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SOUHRN

Vyznam genetického polymorfizmu enzymov cytochromu P450 —

cast 1. Enzymovy systém cytochrému P450 a cytochrom P450 1A2

Interindividudlna variabilita v odpovedi na lieCivo je vyznamnym klinickym problémom.
Vyznamny podiel na tom méji rozdiely v metabolizme lieciv, jednd sa hlavne o enzymy
cytochromu P450. Geneticky polymorfizmus tychto enzymov moze ovplyvnit odpoved pacienta
u bezne uzivanych lieciv. Cielom prvej Casti tohoto ¢lanku je podat stru¢ny vyklad o enzymovom
systéme cytochromu P450 a zaroven popisat vplyv genetického polymorfizmu cytochrému P450
1A2 na t¢inok lieciv.
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SUMMARY

Clinical significance of cytochrome P450 genetic polymorphism —

Part I. Enzymatic system of cytochrome P450 and cytochrome P450 1A2

Inter-individual variability in drug response is a major clinical problem. Much of the variability has
been observed in drug metabolism, particularly in the enzymes of cytochrome P450. Genetic
polymorphism in these enzymes may influence a patient’s response to commonly prescribed drugs.
The first part of this review describes the enzymatic system of cytochrome P450 and further focuses

on the influence of genetic polymorphism of cytochrome P450 1A2 on drug effect.
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Enzymovy systém cytochrému P450

Enzymovy systém cytochrému P450 je univerzalnym
systémom biotransformacnych enzymov nachadzajicich
sa v baktériach, rastlinich a réznych Zivocisnych dru-
hoch. Pévodnou funkciou cytochrému P450 bolo zacho-
vanie integrity bunecnej membrany metabolizmom
a biosyntézou steroidov. Neskdr cytochrém P450 prevzal
tlohu v zbavovani sa organizmu cudzorodych latok .
Enzymy cytochrému P450 tvoria superrodinu hemopro-
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teinov. Pojem ,.cytochrom P450“ vznikol na zdklade
absorbéného piku redukovanej formy enzymu v komple-
xe s oxidom uholnatym pri vinovej dizke 450 nm > 3.
Enzymy cytochrému P450 su podla svojho reakéného
mechanizmu ¢asto nazyvané i oxiddzami so zmie$anou
funkciou, pretoZe pri ich metabolickej reakcii sa spotre-
bovava molekula kyslika na oxidiciu substritu.

Na Kklasifikaciu jednotlivych enzymov cytochrému
P450 sa vyuZziva podobnosti aminokyselinovej sekven-
cie. V ramci tejto nomenklatiry sd jednotlivé enzymy
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zdruzené v rodinach a subrodinach oznacované predpo-
nou ,,CYP*. Enzymy so zhodnostou v sekvencii amino-
kyselin 40 % a viac patria do jednej rodiny (znaci sa
arabskym c¢islom, napr. CYP3). Enzymy so zhodnostou
sekvencie vy$Sou neZ 55 % patria do jednej subrodiny
(znacia sa velkym pismenom, napr. CYP3A). Enzymy,
ktorych proteiny st kédované jednotlivymi génmi (ozna-
¢ené italikou), sa oznacuju ako formy alebo izoformy
(znadia sa arabskym Ccislom za pismenom, napr.
CYP3A4). U cloveka bolo doteraz popisanych 18 rodin
a 44 podrodin. Spomedzi nich rodiny CYP 1, 2 a 3 tvo-
ria 70 % celkového obsahu v peceni a podielaji sa
v 94 % na metabolizme lie¢iv v peéeni >. Najvyznam-
nejSich je Sest zdkladnych izoenzymov cytochromu
P450, ide o CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2CI19,
CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 a CYP3AS.

Distribicia enzymov cytochrému P450 v organizme
Cloveka je vysoka. NajvysSie hladiny sa nachadzaju
v peceni, vyznamné hladiny su taktiez v plticach, tenkom
Creve, ladvinach, kozi, mozgu a nadladvinkach. V bunke
je cytochrém P450 lokalizovany v hladkom endoplazma-
tickom retikule a v mitochondriach. Co sa tyka podielu
jednotlivych enzymov z rodin cytochromu P450 1-3
na celkovom obsahu v peceni, ma najvysSie zastipenie
CYP3A4 s 30 %. Kvantitativne zasttipenie jednotlivych
izoenzymov v peceni vSak nekoreluje s ich vyznamnos-
fou pre metabolizmus lie¢iv. Priemerny podiel jednotli-
vych izoforiem na celkovom obsahu cytochrému P450
v peceni a na biotransformdcii lieiv je uvedeny v ta-
bulke 1.

Tab. 1. Priemerny podiel jednotlivych izoforiem na celkovom
obsahu cytochromu P450 v peceni a na biotransformdcii
lieciv ¥

CYP450 na ogs:lizl (%) na biotraﬁgt%:Lécii (%)
1A2 12 4
2C 20 11
2D6 4 30
2E1 6 2
3A4 30 52

Enzymovy systém cytochromu P450 je najdoleZitej-
Sim systémom prvej faze biotransformacnych reakcii.
Podiela sa na metabolizme jak exogénnych, tak i endo-
génnych latok (tab. 2). Biotransformaciou vic¢Sinou meni
lipofilné latky na hydrofilné ¢i polarne, ktoré mozu byt
z organizmu nasledne vylicené. Pri metabolizme niekto-
rych latok vSak dochadza naopak k ich aktivacii. Niekto-
ré cytochromy P450 st dokonca zodpovedné za inicidciu
kancerogenézie > ©. Pre enzymovu aktivitu je nutny nie-
len cytochrém P450, ale i dal§i enzym NADPH-cytoch-
réom P450 reduktiza a fosfolipidova frakcia membran.
Uvedené tri stcasti tvoria mikrozomalny cytochrémovy
monooxygendzovy systém. Centrdlnym enzymom
monooxygenazového systému je cytochrom P450.
Typickou reakciou katalyzovanou monooxygenidzovym
systémom je:

—¢—

RH + 0, + NADPH + H* — ROH + H,O + NADP*.

Aktive miesto cytochromu P450 obsahuje atom Zele-
za, ktory sa v oxidovanej forme (Fe*) viaZe so substra-
tom. Dochédza k redukcii (Fe?*) komplexu enzym-sub-
strat prenosom elektronu z NADPH. Tento redukovany
komplex viaZe molekularny kyslik a je nasledne reduko-
vany dal$im elektronom. Komplex enzym — substrat —
kyslik sa nakoniec Stiepi na vodu, oxidovany substrat
a oxidovand formu enzymu. Enzymy cytochromu P450
katalyzuji rozmanité chemické reakcie ako N-dealkyla-
ciu, O-dealkylaciu, S-oxidaciu, epoxidéciu a hydroxyla-
ciu. Enzymy cytochromu P450 maju rozli¢nt ale Casto sa
prekryvajicu substratovi Specificitu, vykazuji velkd
variabilitu v katalytickej G¢innosti a reguldcii medzi jed-
notlivymi Zivo¢iSnymi druhmi i v rdmci nich. Na meta-
bolizme jedného lieciva sa moZe podielat i viacero enzy-
mov cytochréomu P450 357,

Tab. 2. Endogénne substrdty cytochrému P450 7

Substrat CYP450

CYP7A1, CYP7BIL, CYP8BI1, CYP27Al,
CYP39A1, CYP46Al1, CYPS1

CYPI11Al, CYP11BI1, CYP11B2, CYP17Al,
CYPI9AL, CYP21A2

cholesterol
a ZI¢ové kyseliny

steroidy

prostaglandiny CYP5A1, CYP8AL

CYP24A1, CYP26A1, CYP26B1, CYP27Al,
CYP27B1

CYP2CS, CYP2C9, CYP2J2, CYP4ALL,
CYP4B1, CYP4F2, CYP4F3 a CYP4F8

vitaminy A a D

dalSie eikosanoidy

Na rozdiel od enzymov cytochromu P450 podielaji-
cich sa na metabolizme endogénnych latok, aktivita enzy-
mov cytochromu P450 metabolizujicich latky exogénne
mdZe vyznamne kolisat ®. Rozdiely v hladinich a aktivi-
tach tychto enzymov mdzu viest k rozdielnym plazmatic-
kym hladinam lie¢iv medzi jednotlivymi pacientmi, a tym
k rozdielnym odpovediam na liek (nedostatocny alebo
nadmerny tc¢inok lieku). Tieto odli$nosti v metabolicke;j
aktivite enzymov cytochromu P450 mdzu byt sposobené
faktormi genetickymi (geneticky polymorfizmus) a nege-
netickymi (pohlavie, rasa, patologicky stav a faktory
prostredia ako fajcenie a expozicia roznym latkam).

Genetické faktory variability

Dnes je uz zname, 7Ze velky podiel v rozdielnej odpove-
di na liek zohrava dedi¢nost. Polymorfizmus v géne kédu-
jucom metabolické enzymy mé vyznamnu ulohu, je obec-
ne definovany ako genetické rozdiely vyskytujtce sa medzi
jednotlivcami v incidencii > 1% ? . Pre geneticky poly-
morfizmus v biotransformacii lieciv st podstatné génové
mutécie. Ich podkladom méZze byt zdmena, chybanie, vsu-
nutie jedného alebo viacerych nukleotidov, duplifikacia
alebo amplifikdcia gendmu. Genetické rozdiely tvoria
vyznamnu pri¢inu variability hlavne u CYP2D6, CYP2C9
a CYP2CI19. Aktivita tychto enzymov je polymorficky
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distribuovana v populécii a zavisi na pritomnosti a pocte
alelickych variant 1“2, CYP3A4 a CYP1A2 sa vyznacuju
velkou inter- a intraindividualnou variabilitou, ktora je
vysledkom konstitu¢nych a enviromentélnych faktorov '¥.
NajcastejSie sa vyskytujica alela pre kazdy enzym (,,wild
type*) je oznaCovana *1. Alelické varianty st nasledne
oznacované podla ich identifikacie (napr. *2, *3 atd.).
Sucasny prehlad alelickych variant je na webovych stran-
kach http://cypalleles.ki.se '¥. Funkény vyznam jednotli-
vych alelickych variant sa 1isi, je taktieZ odli$na ich frek-
vencia distriblicie medzi jednotlivymi etnickymi
skupinami . Enzymovy defekt prejavujici sa zmenou
v metabolickej aktivite je v populécii prendSany autozo-
malne recesivne, prejavy sd preto najvyraznejSie u homo-
zygotov pre defektny gén. Na zaklade stupiia aktivity enzy-
mov cytochromu P450 moZno rozdelit populdciu do
Styroch metabolickych skupin: 1. pomali metabolizatori
(PM), 2. intermediarni metabolizatori (IM), 3. extenzivni
metabolizatori (EM) a 4. ultrarychli metabolizatori (UM).
PM st jedinci, ktori postrddaju funkény enzym, a maja
teda najniZSiu metabolicku aktivitu. Su vystaveni vys$Siemu
riziku toxicity nasledkom vysokych hladin nezmetabolizo-
vaného lieciva, alebo je u nich naopak riziko zlyhania tera-
pie v pripade uZivania lieCiv, ktoré vyZaduji pre svoj uci-
nok metabolicki premenu. IM st nositelmi bud jednej
nefunkénej variantnej alely (heterozygoti), alebo nositelmi
dvoch variantnych aliel so zniZenou metabolickou aktivi-
tou. Vic¢Sinu populacie tvoria EM, ktori maji dve funkéné
(normélne) alely. UM vykazuji najvysSiu metabolickd
aktivitu v dosledku duplifikacie alebo amplifikdcie génu.
Metabolizuju lieciva rychlejSie neZ EM a mo6zu vyZadovat
vysSie nez bezné davky lieCiva, aby dosiahli terapeutické
plazmatické koncentrécie !9, Vysledny d¢inok polymor-
fizmu na metabolizme lie¢iva zavisi na mnoZstve enzymov,
ktoré sa na premene lie¢iva podielaji. Enzymy cytochrému
P450 maju obecne Siroku substritovu Specificitu, ¢o zna-
mena, Ze sa na metabolizme urcitého lieku moze zucastnit
niekolko enzymov cytochrému P450. V pripade, Ze je
metabolizmus lieciva zavisly principidlne na jednej izofor-
me, geneticky polymorfizmus mdze viest k vyznamnej
zmene Ucinku tohto lieciva (hlavne u lieciv s uzkym tera-
peutickym indexom). Naopak tam, kde sa na metabolizme
podielaju viaceré formy cytochromu P450, moézu ostatné
enzymy prevziat tlohu v metabolizme daného lieciva. Nie
vzdy vSak musi alternativnd metabolickd cesta plne nahra-
dit t nefunkéng 1217,

Negenetické faktory variability

Hoci geneticky polymorfizmus enzymov cytochrému
P450 ma velky dopad na biotransforméciu lieciv, geneti-
ka sama o sebe nevysvetluje vSetku variabilitu '¥. Roz-
dielnu biotrasforméciu mozno pozorovat aj v rdmci jed-
nej genotypovej skupiny. Peknym prikladom je praca
Aklillu et al. poukazujica na vplyv faktorov prostredia
na zmenu aktivity enzymu CYP2D6 u populacie Etiop-
¢anov po prestahovani do Svédska '?. Metabolicki akti-
vitu enzymov cytochrému P450 moéZe ovplyvnit pohla-
vie 20, patologicky stav 2V, zmena fyziologického stavu
(tehotenstvo) 22 a faktory prostredia ako fajéenie 2
a expozicia roznym latkam (potrava, lieciva ...). Je zna-

—¢—

mych vela prikladov interakcii niektorych potravin 2+ 2
a lie¢iv 2427 s enzymami cytochrému P450, nasledkom
ktorych doslo ku klinicky vyznamnej inhibicii ¢i induk-
cii metabolickej aktivity daného enzymu.

Enzymovd indukcia

Niektoré lieciva i zlozky potravy vyvolavaju zvySend
enzymaticku aktivitu, indukciu. Désledkom enzymovej
indukcie po opakovanom podani latky je zrychlenie bio-
transformécie, zniZenie plazmatickych hladin a terapeu-
tického Uc¢inku daného lie¢iva. K tejto situacii dochadza
v pripade, pokial metabolity lie¢iva majii maly alebo Zia-
den farmakologicky uc¢inok. Pokial maji metabolity vac-
§i acinok, resp. vyssiu toxicitu, méZe dojst pri enzymo-
vej indukcii k prejavom intoxikacie.

Enzymovd inhibicia

Niektoré lie¢iva i zloZky potravy naopak enzymovu
aktivitu timia, inhibuji. Najcastej$ie sa jedna o reverzi-
bilnd inhibiciu. Vysledkom inhibicie biotransformac-
ucinku zvySenim plazmatickych hladin daného lieciva
s moznymi prejavmi intoxikacie. V pripade, Ze sa jedna
o neaktivne liecivo (proliecivo), ktoré sa potrebuje trans-
formovat na aktivnu formu, modze naopak nasledkom
inhibicie dojst ku zlyhaniu terapeutického tcinku.

Stanovenie biotransformacnej aktivity

Na predikciu individualnej biotransformacnej kapaci-
ty sa pouZiva metéda genotypovania a fenotypovania.
Genotyp mozno urcit analyzou DNA, pouZitim metody
PCR (polymerazova retazova reakcia) a RFLP (polymor-
fizmus dizky restrikénych fragmentov). Novou alternati-
vou genotypizacie je AmpliChip P450 test (Roche), prvy
mikroanalyticky farmakogeneticky test. Jedna sa o prvy
systém zaloZeny na znalosti Casti Tudského gendmu urce-
ny pre rutinnd diagnostiku vyuzivajici dve moderné
technol6gie Roche PCR a Affymetrix mikroanalytiku.
Poskytuje kompletni gynotypizaciu génov CYP2C19
a CYP2D6 ?®. Vysledok genotypovania vSak nie je
ovplyvnitelny faktormi prostredia. NavySe citlivost
genotypovania v predikcii vyskytu ultrarychlych meta-
bolizatorov je stile nizka. Fenotypovanie je zaloZené na
podani latky, ktora je pre urcity enzym vysoko $pecific-
ka (substratova latka, probe drug), je teda tymto enzy-
mom exkluzivne metabolizovand. Vysledna metabolicka
aktivita sa stanovi z metabolického pomeru MR (mater-
ska latka/metabolit) v krvi ¢i v moci a rozdeli populaciu
do odpovedajucich skupin. Pomaly metabolizatori majd
najvyssiu hodnotu MR, naopak ultrarychli metabolizéto-
ri vykazuji najnizSiu hodnotu MR. Fenotypovanie
umoziluje stanovenie aktudlnej enzymatickej aktivity in
vivo, pretoZe zohladiiuje i vplyv faktorov prostredia '2.

Cytochrém P450 1A2

Zastupci podrodiny CYPIA, enzymy CYPlAl
a CYP1A2, majd vyznamnu udlohu v biotransformacii
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Tab. 3. Aktivita variantnych aleliel CYPIAZ2 in vivo a vyskyt v populdcii 14 3% 33 35

Frekvencia vyyskytu v populacii (%)
Alela Enzymaticka aktivita
belosska azijska africka
CYP1A2*1A normalna 24.4 21,7 39,9
CYP1A2*1C znizena <1 23,0 -
CYP1A2*1F zvyS$end inducibilita 56,7 7,7 49,6
CYP1A2*1K zniZena 0,3 0,0 3,0

xenobiotik, vratane xenobiotik beZne sa nachadzajuicich
v potrave a Skodlivinich Zivotného prostredia. Oba enzy-
my sa podielaji na aktivacii niekolkych prekarcinogé-
nov, ako st polyaromatické hydroulovodiky, aromatické
a heterocyklické aminy a mykotoxiny. Enzym CYP1A1
sa nachadza prevazne extrahepatilne, naopak, enzym
CYP1A2 sa vyskytuje hlavne v peeni 2.

Enzym CYP1A?2 vykazuje vysoky stupeil interindivi-
duélnej variability. Jednou z pri¢in velkej variability je
vysoka inducibilita CYP1A2, na ktorej sa okrem xenobi-
otik, podielaji i zlozky potravy a faj¢enie. Hlubovita
zelenina (kapusta, brokolica, karfiol a ruzickovy kel ...)
je zndma zvySenim aktivity enzymu CYP1A2. Aktivita
enzymu CYP1A?2 je taktiez indukovana heterocyklicky-
mi aminmi a polycyklickymi aromatickymi uhlovodik-
mi, ktoré sa nachiddzaji napriklad v mése upravenom za
vy§§ich tepldt na drevenom uhli 2¥. Dal§im faktorom
variability CYP1A2 aktivity je geneticky polymorfiz-
mus . Vyskyt mnohych polymorfnych aliel je zriedka-
vy a ich funkény vyznam na aktivitu enzymu CYP1A2
nie je znamy (tab. 3). Alela CYP1A2*1F je najCastejSie
sa vyskytujicou alelou v Eurépskej populacii (55,9 %
vyskyt vo Svédskej populécii). Tato alela je u fajéiarov
spojovand s vyznamne vy$Sou enzymatickou aktivitou,
u nefajiarov nema pritomnost tejto alely na aktivitu
CYP1A2 vplyv ¥ 3D Polymorfné alely CYP1A2 *1C
a *1K st spojované so zniZenou aktivitou CYP1A2, prva
z aliel bola najdend v japonskej populécii s frekvenciou
vyskytu okolo 23 %, druha allela bola objavena v étiop-
skej populécii, vo Svedskej populécii je jej vyskyt vzac-
ny %33, Medzi etnikami existuji vyznamné rozdiely
v aktivite CYP1A2. Svédska populdcia ma 1,54krat vy3-
Siu CYP1A2 aktivitu v porovnani s Korejcami **. Nizsia
CYP1A2 aktivita bola ndjdend u azijskej a africkej popu-
lacie v porovnani s belo§skou populaciou .

Teofylin

V poslednej dobe bolo publikovanych niekolko praci,
ktoré sledovali vplyv polymorfizmu CYP1A2 na hladi-
ny a ucinok lieciv, pripadne vyskyt neZiaducich acinkov.
Uslu et al. vo svojej praci skimali vplyv polymorfizmu
na metabolizmus teofylinu u pacientov s chronickou
obstrukénou bronchopulmonalnou chorobou. Jedinci,
ktori boli nositelmi CYP1A2*1D a CYP1A2*1F variat-
nych aliel, mali vyznamne niz§ie hladiny teofylinu
v porovnani s ostatnymi pacientmi 3. Naopak pritom-
nost CYP1A2*1C variatnej alely bola spojend s nizSou
clearance teofylinu u astmatickych pacientov 37,

Antipsychotikd

Rezistencia na terapiu klozapinom bola popisana
u schizofrénnych pacientov faj¢iarov, ktori boli nositelmi
variatnej alely CYP1A2*1F. Tento polymorfizmus
v kombindcii s fajéenim viedol k ultrarychlemu metabo-
lizmu a nizkym hladinam klozapinu s naslednym zlyha-
nim uc¢inku antipsychotika. Po zvySeni davky klozapinu
alebo nasadeni inhibitora CYP1A2 (fluvoxamin) doslo
ku zlepSeniu klinického stavu pacientov ¥ 3. Vyskyt
neziadicich ucinkov z dévodu zvySenia hladiny klozapi-
nu bol popisany u pacientov, ktory prestali fajcit.
Pacienti boli nositelmi variatnej alely CYP1A2 *1F,
a tym, Ze prestali fajcit, doslo u nich k spomaleniu akti-
vity metabolického enzymu *?. V inej praci naopak nebol
potvrdeny vztah medzi CYP1A2*1F polymorfizmom,
aktivitou enzymu a hladinou klozapinu v skupine faj¢ia-
rov 42 Vplyv CYP1A2 genotypu je popisany i u dalsi-
eho antipsychotika olanzapinu *¥. Clearance olanzapinu
korelovala s aktivitou enzymu CYP1A2 stanovenou
pomocou kofeinu ako substritovej latky u zdravych dob-
rovolnikov ¥,

Ostatné ldtky

U pacientov uZivajicich antireumatikum leflunomid
s genotypom CYPIA2*IF CC bolo pozorované
9,7nédsobne vyssie riziko toxicity v porovnani s pacient-
mi s CYPIA2*1F A alelou 4.

Tab. 4. Priklady substrdtov, inhibitorov a induktorov enzymu
CYP1A2

Substrat CYP1A2 Inhibitor Induktor
fluvoxamin cimetidin fajcenie
imipramin ciprofloxacin hlibovita zelenina

klomipramin fluvoxamin méso grilované na
drevenom uhli
klozapin ofloxacin omeprazol
kofein tiklopidin
olanzapin
teofylin

Enzym CYP1A2 je hlavnym enzymom v metabolizme
kofeinu, ktory je zaroven vyuZivany ako substratova lat-
ka pre stanovenie fenotypu CYP1A2*®. Pomali metabo-
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lizatori mali vyssie riziko vyskytu hypertenzie v spojeni
s pitim kavy *” a dokonca vysSie riziko nefatidlneho
infarktu myokardu *®.

ZAVER

Enzymy cytochrému P450 si dblezitym systémom

prvej faze biotransformacie exogénnych latok. Aktivi-
tu biotransformacénych enzymov mdze ovplyvnit celd
Skala faktorov, vyznamni ulohu zohrava geneticky
polymorfizmus. Enzym CYPIA2 sa zicastiiuje na
biotransformacii niekolkych beZne uZivanych lieCiv.
Aktivita tohto enzymu je vysoko variabilnd. Zda sa
vSak, Ze samotny polymorfizmus nevysvetluje dosta-

tone vyznamné

rozdiely medzi jednotlivcami,

vyznamny podiel na aktivite tak budd zohravat faktory
prostredia.
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