné
promichala. Tuto smés jsem rozpipetovala do jednotlivych PCR zkumavek a nakonec
jsem za chlazeni ptidala DNA. PCR reakce probihala v termocycleru MyCycler gradient
thermal cycler od firmy BIO-RAD, USA.

Koneény produkt amplifikace byl detekovan elektroforézou na 2% agarosovem
gelu. Pokud reakce probéhla lisp&sné, byla v gelu (po obarveni napf. ethidium bromidem
a nasledné vizualizaci na transiluminatoru) vidét jen jedna fada bandu - prouzki - stejné
vzdalenych od mista naneseni do gelu. Vzdalenost prouzku od startu je zavisla na
velikosti vysledného produktu a miuZeme si ji kontrolovat pomoci markeru, ktery tvofi
nékolik riznych prouzki o znamych délkach fragmenti DNA. Pokud v gelu neni
viditelny zadny prouzek, tak PCR neprobéhla, pokud je vidét vice prouzku, tak PCR
probéhla, ale s nespecifickym nasednutim primerl a vznikly i nespecifické produkty.
Zabranit vzniku nespecifickych produktim lze pouze optimalizaci podminek reakce.
Viechna stanoveni jsem provadéla v sériich s positivni 1 negativni kontrolou.

Na 2% agarosovy gel jsem nanesla 7 ul PCR produktu s 10 pi nana3eciho pufru
1x Loading Dye Solution (Fermentas) a do posledni jamky 6 pl markeru GeneRuler 50bp
DNA Ladder (o koncentraci 0,1pg/ pl; Fermentas). Elektroforézu jsem nechala probihat
30 minut pfi 100 V v prostiedi 1x TBE pufru. Gel jsem potom cca 25 minut barvila
v ethidium bromidu, které jsem ze zdsobniho roztoku (10 mg/ml) nafedila 1x TBE
pufrem na konegnou koncentraci 5 pug/ml. Obarvené gely jsem vizualizovala na
transiluminatoru.

U vzork, u kterych jsem potvrdila vznik PCR produktu, jsem provedla restrikci

specifickymi restrikénimi enzymy.

Slozeni 10x TBE pufru:
e 109 g TRIS béaze (ne TRIS HCl)
e 55,6 g kyseliny borité
e 93gEDTA

 piidat injekéni vodu do 1 litru, upravit na pH = 8 pomoci koncentrované HCl
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e pied pouzitim nafedit injekéni. vodou na pozadovanou koncentraci

e skladovat v ledniéce

SloZeni markeru:
e 110 pl alikvotu GeneRuler 50bp DNA Ladder
e 110 pl nanasejiciho pufru 6x Loading Dye Solution

e 440 pl Cerstvé oteviené sterilni PCR vody

4.4.1.2 " Nested” PCR

V sad€ dvou na sebe navazujicich PCR reakei nejprve amplifikujeme usek, kde templatem
je genomickd DNA. Nasleduje daldi PCR tzv. "nested” reakce, kde templitem je produkt
reakce pfedchazejici. Pro prvni reakci se pouZije prvni sada oligonukleotidi, v druhé,
“nested” reakci, se pouZiji oligonukleotidy, které jsou navrzeny pro fragment vznikly

v prvni PCR reakei.

4.4.1.3 RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

RFLP je metodou, pii které analyzujeme délky vzniklych restrikénich fragmentu.
K PCR produktu naneseme specifické restrikéni enzymy — endonukleasy — které
rozeznavaji uréitou sekvenci bazi (vét§inou do osmi deoxyribonukleotidi). Endonukleasy
byvaji voleny tak, aby Stépily produkt pouze v mist®, kde by mohlo dojit
k jednonukleotidové zaméné bazi. A tak podle volby endonukleasy je Stépen bud
produkt, kde k zaméné bazi doslo, anebo produkt, kde se zdména bazi nevyskytuje.
Spravnost vyskytu polymorfismu lze ovéfit sekvenovanim DNA.

Po uspé$ném pribéhu restrikce vznikne na3t€peny nebo nenaltépeny PCR
produkt. Velikost DNA fragment( zji§fujeme horizontalni elektroforézou v agarosovém
gelu o riznych koncentracich. Gel po elektroforéze barvime cca 25 minut v ethidium
bromidu a poté vizualizujeme na transiluminatoru. Délku vzniklych fragmentt zjistime
porovnanim s délkou fragmentih markeru GeneRuler 50bp DNA Ladder, jejichZ velikost

je presné urcena.
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Gely, kterymi jsem potvrdila vznik PCR produktu i délku vzniklych fragmentu,

jsem vyfotila digitdlnim fotoapardtem Sony, ulozila na médium a wvytiskla do

laboratorniho deniku.

4.4.2 Polymorfismus CYP2D6*3, CYP2D6%*4, CYP2D6%6

Pro uréeni t&chto bodovych mutaci jsem nejprve provedla prvni ze série " Nested"

PCR reakei. V této reakci vznikaji dlouhé amplikony, proto je i upraveno slozeni reakce

a prodlouZena elongaéni doba reakce (LA PCR).

Primery pouZité pro prvni ze série ” Nested" PCR:

LA FO1 :

5- GGC CTA CCCTGG GTA AGGGCCTGG AGC AGG A-3
LAROL:

5" -CTC AGC CTC AAC GTA CCC CTG TCT CAA ATG CG- 3

SloZeni reakéni smési pro LA PCR (vztazeno na jeden vzorek):

1,50 ul 10x pufru pro DNA Taq polymerasu MIX
3,75 ul ANTP

0,36 ul primeru LA FO1

0,36 ul primeru LA RO1

0,96 nl MgCl, (25mM)

0,30 pl polymerasy Taq DNA poly MIX

0,60 nl DMSO

6,80 pl sterilni PCR vody

1,50 ul DNA

Podminky PCR reakce:

2 minuty pfi 94 °C

35 cykli — 20 s pii 94 °C, 70 s pfi 57 °C a 345s pfi 68 °C
7 minut pfi 68 °C

chlazeni pfi 10 °C
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PCR produkt jsem natedila PCR vodou v poméru 1:4 a pouzila j¢j jako templat

v nasledujicich reakcich.

Mutace v genu CYP2D6*3 — 2549A>del, jednd se o posun &teciho ramce
(frameshift) zpusobujici sniZeni aktivity enzymu, byla zjidfovina modifikovanou

metodou podle prace Sachse ef al. 3].

Primery pouzité pro " Nested" PCR:
e P51:5 -GCT GGG GCC TGA GACTT-3"
e D2:5 -GGCTGG GTC CCA GGT CAT AC- 3’

SloZeni reakéni smési pro PCR (vztaZzeno na jeden vzorek):
e 2,00 pl 10x pufru pro DNA Taq polymerasu
e 200 pldNTP
e 0,4 pul primeru P51
¢ 0,4 pl primeru D2
e 0,96 nl MgCl; (25mM)
¢ 0,15 pl polymerasy Tag DNA pol
e 14,09 ul sterilni PCR vody
e 1 ul nafedéného DNA produktu ” Nested" PCR reakce

Podminky PCR reakce:
e 2 minuty pfi 94 °C
e 25 cykld— 30 s pfi 94 °C, 40 s pii 60 °C a 60 s pii 72 °C
e 7 minut pii 72 °C

e chlazeni pii 10 °C

Produkt PCR reakce mé! velikost 201bp. Nasledna restrikce probihala enzymem
BsaAl 18 hodin pfi 37 °C. Velikost restrikénich fragmentu byla
¢ 201bp pro homozygota (wt/wt; *1/*1)
e 201bp, 180bp a 20bp pro heterozygota (viwt; *1/*3)
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¢ 180bp a 20bp pro variantniho homozygota (v/v; *3/*3)

SloZeni restrikéni smési (pro jeden vzorek):
e 0,3 ul enzymu BsaAl
e 2.3 ul pufru 10x Buffer NEB
e 7.4 pl sterilni PCR vody

Enzym BsaAl §t&pi vznikly produkt v mistech, kde se vyskytuje tato sekvence [29].
Jednopismeny kod Y znaci bazi C nebo T, kéd R znaéi bazi G nebo A.
5°.YAC | GTR...3’
3..RTGTCAY ..5
Velikost restrikénich fragmenti jsem ovétovala elektroforézou na 3% agarosovém
gelu. Elektroforéza probihala pfi 100 V po dobu 65 minut. V 15 cm dlouhém gelu bylo
52 jamek.

Mutace v genu CYP2D6*4 — 1846G>A, jedna se o chybu v piekladu (defective
. splicing) zpusobujici sniZeni aktivity enzymu, a mutace genu CYP2D6*6 — 1707T=>del,
jedna se o frameshift snizujici aktivitu enzymu, byla zji3tovana soufasné (multiplex)

v jedné zkumavce modifikovanou metodou podle prace [3].

Primery pouZzité pro PCR:
e P*3:5 -CCT GGG CAA GAA GTC GCT GGA CCA G-3
e P2:5 -GAGACTCCTCGGTCTCTCG-3’

| SloZeni reakéni smési pro PCR (vztazeno na jeden vzorek):
s 2,00 pl 10x pufru pro DNA Taq polymerasu

e 2,00 ul ANTP

¢ 0,4 pl primeru P*3

¢ 0,4 pl primeru P2
e 0,96 pul MgCls (25mM)




e 0,15 pl polymerasy Taq DNA pol
e 14,09 pl sterilni PCR vody
¢ 1,00 ul natedéného DNA produktu ” Nested” PCR reakce

Podminky PCR reakce:

2 minuty pfi 94 °C
25 cykli — 30 s pii 94 °C, 40 s pii 60 °C a 60 s pfi 72 °C

7 minut pfi 72 °C

chlazeni pfi 10 °C

Produkt PCR reakce mél velikost 353bp. Restrikce probihala enzymem Bst NI 18
hodin pii 37 °C. Velikost restrikénich fragmentl byla
s 190bp al63bp pro homozygota (wt/wt; *1/*1)
¢ 190bp, 163bp, 139bp a 23bp pro heterozygota (v/wt; *1/*6)
e 190bp, 139bp a 23bp pro homozygota (v/v; *6/%6)

e 353bp, 190bp a 163bp pro heterozygota (v/wt; *1/*4)
e 353bp pro variantniho homozygota (v/v; *4/*4)
e 353bp, 190bp, 139bp a 23bp pro heterozygota (v/wt; *4/*6)

Slozeni restrikéni smési (pro jeden vzorek):
e 0,3 pl enzymu Bst NI
e 2.3 ul pufru 10x Buffer NEB
e 7.4 pl sterilni PCR vody

Enzym Bst NI 3t&pi vznikly produkt v mistech, kde se vyskytuje tato sekvence [29].
Jednopismeny kod W znaci bazi A nebo T.

5.CCIlWGG... ¥

3...GGWTCC... ¥
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Velikost restrikénich fragmentl jsem ovéfovala elektroforézou na 3% agarosovém
gelu. Elektroforéza probihala pti 100 V po dobu 60 minut. V 10 cm dlouhém gelu bylo
52 jamek.

4.4.3 Genovd delece; CYP2D6*5

Delece v genu CYP2D6*5 byla zjistovana modifikovanou metodou podle prace

[3].

Primery pouZzité pro PCR:
e P13:5 -ACC GGG CAC CTG TAC TCC TCA- 3’
e P24:5 -GCA TGA GCT AAGGCACCCAGAC-¥
e P81:5 -CGT CTA GTG GGG AGA CAA AC-3%

SloZeni reakéni smési pro PCR (vztaZeno na jeden vzorek):
e 1,50 pul 10x *LA pufru pro DNA Taq poly mix
e 375 ul dNTP
e 0,45 pl primeru P13
e 0,45 pl primeru P24
e 0,45 pl primeru P81
e 0,60 ul DMSO
e 1,38 ul MgCl, (25mM)

e 0,30 ul polymerasy Taq DNA poly MIX
e 6,12 ul sterilni PCR vody
e 1,50 ul DNA

Podminky PCR reakce:

2 minuty pii 94 °C
35 cykld — 20 s pii 94 °C, 70 s pii 57 °C a 345s pfi 68 °C

7 minut pifi 72 “C

chlazeni pii 10 °C
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Velikost fragmenti jsem ovéfovala elektroforézou na 1% agarosovém gelu.
Elektroforéza probihala pii 100 V po dobu 90 minut. V 10 cm dlouhém gelu bylo 24

jamek.

4.4.4 Duplikace genu; CYP2D6*MxN
Duplikace genu , kterd zvy3uje mnoZstvi syntetizovaného aktivniho enzymu, byla

zjistovana allele-specific/long range PCR modifikovanou metodou podle prace [3].

Primery pouzite pro PCR:
e cypl7:5 -TCC CCC ACT GACCCAACTCT-3’
e cyp32:5 -CAG GTG CAG GGC ACCTAG AT -3’

SloZeni reakéni smési pro PCR (vztaZzeno na jeden vzorek):
e 1,50 pl 10x pufru pro DNA Tagq poly mix
e 3,75 ul ANTP
e 0,45 pl primeru cypl7
e 0,45 i primeru cyp32
e 1,38 ul MgCl, (25mM)
e 0,45 ul DMSO
e 0,30 pul polymerasy Taq DNA pol
e 6,70 ul sterilni PCR vody
e 1,50 ul DNA

Podminky PCR reakce:

2 minuty pii 94 °C
35 cykla — 20 s pii 94 °C, 70 s pfi 57 °C a 345s pii 68 °C

7 minut pfi 68 “°C

chlazeni pfi 10 °C
Velikost PCR produktii jsem ovéfovala elektroforézou na 1% agarosovém gelu.

Elektroforéza probihala ptfi 100 V po dobu 90 minut. V 10 cm dlouhém gelu byl pouze
jeden hieben (24 jamek).
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4.5 Zpracovani vysledki

Piedpokladané genotypové frekvence byly vypoéitiny podle Hardy-Weinbergova
vztahu:
(prqY=p’+2pq+q° kdeplatip+q=1
p = frekvence vyskytu wild-type alely vypo€itana z pozorovanych genotypovych frekvenci
— potet homozygotii pro wild-type alelu + polovina potu heterozygoti
q = frekvence vyskytu variantni alely vypo¢itand z pozorovanych genotypovych frekvenci
— potet homozygotl pro variantni alelu + polovina poé¢tu heterozygoti

p’ = frekvence vyskytu homozygoti pro wild-type alely (bez vyskytu SNP)
q° = frekvence vyskytu homozygotii pro variantni alely (vyskyt SNP v obou alelach)

2pq = frekvence vyskytu heterozygoti (vyskyt SNP pouze v jedné alele)

Konfidenéni interval byl vypoéitan ze vztahu :

Cl=pi1,96\/9-%ﬂ

kde p zna&i pozorovanou genotypovou frekvenci a n je pocet viech alel (tedy

dvojnésobny pocet jedinct).
V programu STATGRAPHICS Plus byl proveden x2 test a byla jim urdena

hladina spolehlivosti, na které plati nulovd hypotéza, Ze mezi pozorovanymi

genotypovymi frekvencemi u jednotlivych sledovanych soubori neexistuje rozdil.
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5 VYSLEDKY

U viech 223 zdravych dobrovolnikil z fad studentit eské narodnosti (89 Zen a
134 muzu ve v&kovém rozmezi 20 29 let) byl stanoven genotyp pro tyto variantni alely
genu CYP2D6: CYP2D6*MxN, CYP2D6*3, CYP2D6 *4, CYP2D6 *5 a CYP2D6*6.
Pro stanoveni téchto variantnich alel jsem se rozhodla podle doporuceni Gaedigk et al.,
jehoZ vyzkumna skupina opakované potvrdila, Ze genotypizaci CYP2D6*3, CYP2D6 *4,
CYP2Dé6 *5 a CYP2D6*6 je mozno identifikovat 98,7 % pomalych metabolizatora v
populaci [4].

5.1 Polymorfismus CYP2D6*3 — 2549A>del

Obr. 2: Velikost restrikénich fragmentd u polymorfismu genu CYP2D6*3
(2549A>del), po Bsa Al restrikci (3% agarosovy gel)

¢ 201bp pro homozygota (wt/wt; *1/*1)

e 201bp, 180bp a 20bp pro heterozygota (v/wt; *1/*3)
e 180bp a 20bp pro variantniho homozygota (v/v; *3/*3)
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Tab. 3: Srovnani pozorovanych genotypovych frekvenci s pfedpokladanymi

genotypovymi frekvencemi u isoenzymu CYP2D6*3

Pozorovana Predpokl.
Sledovana Genopr. .Po.éeta genotyp. Alelicka genotyp. % (95%CI)
alela skupina  jedincu frekvence frekvence frekvence
96,3848
wt 218 0,9775 0,9887 0,9777 -
99,1318
0,8681
CYP2D6*3 ht 5 0,0224 0,0221 -
3,6161
0,0000
v 0 0 0,0112 0,0001 -
0,0000

Vysledky x2 testu dobré shody pozorované a ptedpokladané genotypové frekvence:

CYP2D6*3 ¥*=0,013 P = 0,9934

5.2 Polymorfismus CYP2D6*4 — 1846G>A a CYP2D6%6 —
1707T>del

Obr. 3: Velikost restrikénich fragmenti u polymorfismu genu CYP2D6*4
(1846G>A) a CYP2D6*6 (1707T=del) v 3% agarosovém gelu
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Tab. 4: Velikost restrikénich fragmenti u polymorfismu genu CYP2D6*4
(1846G>A) a CYP2D6*6 (1707T>del)

Genotyp *1/%] *1/%6 *6/%6 *1/%4 *4/%4 *4/%6
353 353 353

. 5 & (19 190 190 190 190

8 2 o

= S £ [163 163 163

0 =

> B go 139 139 139
= 23 23 23

Tab. 5: Srovnani pozorovanych genotypovych frekvenci s piedpokladanymi

genotypovymi frekvencemi CYP2D6*4 a CYP2D6*6 provedené v jedné- multiplex

reakci
!
|
' Pozorovana Predpokl.
Sledovand  Genotyp. Pocet genotyp. Alelicka genotyp. % (95%CI)
alela skupina  jedincG  frekvence frekvence frekvence ’ ’
P 55,0879
| wt 133 0,5964 0,7713 0,5949 -
| 64,1946
30,5515
CYP2D6*4 ht 78 0,3497 0,3527 -
39,4036
3,2869
v 12 0,0538 0,2287 0,0523 -
7,4753
98,9314
wt 222 0,9955 0,9977 0,9955 -
100,1716
0,0000
CYP2D6*6 ht I 0,0044 0,0044 -
1,0685
0,0000
v 0 0,0000 0,0022 0,0000 -
0,0000
|
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Vysledky xz testu dobré shody pozorované a piedpokladané genotypové frekvence:
CYP2D6*4 ¥* = 0,004 P = 0,9982
CYP2D6*6 ¥* = 0,001 P =0,9995

5.3 Genova delece; CYP2D6*S

Tab. 6: Srovndni pozorovanych genotypovych frekvenci s pfedpokladanymi

genotypovymi frekvencemi CYP2D6*5

Pozorovana Predpokl.

Sledovana  Genotyp. Pocet genotyp. Alelicka genotyp. %
alela skupina  jedinci  frekvence frekvence  frekvence  (95%ClI)
91,4707

wt 209 0,9372 0,9686 0,9382 -

95,9732

4,0267

CYP2D6*5 ht 14 0,0627 0,0608 -
8,5292

0,0000

v 0 0 0,0313 0,0009 -

0,0000

Vysledky %’ testu dobré shody pozorované a pfedpoklidané genotypoveé frekvence:

CYP2D6*5 x* =0,013 P =0,9934
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5.4 Duplikace genu; CYP2D6*MxN

Tab. 7: Srovnani pozorovanych genotypovych frekvenci s pfedpokladanymi

genotypovymi frekvencemi u multiplikovanych alel

Pozorovana Piedpok!.
, Genotyp. Pocet genotyp. Alelicka genotyp. %
led lel
Sledovana alela skupina jedinci  frekvence  frekvence  frekvence  (95%CI)
91,4707
wt 209 0,9372 0,9686 0,9382 -
95,9732
4,0267
CYP2D6*MxN ht 14 0,0627 0,0608 -
8,5292
0,0000
v 0 0 0,0313 0,0009 -
0,0000

Vysledky x? testu dobré shody pozorované a pfedpokladané genotypové frekvence:

CYP2D6*5 ¥ =0,013 P = 0,9934




Tab. 8: Alelické frekvence CYP2D6*1, CYP2D6*3, CYP2D6 *4, CYP2D6 *5,
CYP2D6*6 a CYP2D6*MxN

CYP2D6 alely | Potet alel | Alelicka frekvence | 95%CI
(%)
*MxN 14 3,1 1,5-4,75
*3 5 1,17 0,1-2,1
*4 102 22,9 | 19,0-26,8
*5 14 3,1 | 1,5-4,75
*6 1 0,2 | 0,1-0,66
Celkem 136 30,5 | 26,2-34,8
variantnich alel
*1 -wt 310 69,5 | 65,2-73.7
Celkem 446 100,0

5.5 Frekvence vyskytu jednotlivych fenotypi

Frekvence vyskytu alelové duplikace (CYP2D6*MxN) nesouci fenotyp
ultrarychlého metabolizatora byla 3,1 %. Vyskyt alel CYP2D6 predisponujici jedince
k sniZené enzymové aktivité : CYP2D6*3, CYP2D6 *4, CYP2D6 *5 a CYP2D6*6 byla
1,1 %, 22,9 %, 3,1 % a 0,2 %. V souvislosti s vyskytem jednotlivych alel byl fenotyp PM
ptifazen 15 subjektim (6.7 %) (95% CI: 3,4-10,0 %), v3ichni z nich meli dvé defektni
alely. Dvanact znich byli homozygot¢ pro CYP2D6*4, jeden byl heterozygot
v kombinaci CYP2D6*4/CYP2D6*3 variantnich alel, dalsi v kombinaci
CYP2D6*4/CYP2D6*6, a posledni z patnacti pomalych metabolizatori mél deleci genu
soucasné s CYP2D6*4 variantni alelou.

84 subjektii (37,6 %) byli heterozygoti, intermedidlni metabolizatofi s jednou
variantni alelou CYP2D6*3, CYP2D6 *4, CYP2D6 *5.

111 (49,5%) subjektd jsem klasifikovala jako homozigotni extensivni

metabolizatory bez variantnich alel, jednalo se o wild-typy-pfirozené typy.




Genovou duplikaci jsem stanovila u 14 dobrovolniki, pét znich neslo take
CYP2D6*4, jeden byl dokonce sou¢asné homozygotem pro CYP2D6*4 alely. Proto jsem
ze viech subjekti oznaéila 8 (3,6 %) jako CYP2D6 ultrarychlé metabolizatory. (tab. 9)
U zbyvajicich péti jedincu nesoucich sou¢asné multiplikaci alely CYP2D6*MxN a
CYP2D6*4 alelu neni moznid na zakladé mnou urlenych variantnich alel pfifadit
odpovidajici fenotyp, protoZe nejsem schopna odliit, zda je multiplikovana alela
CYP2D6%*4, snizujici aktivitu enzymu, nebo zda je multiplikovdna jina ¢ast. Tato
neuréena &ast odpovida 2,2 %, coZ je ve shod& i spoznanim Gaedigk ef al, jehoZ
vyzkumna skupina na zaklad® t&chto stanoveni uréuje 98,7 % fenotypl v populaci
vieobecné [4]. Nejcastéjsi variantni alelou byla CYP2D6*4, ktera tvotila 75 % ze v3ech

stanovenych variantich alel.

Tab. 9: Prevalence CYP2D6 genotypl

Pocet
Fenotyp CYP2D6 alely % 95%CI
dobrovolniki
PM | *4*4 8 36| 1,953
MxN 1 04| 0-1,0
*5 3 1,3] 0,3-24
bez aktivni alely
*4%3 1 04| 0,2-1,1
*4%6 1 04| 0,2-1,1
*4*5 1 04| 0,2-1,1
IM | *1*3 4 1,8 0,6-3,0
1 aktivni alela *1*4 70 31,4 | 27,1-35,7
*1*5 10 45| 2,6-6,4
piirozeny typ -wild type | EM | *1*1 111 49,8 | 45,1-54,4
UM | MxN 8 36| 1,953
2 a vice aktivnich alel
- | MxN *4 5 22| 0,936
celkem 223 100
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6 DISKUSE

Cilem této studie bylo popsat frekvenci vyskytu vybranych variantnich alel
CYP2D6 u zdravé Ceské populace. Sledovala jsem jednonukleotidové polymorfismy
(SNP) genu CYP2D6 v péti pozicich oznafenych jako - CYP2D6*1, CYP2D6*3,
CYP2D6 *4, CYP2D6 *5, CYP2D6*6 a CYP2D6*MxN u 223 zdravych dobrovolnik.

Jednotlivé naméfené genotypové frekvence ve viech pozicich jsem porovnavala
s genotypovymi frekvencemi vypo&itanymi podle rovnice Hardy-Weinbergovy
rovnovahy. x2 testem bylo prokdzano, ze mezi pfedpokladanymi a experimentem
uréenymi frekvencemi neni statisticky vyznamny rozdil.

Prevalence v3ech variantnich alel CYP2D6 je v Ceské populaci 30,4 %. Ve své
praci jsem sledovala vyskyt jen nejb&znéjsich variantnich alel v kavkazské populaci.
Nesledovala jsem napt. vyskyt alely CYP2D6*2, protoze ma jen velmi nepatrné
vyjadieny fenotyp zpomaleného metabolizmu oproti pfirozene alele CYP2D6*1 [30].
Dale jsem nesledovala alely s nizkou frekvenci vyskytu jako napf. CYP2D6*8
(frekvence vyskytu 0,1 % [24], CYP2D6*9 (2 % [27]), CYP2D6*10 (1,5 % v kavkazské
populaci [27] tato variantni alela je vyznamna pro mongoloidni populaci 40,8 % [31]),
CYP2D6*11 (0,1 %), CYP2D6*12 (0,1 %), CYP2D6*14 (0,1 %), CYP2D6*15 (0,1 %)
nebo CYP2D6*17 (0,1 %) a dalsi [24] [3]

Mnou stanovenou frekvenci pomalych metabolizatori metodou genotypovani u
223 zdravych dobrovolniki (6,7 % PM) jsem porovnala s analyzou fenotypu u 126
zdravych &eskych dobrovolnikit v diive provedené studii [32]. Prevalence pomalych
metabolizator(i stanovenych fenotypovanim byla 3,97 %. Metabolicky status byl
stanoven z metabolického poméru mateiské latky - sparteinu a jeho metabolitu
dehydrosparteinu v moéi. Jedinci s metabolickym pomérem vétSim nez 20 byli v této
studii oznadeni za pomalé metabolizatory pro CYP2D6. Porovninim obou frekvenci
statistickym testem (x* test) jsem prokazala rozdil na hranici statistické vyznamnosti.
Tato neiplnd shoda muZe byt zplisobena variabilitou v cithivosti analytické metody
pouzité pro stanoveni hladin dehydrosparteinu v moti, ptipadné sbérem a vytvafenim
aligotl vzorkll moéi, jejich skladovanim, stabilitou sparteinu i dehydrosparteinu, celkové
tedy komplikovang&jiim protokolem fenotypizatni studie p¥imo zavislym na spolupraci

s dobrovolnikem. Interindividualni rozdily stejné jako vliv prostfedi (indukce, inhibice
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enzymi, Zivotni styl, celkovy zdravotni stav atd.) mohou také ovlivnit vysledné hodnoty.
Navzdory véem témto komplikacim je fenotypovani povazovano za metodu vhodngjsi
k uréeni aktualni metabolické aktivity jednotlivych pacientit neZ genotypovani.

Bylo opakované& ovéfeno, Ze genotypizaci CYP2D6*3, 2D6*4, 2D6*5, a*6 je
mozno s dostateénou citlivosti testu identifikovat pomalé metabilizitory v populaci.
Rozhodla jsem se tedy ziskané vysledky alelickych frekvenci isoenzymu CYP2D6 (tab.
10) a frekvenci vyskytu PM (tab. 11) porovnat s obdobnymi genotypiza¢nimi studiemi
provedenymi u evropskych populaci. (obr. 4)
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Tab. 10: Rozlozeni CYP2D6 alelickych variant napfi¢ evropskymi populacemi

CYP2D6 variantni *MxN *3 *4 *5 *6 Ref
alely
Molekularni disledek |Duplikace |Posun Chybny Genova Posun
genu ¢teciho pteklad delece ¢teciho
ramce 1846G>A ramce
2549A>del 1707T>del
Funké&ni nasledek Zvyseni SniZeni Snizeni SniZeni SniZeni
enzymové |enzymové |enzymové |enzymoveé |enzymove
aktivity aktivity aktivity aktivity aktivity
Kavkazané 1-5 2-3 12-21 2-7 1 [33]
Evropané - 34 19,4 2,6 1,3 [24]
Chorvaté - 2,7 14,0 1,0 L5 [34]
(200)
Finové - 5,7 11,1 33 - [35]
(122)
Francouzi 2,9 2,0 14,9 2,3 - [36]
S
‘g Holand’ané - 1,8 18,4 - 0,4 [37]
5(765)
% |Némei 1,9 2,0 20,7 2,0 0,9 [3]
& |(589)
2 | Norové - 1,3 20,0 1,2 - [38]
2 (118)
< | Polaci - 1,3 23,0 - - [39]
(300)
Spanglé 4,3 0,9 13,8 33 0,9 [40]
P [(105)
Svédové - 1,4 24,4 43 0,9 [41]
(128)
Rusové 1,7 1,0 18,2 2.4 1,2 [30]
(290)
Cesi 3,1 1,1 22,9 3,1 0,2 -
(223)

Porovnani vyskytu pomalych metabolizatort, jejichZ status je pfedpovézen podle

genotypovacich analyz, jsem provedla na zékladé udaju z nasledyjicich studii [34] [3,

41][37, 42] [38] [35] [30] [39] [40] [36] [43].
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Tab. 11: Frekvence CYP2D6 pomalych metabolizatordi u eurokavkazanli, stanoveno

genotypizact
o~ @ la
1812|885 (|2/8|8 s|8l=z|8 |
e 215228218 8|2 5|2 |5
5 Ss g lz|e |2 |2 |ele|5 /2 38|88
o = | &5 £ 3 3 = o 2 o 2 = 2 |z |2
5 AERERERERECEEREREREEERERERK:
3 MU |24 | | S| |2 |E |& |2 & |2 |8 O
PM
701307085137 55|51 [5759]|80]|501]64]|6,5]!6,7
(%0)
Reference [34] | [3] | [41] | [42)| [37] | [38] | (351 | (307 | [39] | [40] | [36] | [43]

V rozlozeni CYP2D6 alel stejné jako v prevalenci PM se &eskd populace

statisticky neodliSuje od ostatnich evropskych populaci (stanoveno xI testem). Drobné

odchylky od priméru, ale bez statistické vyznamnosti, vykazuji Finové a Chorvaté.

Odlisnost vyskytu PM u Finll miZe byt zapfi¢inéna analyzou na poc¢atku osmdesatych

let, kdy se metodiky genotypovani teprve rozvijely. Niz8i vyskyt PM u Chorvatl zase

dobfe koresponduje s hypotézou ,,severo-jizniho gradientu [44]. Podle této hypotézy

frekvence vyskytu pomalych metabolizatori klesad zemépisné od severu k jihu. Pro

analyzu narodnostné zavislych odliSnosti ve vyskytu PM jsem sbirala pouze data

stanovena genotypizaci (pfedev3im nejuZivanéj$i metodou PCR-RFLP) na zdravych

dobrovolnicich z etnicky popsanych skupin. Porovnani Cetnosti frekvence PM mezi

evropskymi populacemi je znazornéno na obr. 4.
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Obr. 4: Frekvence CYP2D6 pomalych metabolizatori u eurokavkazani, stanoveno

genotypizaci

% PM
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7 ZAVER

Poznatky této rigordzni prace je mozné shrnout nasledovné:

1)

2)

3)

4)

5)

Pozorované genotypové frekvence se shoduji s pfedpokladanymi
genotypovymi frekvencemi podle rovnice Hardy-Weinbergovy rovnovahy,

coz ilustruje jejich normalni distribuci v Eeské populaci.

Frekvence vyskytu CYP2D6*1, CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5,
CYP2D6*6 a CYP2D6*MxN alel je ve shodé s literArnimi udaji o vyskytu

variantnich alel v ostatnich evropskych populacich.

Frekvence vyskytu pomalych metabolizatoru se take statisticky neodliduje

od ostatnich kavkazskych populaci.

V ¢eské populaci je moZno olekdvat 6,7% prevalenci pomalych

metabolizatoru substratu CYP2D6.

V geské populaci se vyskytuje 3,6 % ultrarychlych metabolizatoru
substratu CYP2D6.
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