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Fenotypizace enzymu podilejicich se na metabolismu léciv

Phenotyping of enzymes participating in drug metabolism
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Souhrn

Farmakogenetika je rychle se rozvijejici védni obor sli-
bujici individualizaci 1écby popsdnim geneticky poly-
morfnich aspektli farmakodynamiky (receptory a dalsi
cile 1é¢iv) 1 farmakokinetiky (pfenaSece, biotransformac-
ni enzymy). Ke stanoveni aktivity enzymil vyuZiva jed-
nak nepfimou metodu genotypizace, kdy je aktivita
odhadovana z genetické vybavy jedince, popf. piimo
podanim substratu daného enzymu a stanovenim hladin
parentni latky a pfislu§ného metabolitu, jehoZ vznik
enzym katalyzuje — fenotypizace. Tento pfehledovy ¢la-
nek se zabyva vyznamnéj$imi enzymy podilejicimi se na
metabolismu 1é¢iv, jejich polymorfismy a metodami
jejich fenotypizace, pti¢emz zvlastni zretel klade na ana-
Iytické metody popsané v odborné literatute, jichZ je
mozno vyuZzit ke stanoveni metabolického poméru
parentni latka/metabolit.

Klicova slova: farmakogenetika « cytochrom P450 -
HPLC - biotransformace 1é¢iv

Summary

Pharmacogenetics is a rapidly developing field of
science promising individualization of treatment through
determination of  genetic  polymorphism in
pharmacodynamics (receptors and other drug targets)
and pharmacokinetics (carriers, metabolic enzymes).
Enzyme activity may be predicted using genotyping or
directly phenotyped — after administration of a probe
substrate. This review article deals with some important
metabolic enzyme polymorphisms and their phenotyping
methods. Special consideration is given to the analytical
methods described in the literature, which can be used to
determine the metabolic rate.
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Uvod

Farmakogenetika je pomérné novym vyzkumnym
odvétvim predevsim klinické farmakologie. Ackoliv jeji
kofeny sahaji az do padesatych let 20. stoleti k objeviim
deficitu butyrylcholinesterasy, senzitivity k primachinu
a obecné znamé pomalé acetylace isoniazidu, tj. nilezy
podkladajici vliv genetiky na lékovou odpovéd, vétsSiho
zajmu se farmakogenetice dostalo aZ s rozvojem mole-
kularni biologie a projektu Human Genom Project. Ten-
to rozvoj umoznil nalezeni vztahu polymorfismu genii
s interindividudlni variabilitou 1ékové odpovédi, resp.
jeho hlubsi pochopeni.

Vliv genetické vybavy jedince na lékovou odpoveéd
muZe probihat na dvou drovnich: farmakokinetické a far-
makodynamické. Samotnd farmakokinetika pak miZe
byt ovlivnéna jednak v oblasti biotransformace 1é¢iv, tj.
genovy polymorfismus u metabolickych enzymil typu
oxidas se smiSenou funkci (P450), thiopurinmetyltran-
sferasy (TPMT), jiz zminéné butyrylcholinesterasy a dal-
Sich, popt. v oblasti jejich transportu, kdy je ovlivnéna
exprese transportnich proteinit typu p-glykoproteinu,
prenaseci, iontovych kandlt apod. Farmakodynamika je
pak ovlivnéna genetickym polymorfismem piisluSnych
receptorti (opioidnich, GABA atd.), nebo opét enzymu
(topoizomerasa I, target cytostatika irinotekanu)?. Kom-
binaci znalosti z obou téchto oblasti by bylo moZné zvo-
lit pro jednotlivce vhodné 1é¢ivo s potiebnym davkova-
nim, tj. individualizovat 1écbu.

Vymezeni pojmi

V literatufe se miZzeme setkat s definici farmakogene-
tiky jakoZto védy sledujici vliv jednoho genu na plsobe-
ni 1é¢iv a farmakogenomiky jakoZto aplikaci farmakoge-
netiky na cely genom, nicméné v naprosté vétSiné
odbornych ¢lanki jsou tyto pojmy pouZiviny zaménitel-
né, popt. je pouziviana farmakogenetika pro oba piipady.
Této praxe se bude drZet i tato reSerSe.

Geneticky polymorfismus je definovan jako vyskyt
dvou ¢i vice variant (fenotypt, alel) v populaci v signifi-
kantni frekvenci, které jej odliSuje od ndhodné mutace.
Aby se predeslo nejasnostem, je zvolena jako ,,signifi-
kantni frekvence arbitrarni mez 1 %. Pro predstavu,
zrzavé vlasy maji frekvenci v populaci pravé 1-2 %.

Jak vyplyva z predchoziho textu, genetickému poly-
morfismu davaji vzniknout pfedevS§im bodové mutace —
jedno nukleotidovy polymorfismus (single nucleotide
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polymorphism — SNP). K tomuto miZze dojit v zasadé
tfemi mechanismy: substituci, deleci ¢i inzerci nukleoti-
du v fetézci DNA. Pokud se tak stane v ramci intronu,
ackoliv nemusi dojit k zaméné AK ve vzniklém proteinu
vzhledem k degeneraci genetického kodu (tichd mutace),
ve vétSing pripadil dochédzi k ovlivnéni kone¢ného pro-
duktu daného genu. Napiiklad SNP309 v genu pro muri-
ne double minute 2 (MDM?2) zplsobuje posileni vazby
transkripéniho faktoru SP1 k MDM?2 promotoru, a tedy
vEtsi expresi MDM2, coz vede k silngjsi negativni regu-
laci tumor supresor proteinu p53, fenotypem pak je zfej-
mé vE&t§i nachylnost k nadorovym onemocnénim?.
Pokud k SNP dochdzi v exonu, nejcastéji je ovlivnéna
funk¢nost vysledného proteinu, napi. sniZzend katalyticka
aktivita enzymu v disledku konformacni zmény okoli
vazebné domény. Pii deleci nebo inzerci nukleotidu
dochézi k posunu ¢teciho ramce a pokracujici sekvence
jiZ nekéduje funkéni produkt.

Polymorfismus biotransformacnich enzymi vede ke
Ctyfem zdkladnim fenotyptim, z nichZ klinicky vyznam-
né odli$né od béZné populace jsou predevsim dva z nich:
pomaly metabolizdtor (PM) a ultrarychly metabolizator
(UM). Pomaly metabolizator je homozygot pro funkéné
defektni alelu, zatimco ultrarychly metabolizdtor ma
funkéni alely duplikované ¢i multiplikované, nebo ma
expresi enzymu zvySenou mutacemi/polymorfismy
v regulacnich oblastech genu. Tretim fenotypem je inter-
medidrni metabolizdtor (IM) s aktivitou enzymu mezi
PM a poslednim fenotypem, homozygotem pro funk¢ni
nepozménéné (wild-type) alely, extensivnim metaboliza-
torem (EM).

Metody farmakogenetiky

K zafazeni daného jednotlivce do piislu$né skupiny
metabolizatorl a s tim souvisejici individualizaci davko-
vani se v klinické praxi vyuzivaji dvé metodiky: genoty-
pizace a fenotypizace. Obecné lze fici, Ze fenotypizace
odrazi aktudlni aktivitu enzymu, kterd se miZe ménit
i vlivem jinych faktorli neZ pouze genetickym podkla-
dem (vék, medikace, vyZiva a dal$i), naproti tomu je nut-
no do téla zavadét exogenni latku, coz dile miize zatéZo-
vat organismus (toto neplati u krevnich enzymi jako
TPMT, butyrylcholinesterasa, jejichZ fenotypizaci je
mozno provadét in vitro v odebrané krvi). Ne vzdy je
mozné vibec rozhodnout, zda je lep$i v daném ptipadé
fenotypizace Ci genotypizace. Napf. u azathioprinu pro
fenotypizaci hovoii fakt, Ze i u homozygotl se aktivita
TPMT maze li§it az Ctyfndsobné a v rasové rtiznorodé
populaci genotypizace nemusi odhalit nové popf. netes-
tované mutace. Naproti tomu piedesld krevni transfuze
miZze vést k Spatnému urceni fenotypu a dalsi komplika-
ci je fakt, ze aktivita TPMT se zvySuje, predevSim u hete-
rozygotl, s podavanim thiopurinovych IéCiv a tedy
prvotné stanovena aktivita se miZe zménit po zahdjeni
1é¢by?. Dalsi nevyhodou fenotypizace je fakt, Ze neni
schopna odlisit UM od EM.

Genotypizace

Tato metodika je zaloZena na stanoveni genotypu
a nasledném odhadu aktivity pfislu§ného enzymu nepii-

mo predikci fenotypu. Ke stanoveni samotného genotypu
se vyuZivaji metody molekuldrni biologie, po izolaci leu-
kocytarni DNA se provadi amplifikace pfislu§ného tse-
ku DNA pomoci PCR a vhodnych primer. Nasleduje
analyza jednotlivych alel, at uzZ pomoci RFLP — restricti-
on fragment lenght polymorphism zaloZené na rozdilné
délce restrikcnich fragmentt, SSCP — single strand con-
formation polymorphism zaloZené na rozdilné konfor-
maci, sekundérni struktuie fetézce DNA, jiZ lze rozliSit
i zaména jediné baze, real-time PCR ¢i jinych metod.
Genotypizaci se vénuje fada C¢lankd, proto zde bude
pojednano predevsim o fenotypizaci.

Fenotypizace

Princip této metodiky spociva v podini vhodné exo-
genni (modelové) latky jedinci, u niZ se nasledné stanovi
farmakokinetické parametry. Vhodnou litkou se rozumi
takovd substance, kterd se metabolizuje pouze piislus-
nym enzymem, jehoZ aktivitu si pfejeme stanovit. Toho
v8ak lze v praxi dosdhnout jen st€Zi a je nutné se tedy
spokojit alespoil s prevazujicim metabolismem piislus-
nym enzymem. Optimalni modelova latka pak také neni
toxicka a samozfejmé neinterferuje s dalsi 1é¢bou. Jak uz
bylo feceno, takové stanoveni odrdZi nejen genetickou
vybavu jedince, ale i fadu dal$ich fyziologickych, popf.
patologickych jevi, interakci s jinymi xenobiotiky (enzy-
mové indukce, inhibice). Odraz téchto negenetickych
vlivll u fenotypizace je vSak vétSinou s vyhodou, jelikoZ
stejnym vlivim pak bude podléhat i 1éCiva latka.

Cytochrom P450

Nadrodina enzymu cytochrom P450 (P450) zastfeSuje
oxidasy se smiSenou funkci, které se dale déli do rodin
(40 % shoda v AK sekvenci) pfifazenim arabského cisla
ke zkratce CYP a do podrodin (55% shoda v AK sekven-
ci) pfifazenim pismena. Jednotlivé enzymy se pak ozna-
¢uji kone¢nym piidanim dalSiho arabského ¢isla, pro pii-
klad: CYP2D6.

Je znamo pfes 11 500 jednotlivych enzymi, u lidi bylo
popsano 18 rodin a 43 podrodin P450 enzymt®. Pro
metabolismus 1éCiv jsou vyznamné prvni tfi rodiny:
CYP1, CYP2 a CYP3, ostatni se podileji na metabolismu
endogennich latek®. Az 80 % 1é¢iv podstupuje oxidacni
reakce katalyzované P4507, z toho 50 % piipada na pod-
rodinu CYP3A4®, na CYP2D6 a CYP2C9 pfipada 25,
resp. 20 %° 10,

CYP2Dé6

Timto enzymem je metabolizovdana fada klinicky
dalezitych 1éciv, B-blokétory, antidepresiva, neurolepti-
ka, antiarytmika a opiody, obecné vzato jsou to lipofil-
ni bazeV. Chemicky se jednd o polypeptid o 497 AK,
tvorici 4 % z celkového mnoZstvi enzymi P450 v jat-
rech!b.

Frekvence CYP2D6%*3, CYP2D6%4, CYP2D6%*5,
CYP2D6%6, tedy hlavnich variantnich alel genu pro
CYP2D6, v Ceské populaci byla stanovena na 1,1 %,
229 %, 3,1 %, resp. 0,2 % a duplikace genu pro
CYP2D6 byla nalezena u 3,1 % subjekti'?.
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K fenotypizaci je v klinické praxi pouZivin spartein,
debrisochin, tramadol'* ', metoprolol'¥, dextrometor-
fan'®, navic desipramin, atemoxetin jsou doporueny
FDA jako substraty CYP2D6 k in vivo zkouSkdm'”.

Dextrometorfan je opioidni agonista nejcastéji pouZi-
vany proti kaSli a bolesti. K fenotypizaci se ukdzala jako
nejlepsi davka 30 mg ve formé& bromidové soli'®, tedy
dostatecné nizkd dévka, kterd by u dospélého ¢lovéka
neméla zplsobit neZddouci dcinky. Ze vSech modelo-
vych latek zminénych vySe je zfejmé nejpouzivané;si
diky svym mirnym neZadoucim d¢inkiim, ma také nej-
vhodnéjsi vlastnosti k fenotypizaci CYP2D6: je dostup-
ny na trhu, mé prokdzanou in vitro specificitu pouZiva-
ného metabolického kroku, méfené koncentrace
metabolitu koreluji s aktivitou a obsahem CYP2D6
v mikrozomech lidskych jater, projevuji se rozdily
v metabolismu pfi onemocnéni jater a pfi uZivani inhibi-
tord CYP2D6'?.

K fenotypizaci je mozZné pouZit stanoveni metabolic-
kého poméru dextrometorfan/dextrorfan v moci, ta se
sbird nejcastéji béhem 8 hodin po podéini dextrometorfa-
nu?-?2, Tato doba dobie koreluje se vzorkovacim inter-
valem 0-24 h (r, = 0,967; p < 0,0001) a ma vyhodu krat-
§iho Casu, a tedy i menSi pravdépodobnost chyby ve
vzorkovani?.

Dextrorfan se konjuguje s glukuronovou kyselinou,
proto je nutné pied samotné stanoveni vlozit hydroly-
ticky krok (glukuronyltransferasa sama podléha gene-
tickému polymorfismu). Ten spoc¢iva nejcastéji v enzy-
matické hydrolyze reakci s B-glukuronidasou®”, novéji
pak také v chemické hydrolyze reakci s kyselinou chlo-
rovodikovou, jejiZ vyhodou je menSi ndkladnost, vétsi
spolehlivost a rychlejsi provedeni (1 h oproti 18 aZ
24 h)».

Dalsi moZnosti stanoveni fenotypu je vypocet metabo-
lického poméru dextrometorfan/dextrorfan z koncentraci
v plazmé z jednoho vzorkovaciho Casu: napt. 1 h vzorek
rozliSil mezi PM a EM, a to s mensi variabilitou nez
metabolicky pomér vypocteny z moci*®. Mala korelace
mezi hladinami v moc¢i a v plazmé vSak také miiZe pou-
kazovat na mozny bias vznikly brzkym odbérem vzor-
ku'®. Dobrou korelaci vykazuji vzorky odebrané
v ¢asech 2, 3, 4, 5 a 8 h po ingesci dextrometorfanu?!-27,
pfi¢emz napiiklad 3 h vzorek vykazuje korelaci k meta-
bolickému poméru zaloZzenému na AUC 0-12 h 0,999
(p =0,000; n = 6)%.

7148t pro pacienty s poruchou ledvin byla zkoumana
moznost stanoveni fenotypu vypoctem metabolického
poméru z koncentraci ve slinich. Nejmensi intraindivi-
dudlni variabilitu vykézaly vzorkovaci ¢asy 2 h a 3 h po
ingesci dextrometorfanu. Vzorkovaci ¢as 3 h navic dob-
fe koreloval s moc¢i odebiranou v intervalu 0-8 h (r =
0,704; p < 0,001; n = 62)*, z hlediska opakovatelnosti
v8ak vykazoval Spatné vysledky, v tomto sméru si vedl
1épe vzorkovaci ¢as 6 h?V.

Metody stanoveni shrnuje tabulka 1.

Nejnovéjsim zkoumanym zpisobem k urceni feno-
typu je pak dechovy test po podani [**C]-dextrometor-
fanu. V klinickém pokusu provedeném Leederem et al.
bylo 30 dobrovolnikiim podano 0,5 mg/kg dextrome-
torfanu a méfeno obohaceni "*CO, infraCervenou
spektroskopii ve vydechovaném vzduchu béhem 4 h

Tab. 1. Analytické metody k fenotypizaci CYP2D6 s pouZitim
dextrometorfanu

Metoda-detekce Matrice lr;glgll) I;l(g)/?nT Reference
HPLC-FD mo¢ 1 1 2b
HPLC-UV mo¢ 110220 110-220 30
GC-MS mo¢ 100 100 3D
GC-MS mo¢ 10 10 32
ELISA moc¢ 10 10 32
HPLC-UV mo¢ 1000 100 3
LC-MS/MS mo¢ 1 60 S
HPLC-FD moc¢ 50 50 3
HPLC-FD plazma 1 1 2b
HPLC-FD plazma 2 2 3
HPLC-FD plazma 0,5 5 36)
HPLC-FD plazma 0,271 0,257 3N
LC-MS/MS plazma 0,05 0,05 3%
GC-MS/MS plazma 0,03 0,05 )
HPLC-FD plazma 10 10 40
HPLC-FD plazma 20 20 4D
HPLC-FD plazma 5 5 o
CE plazma 1 1 )
HPLC-FD sliny 1 1 2b
GC-MS sliny 10 10 2
ELISA sliny 10 10 2
LC-MS/MS sliny 0,271 0,257 4“4

po podéni, vztaZené k obsahu *CO, ve vydechovaném
vzduchu pfed podidnim (DOB, delta over baseline).
Vysledky byly srovnidny s metabolickymi poméry
vypoctenymi z koncentraci v moci. Pfi pouZiti jedno-
ho ¢asového bodu 40 min po podéini a definici PM
jako subjekty s DOB < 0,5 méla metoda 100% senzi-
tivitu, 95% specificitu a 95% presnost, pficemzZ jedno-
ho IM nespravné urcila jako PM. Vzhledem k témto
vysledkiim metoda slibuje rychlé, neinvazivni stano-
veni fenotypu CYP2D6, nicméné je nutny dalsi
Vyvoj®.

Ostatni latky k fenotypizaci CYP2D6 nevykazuji
jednu nebo vice vlastnosti k tomuto ucelu potfebnych.
Debrisochin jiZ neni k dostdni na trhu a nemé proka-
zanou in vitro specificitu metabolické pfemény pouZi-
té k fenotypizaci, spartein jiz také neni na trhu
a nejsou k dispozici data, zda se méni metabolismus
u subjektl s onemocnénim jater. Tramadol nema pro-
kazanou in vitro specificitu metabolické premény
a tato pfeména dostateCné nepfevazuje nad jinymi
metabolickymi kroky, jimZ tramadol podléha, timto
neduhem pak trpi i metoprolol, navic k nému nejsou
data prokazujici odliSny metabolismus u lidi s one-
mocnénim jater'?.

CYP2C9
Timto enzymem jsou metabolizovana kumarinova

antikoagulancia (warfarin, acenokumarol), derivaty sul-
fonylmocoviny (tolbutamid, glyburid, glimeprid), anta-
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gonisté AT II (losartan, irbesartan), nesteroidni protiza-
nétliva 1é¢iva (diklofenak, ibuprofen, celekoxib), feny-
toin a jiné.

Jednd se o polypeptid o 490 AK, tvoii asi 20 %
v8ech P450 enzymu v jitrech*® a zodpovidé za stejné
pomérné mnozstvi reakci katalyzovanych P45047,

Frekvence hlavnich variantnich alel, tj. CYP2C9%2
a CYP2C9*3, v Ceské populaci byla stanovena na
12,2 %, resp. 5,9 %*®.

K fenotypizaci se nejéastéji pouZiva tolbutamid** >,
pro sniZeni rizika hypoglykémie je mozZné podat
p. o. glukosu’" 3», Metabolicky pomér vypolteny na
zakladé koncentraci tolbutamidu a jeho dvou hlavnich
metabolith hydroxytolbutamidu a karboxytolbutamidu
v moci odebirané v intervalu 6-12 h po ingesci signifi-
kantng predikoval clearence u zdravych subjekti®®. Pes-
toZe parentni latka se vyskytuje v moci v poméru k meta-
bolitiim v nizké koncentraci, coZ sniZuje jeji predikéni
schopnosti, zlstdva tolbutamid doporucovanou latkou
pro stanoveni fenotypu CYP2C9, dalsi navrhované latky
(losartan, flurbiprofen) neprokdzaly tak dobry vztah
mezi genotypem a jejich metabolismem (1> = 0,42, resp.
0,53 vs. 0,64 pro tolbutamid)®.

Metody stanoveni shrnuje tabulka 2.

Tab. 2. Analytické metody k fenotypizaci CYP2C9 s pouZitim
tolbutamidu

Metoda- Matrice LOQp LOQh LOQc Refe-
detekce Hg/ml ng/ml pg/ml  rence
HPLC-UV  mo¢ 0,203 0,143 0,45 2
Kolorimetrie moc¢/krev > 10 > 10 > 10 36)
GC-EC moc/krev <10 <10 <10 36
HPLC-UV  plazma 2 - 0,1 51
TLC-UV moc¢ pouze relat. pouze relat. pouze relat. %

CYP2C19

Tento enzym je dileZity v metabolismu inhibitori pro-
tonové pumpy (omeprazol, lansoprazol), benzodiazepinQ
(diazepam, flunitrazepam), tricyklickych antidepresiv
(amitryptalin, imipramin), SSRI (fluoxetin, citalopram),
barbituratl (fenobarbital, hexobarbital), proguanilu,
a dalSich (chloramfenikol, indometacin).

K fenotypizaci se velmi casto pouZivd stanoveni
poméru R-/S- mefenytoinu>*-*¥. Kromé toho byly pou-
Zity i dalsi latky jako lansoprazol, omeprazol a progua-
nil® %% Lansoprazol v8ak nedokdzal zcela rozligit
mezi jednotlivymi fenotypy®?, proguanil vykazal shodu
genotypu s fenotypem jen na zdkladé probit analyzy
pomér proguanil/chlorofenylproguanid a proguanil/
/(cykloguanil + chlorofenylproguanid), ale ne progua-
nil/cykloguanil®”, podobné omeprazol vykazal shodu
genotypu s fenotypem jen u zdravych, mladych dobro-
volnikl, zatimco nékteré subjekty nad 65 let, popf.
s poruchou jater oznacil jako PM, pfestoZe se jednalo
0 genotyp EM®.

Metody stanoveni shrnuje tabulka 3.

Tab. 3. Analytické metody k fenotypizaci CYP2C19
s pouzitim poméru R /S-mefenytoinu

Metoda-detekce Matrice LOQ ng/ml Reference
GC-MS moc 5 70)
HPLC-UV mo¢ 50 71)
GC-NPD krev 50 72)
GC-NPD moc¢ 12,5 73)
GC-FID mo¢ 25 74)
GC-NPD mo¢ 53,2 75)

CYP2B6

PiestoZe je timto enzymem metabolizovano 8-10 %
pouZivanych 1é¢iv, mezi né7 patii prasugrel, amitriptylin,
halotan, ifosfamid, propofol a dalsi, ptispévek CYP2B6
je vétsinou nizky (< 30 %) a da se tedy predpokladat, Ze
dopad genetického polymorfismu tohoto enzymu na
metabolismus svych substratii bude také nevyznamny’®.

Pfesto byla navrZena tada latek k fenotypizaci
CYP2B6 jako bupropion (hydroxylace), efavirenz (C8-
hydroxylace), diazepam (N-demetylace), S-mefenytoin
(N-demetylace za vzniku nirvanolu), nevirapin (C3-hyd-
roxylace), testosteron (16B-hydroxylace), efavirenz
(doporuCovany také FDA k metabolickym studiim)'”,
nejlastéji se viak pouZzivd prvni z nich’®.

Metody stanoveni shrnuje tabulka 4.

Tab. 4. Analytické metody k fenotypizaci CYP2B6 s pouZitim
bupropionu

Metoda- . LOQm

detekce Matrice LOQp ng/ml ng/ml Reference
HPLC-UV plazma 10 100 ™
HPLC-UV plazma 60 150 ®
HPLC-UV plazma 2.5 10 79
LC-MS/MS  plazma 5 2,5 80)
LC-MS/MS mo¢ 5 25 80)
LC-MS/MS  plazma 0,25 1,25 8D
HPLC plazma 10 10 &)

CYP2CS8

Timto enzymem je metabolizovdno asi 5 % pouZiva-
nych 1é¢iv, pfi¢emz zaujima asi 7 % celkového mnoZstvi
P450 v jatrech®®. K substratim patii napiiklad R-ibupro-
fen (druhy stereoizomer je substraitem CYP2C9), repag-
linid, ale predevSim cytostatikum paklitaxel, ktery se
zaslouzil o obnoveni zdjmu o tento enzymV, u néjz se
predpokladd mozna predikce interindividudlni variability
na zdkladé€ genotypu pravé CYP2CS8 spolu s genem pro
P-gp®¥.

Vyskyt variantnich alel v ¢eské populaci byl stanoven
na 0,3 % pro CYP2C8%*2, 10,9 % pro CYP2C8*3 25,9 %
pro CYP2C8+#4%).

K fenotypizaci se pouZziva paklitaxel®>, popt. jsou FDA
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doporuceny repaglinid a rosiglitazon jakoZto substraty
pro in vivo studie'”. Nicméné zadné rozsahlejsi studie pro
zhodnoceni kterékoliv z nich provedeny nebyly.

Metody stanoveni shrnuje tabulka 5.

Tab. 5. Analytické metody k fenotypizaci CYP2CS8 s pouZitim
paklitaxelu

gng(‘zz' Matrice  LOQp ng/ml [I‘g/?nl;l Reference
HPLC-MS  plazma 0,5 0,5 86)
HPLC-UV  plazma 10 10 8
LC-MS/MS plazma 0,25 0,25 88)
LC-MS/MS plazma 0,1 0,1 89)
LC-MS/MS plazma 2 2 0
LC-MS/MS sliny 0,125 0,125 0

CYP3A

Tento lokus se sklddd ze 4 geni kodujicich 4 enzy-
my: CYP3A4, CYP3AS5, CYP3A7 a CYP3A43, pfi-
¢emZz CYP3A7 se exprimuje jen ve fetdlnim obdobi
a CYP3A43 se vyskytuje jen ve velmi malém zastou-
peni a nizkou enzymatickou aktivitou. O zbylych
dvou se pak ¢asto mluvi prosté jako o ,,CYP3A®, pro-
toZe maji Sirokou a navzdjem jen velmi obtiZné odli-
Sitelnou substratovou specificitu. Podileji se na meta-
bolismu 45-60 % pouzivanych 1é¢iv°D, a vyskytuji se
v jatrech v nejvét§im zastoupeni ze vSech enzymu
P450°%.

Diky Siroké substratové specificité je k dispozici také
zna¢né mnozstvi modelovych latek: midazolam, felodi-
pin, buspiron, lovastatin, eletriptan, sildenafil, simvasta-
tin, triazolam, '*C-erytromycin, hydrokortizon, dexame-
tason, antipyrin, chinin'” 3% -9, Nejvice je vSak ziejmé
pouZzivan midazolam?.

Metody stanoveni shrnuje tabulka 6.

Tab. 6. Analytické metody k fenotypizaci CYP3A s pouzitim
midazolamu

g/gg)(g:- Matrice  LOQp ng/ml I;l(g)/g:;l Reference
HPLC-UV  plazma 1 5 %
HPLC-MS  plazma 1 1 )
HPLC-UV  plazma 2 2 100)
GC-MS plazma 0,6 0,3 101
HPLC-UV  plazma 15 15 102)
LC-MS/MS plazma 0,05 0,05 103)
LC-MS/MS  sliny 0,05 0,05 103)
HPLC-UV  plazma 20 10 104
HPLC-UV  mo¢ 20 10 104
LC-MS/MS plazma 0,1 0,1 105)
HPLC-UV  plazma 23,4 26,6 106)
LC-MS sérum 0,5 0,5 107
HPLC-UV  plazma 5 5 108)
GC-MS plazma 0,01 0,01 109)

Dalsi enzymy

Kromé P450 podléhaji genetickému polymorfismu
dalSi enzymy, jejichZ rozdilna aktivita m0Ze mit klinicky
dopad. Predevs§im se jednd o acetyltrasferasu, butyryl-
cholinesterasu, thiopurinmetyltransferasu, dihydropyri-
midindehydrogenasu a uridindifosfatglukuronyltransfe-
rasu 1A1Y.

N-acetyltransferasa 2

Jak uZz bylo feceno, tento enzym byl jednim z prvnich,
u kterého byl popsan geneticky polymorfismus — jiz
v padesatych letech 20. stoleti brzy po zavedeni isoniazi-
du, u né&jZ ,,pomali acetylatofi* jsou ve vét§im riziku pro
vznik periferni neuropatie?.

Jak vyplyva z ndzvu enzymu, substrdtem jsou obecné
dusikaté latky zahrnujici hydraziny, aromatické aminy
a amidy, hydrazidy, tj. kromé jiZ zminéného isoniazidu
také prokainamid, aminoglutethimid, mnoZstvi sulfona-
midi, kyselina 5-aminosalicylova stejné jako jeji prolé-
¢ivo sulfasalazin, dapson, hydralazin a dalgi''®,

K fenotypizaci se ziejmé& nejcastéji pouZiva kofe-
intt-119ale je mozné, Ze k acetylaci zde do urcité miry
pfispivi NAT 1!'9. Kromé toho pak také isoniazid''”?,
sulfamethazin!'® ¢i dapson!'?.

Metody stanoveni shrnuje tabulka 7.

Tab. 7. Analytické metody k fenotypizaci NAT 2 s pouZitim
kofeinu

1(;/::::(])(32- Matrice tg/g? t(g)lgi( Reference
HPLC-UV mo¢ 0,5 0,5 120)
HPLC-UV mo¢ 2 2 121
HPLC-UV mo¢ 5 5 122)
HPLC-UV mo¢ neuvedeno  neuvedeno 123)
HPLC-UV mo¢ 0,059 0,059 124
HPLC-UV mo¢ 0,1-0,3 0,1-0,3 125)
HPLC-UV mo¢ 25 25 126)
HPLC-UV mo¢ 34 2,5 127)
HPLC-MS mo¢ 0,22 0,008 128)
HPLC-MS mo¢ 0,001 0,0008 129)

Butyrylcholinesterasa

Tento enzym se podili na metabolismu jen nékolika
1é¢iv, pfedev§im myorelaxancii suxamethonia a mivoku-
ria, kromé& toho pak také kokainu'*?, prokainu (a piibuz-
nych lokélnich anestetik)'*" a bambuterolu'*?. Endogen-
ni funkce neni jasnd, ackoliv byla zkoumdna jeji role ve
vyvoji CNS!., Geneticky polymorfismus, potazmo defi-
cience butyrylcholinesterasy, ma klinicky vyznam hlav-
né u zminénych myorelaxancii®.

Ke stanoveni aktivity enzymu se vyuZivaji speci-
fické inhibitory, s jejichZ pomoci jsou ziskdna pro
piislu$ny fenotyp typickd ,inhibitorovd cCisla“. Ta
vyjadfuji pomérnou aktivitu nileZici variantni formé
enzymu, kterd je rezistentni k pfisluSnému inhibito-
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ru, k aktivité¢ enzymu celkové. JakoZto inhibitor se
jiz tradi¢né pouZziva dibukain - ,,dibukainova Cis-
1a“3%_ fluorid sodny — ,,fluoridova ¢isla“!®>, ale ani
jeden z t&€chto dvou inhibitor neni schopen urcit
vSechny varianty. Tyto lze identifikovat pouze
s pomoci tfetiho inhibitoru, karbamatu R0-02 0683,
ktery je také pouzivdn nejcastéji a existuje pro néj
nejvice dat!*®. K dalsim inhibitorim pak patii sukci-
nylcholin®®?, chlorid sodny!*®, propanolol*® a n-
butanol 49,

Samotnd metoda je pak zaloZena na stanoveni tibytku
absorpce zéfeni o vinové délce 240 nm pfi hydrolyze
benzoylcholinu butyrylcholinesterasou zaroveil v pii-
tomnosti i nepfitomnosti inhibitoru'3®.

Dalsi moZnosti je vyuZiti metody zaloZené na Ell-
manové metodé plivodné urcené ke stanoveni aktivity
acetylcholinesterasy adaptované ke méfeni aktivity
butyrylcholinesterasy v praci Garryho a Routheho.
Principem metody je Stépeni acetylthiocholinu, sulf-
hydrylového analogu acetylcholinu, butyrylcholineste-
rasou, kdy uvolnénd —SH skupina reaguje s 5,5-dithio-
bis-2-nitrobenzoovou kyselinou (DTNB, Ellmanova
¢inidla), za vzniku Zlutého 2-nitro-5-thiobenzoového
aniontu (NTB-). MnoZstvi uvolnéného NTB- je se sta-
novuje kolorimetricky a je tmérné mnoZstvi —SH sku-
pin z roz§tépeného acetylthiocholinu'#). Tato metoda
pak byla dile vylepSena pouZzitim substritd, které
nejsou Stépeny acetylcholinesterasou jako butyrylthio-
cholin'*?, propanoylthiocholin'*.

Thiopurinmethyltransferasa

Klinicka daleZitost genetického polymorfismu u toho-
to enzymu je obecné uznadvana a jeho aktivita rutinné sta-
novovana pred pouzitim léCiva, které je jeho substratem.
To se tyka predevSim azathioprinu a jeho prvniho meta-
bolitu 6-merkaptopurinu (6-MP), u nichz deficience toho
enzymu predurcuje subjekt k 1é¢ivem indukované mye-
lotoxicité az s fatdlnim priab&hem'¥.

Frekvence funk¢né deficitnich alel byla stanovena
v Ceské populaci na 0,1 % (TPMT*2), 43 %
(TPMT*3A), 0,1 % (TPMT*3B) a 0,4 % (TPMT*3C)'%.

Fenotypizaci tohoto enzymu, jak bylo zminéno vyse,
je moZno provést in vitro v odebrané krvi. Jako substrat
pro TMPT je pouZivan nejcastéji 6-MP metabolizovany
na 6-methylmerkaptopurin, popf. 6-thioguanin, ktery je
pak metabolizovan na 6-methylthioguanin. Jako donor
methylové skupiny se pouZivd S-adenosyl-L-metionin
(SAM)!49).,

Dihydropyrimidindehydrogenasa (DPD)

Tento enzym je endogenné dileZity pro metabolismus
pyrimidint, tyminu a uracilu, z hlediska 1é¢iv pak pro
metabolismus 5-fluorouracilu a capecitabinu.

Fenotypizaci lze opét provadét ex vivo v odebrané krvi
bez nutnosti vpravovat do téla xenobiotikum. K tomu se
vyuziva inkubace s ["C]-fluorouracilem'#’: 4® popft.
[“C]-tyminem'*. Pfesto existuji i studie, kde byl feno-
typ stanoven in vivo testem s ['*CJ-uracilem'”. Dalsi
moznosti je opét stanoveni vzestupu vydechovaného
BCO, po ddvce ["*C]-uracilu'".

Uridindifosfatglukuronyltransferasa 1A1 (UGT1A1)

UGTI1AL vesla ve zndmost jakoZto prvni enzym, pro
néjz FDA vydala povoleni farmakogenetického testovani
ve spojeni s konkrétnim lékem — irinotekanem, u kterého
sniZzena aktivita UGT1A1 zvySuje riziko diarei a myelo-
suprese!. Dal§im substratem je napiiklad etoposid®.

Ke stanoveni fenotypu se pouziva paracetamol'*?, kro-
mé toho byla popséna studie také s lamotriginem!?.

Metody stanoveni shrnuje tabulka 8.

Tab. 8. Analytické metody k fenotypizaci UGT1AI s pouZitim
paracetamolu

31:2?::2- Matrice LOQp pg/ml I;,L(;/?nlil Reference
HPLC-UV  mo¢ 15,12 32,73 154)
HPLC-UV  krev 0,06 0,131 154)
HPLC-UV  mo¢ 5 500 155)
HPLC-UV  krev 0,04 0,16 156)
HPLC-UV  mo¢ 0,625 0,625 157)
HPLC-UV  mo¢ 5 5 158)
HPLC-UV  plazma 1 1 159
HPLC-FD  mo¢ 1,95 4.6 160)
HPLC-UV  plazma 53 4,7 161)
HPLC-UV  mo¢ 5 5,7 161)
,,Koktejly*

V poslednich letech se také zacaly vyvijet metody
k determinaci aktivit vice enzymil v jednom stanovent,
kdy je subjektu poddno vice 1é¢iv najednou, tj. ,.kok-
tejl“. Aby takovy pfistup byl moZny, je samoziejmé
nezbytné, aby jednotlivé modelové latky mezi sebou
navzajem nijak neinteragovaly, tj. aby si navzdjem nein-
hibovaly/neindukovaly metabolismus, nepotencovaly
ucinek apod.

,»CIME koktejl*
V tomto piipadé jsou v koktejlu obsaZeny latky ke sta-
noveni 6 enzymi P450: kofein pro CYP1A2, amodiachin

pro CYP2CS, tolbutamid pro CYP2C9, omeprazol pro
CYP2C19, dextrometorfan pro CYP2D6 a midazolam

Tab. 9. ,,CIME koktejl“ a LOQ parentnich latek

Fenotyp Substrat LOQ ng/ml
CYPIA2 kofein 10
CYP2C8 amodiachin 0,2
CYP2C9 tolbutamid 8,7
CYP2CI19 omeprazol 2
CYP2D6 dextrometorfan 0,2
CYP3A4 midazolam 1
OATP rosuvastatin 0,1
UGT paracetamol 10
renélni funkce memantin 0,1
P-gp digoxin 2
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pro CYP3A, dile paracetamol pro UGT1Al. Kromé
toho stanovuje tento koktejl fenotyp glykoproteinu P
pomoci digoxinu, polypeptidu transportujiciho organic-
ké anionty 1B1 (OATP1B1) rosuvastatinem a také rendl-
ni funkci memantinem. Latky jsou pak stanovoviny
metodou UPLC-MS/MS, jejiz limity kvantifikace shrnu-
ji tabulky 9 a 1062,

Tab. 10. ,CIME koktejl“ a LOQ metabolitii

Fenotyp Metabolit LOQ ng/ml
CYP1A2 paraxantin 5
CYP2C8 desethylamodiachin 1,5
CYP2C9 4-hydroxytolbutamid 0,5
CYP2C19  5-hydroxyomeprazol 0,5
CYP2D6 dextrorfan 0,2
CYP3A4 1’-hydroxymidazolam 0,5
CYP3A4 4-hydroxymidazolam 1
CYP3A4 omeprazol sulfon 0,2
CYP3A4 3-methoxymorfinan 0,1
UGT glukuronid paracetamolu 50

,,Pittsburgh koktejl*

Tento koktejl stanovuje 5 enzymt P450: kofein pro
CYP1A2, flurbiprofen pro CYP2C9, mefenytoin pro
CYP2C19, debrisochin pro CYP2D6, chlorzoxazon pro
CYP2EI a navic také NAT 2 stanovuje dapsonem. I zde
je pak pouZzito metody k UPLC-MS/MS ke stanoveni
substrati i jejich metaboliti, LOQ shrnuje tabulka 11!,

Tab. 11. ,Pittsburgh koktejl”

. . LOQ
Enzym Substrat LOQ Metabolit ng/ml
CYP1A2 kofein 0,5 paraxantin 0,5
CYP2C9  flurbiprofen 2 4-hydroxyflurbiprofen 5

CYP2C19 mefenytoin 2 4-hydroxymefenytoin 2

CYP2D6  debrisochin 20 4-hydroxydebrisochin 20
CYP2E1  chlorzoxazon 0,1  6-hydroxychlorzoxazon 0,2
NAT 2 dapson 0,1  N-acetyldapson 0,1

,,Koktejl Karolinska*

Ke stanoveni fenotypu pouze enzyml P450, konkrétné
CYP1A1 (kofein), CYP2C9 (losartan), CYP2C19 (omep-
razol), CYP2D6 (debrisochin), CYP3A4 (chinin) byl navr-
Zen na Institutu Karolinska tento ,.koktejl*, tedy ,,Koktejl
Karolinska®“. Jak se ukazalo, metabolismus debrisochinu
byl vSak inhibovéan nékterou z dalSich latek!s?.

,,Cooperstown koktejl

Tento koktejl stanovuje fenotyp 6 enzymii pomoci 4
latek: kofein pro CYP1A2, xantinoxidasu a NAT 2, dex-
trometorfan pro CYP2D6, midazolam i.v. pro jaterni
CYP3A a omeprazol pro CYP2C19'Y. Nasledné byl
validovan Cooperstown koktejl + 1, kdy byl do koktejlu

pfimichdn warfarin s vitaminem K pro stanoveni
CYP2C9!%>.

»Koktejl“ pro stanoveni 5 enzymu P450

Tento koktejl stanovuje CYP1A2 pomoci kofeinu,
CYP2El pomoci chlorzoxazonu, CYP2C19 pomoci
mefenytoinu, CYP2D6 pomoci metoprololu a CYP3A
pomoci midazolamu!%®,

Zavér

Fenotypizace je zavedend metoda v klinické praxi
predstavujici vhodnou alternativu ke genotypizaci. Obé
metody maji své nevyhody a vhodnost té které z nich se
li§i pfipad od pripadu a mnohdy rozhoduje jen jejich
dostupnost pro 1ékafe. Piesto zde rozdily v pouZitelnos-
ti existuji: Genotypizace ze své podstaty mize odhalit
pouze deficience dédi¢ného rdzu a deficience zpusobe-
né napiiklad postiZenim jater, popf. inhibici metabolic-
kych enzymi ko-medikaci ¢i enviromentalnimi vlivy ji
unikd. Naproti tomu napt. u CYP2D6 je schopna rozdé-
lit populaci do 4 skupin dle geneticky podminéné akti-
vity enzymu, pfi fenotypizaci méla tato aktivita vétSi-
nou jen bimodalni (tj. EM a PM), vyjime¢né trimodalni
(tj. EM, IM, PM) rozd€leni. Ultrarychlé metabolizitory
rozliSit nedokéze, k tomu by patrné bylo potieba pouzit
jinych modelovych latek, ¢i jinych (kratSich) vzorkova-
cich Cast, které by pak pravdépodobné zase neodliSily
PM.

Stret zajmu: zadny.
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Od roku1996 vychazi pravidelné pomucka pro provoz
Iékéaren — Solutio. Navazuje tak na diive vydavané Tabul-
ky pro 1ékarniky, které ptipravoval kolektiv pracovnikil
farmaceutické fakulty. Pivodné tiskem vydavané piiruc-
ky presly z divodu ekonomickych od roku 2000/2001 na
internet.

Nové vydani obsahuje nasledujici ¢lanky a prehledy:
Lécivé pripravky pro vzicnd onemocnéni — orphan
drugs, chondoprotektiva, SQOOM koncept, antiAge
a med, dale stru¢ny piehled ¢inské mediciny, ockovani,
,»Chci pro své dité zdravi a bezpecny domov* — Cocoon
strategie. V praxi se jisté bude hojné pouZivat piehled:
,Figle, finty, triky i zlepSovéaky v praxi‘.

Bezesporu zajimavy je piehled ,,Zdravé jidlo zajisti
dlouhy a kvalitni Zivot*“ a moderni pojeti pé€e o zdravi
,»Zdravotni gramotnost je zékladni podminkou rozvoje
zdravi 1idi“. Tradi¢ng je zafazen lékopis, a to: Cesky
1ékopis 2009 — Doplnék 2011. Poprvé je uveden ¢lanek
o poslani a ukolech ,,Ceského zdravotnického féra“,
zpriva o novinkdch ¢innosti Ceského farmaceutického
muzea v Kuksu. Jiz Ctvrté pokraCovani piindsi déjiny
nalSi farmaceutické literatury — zpracovdno je obdobi
1751-1880.
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Historické prehledy prinasi: 140 let Ceské farmaceu-
tické spolec¢nosti, dile 20 let farmaceutické fakulty Vete-
rindrni a farmaceutické univerzity v Brn€ a D¢&jiny 1éka-
ren ve mésté¢ Hradec Kralové.

Dale je uveden prehled akreditovanych oborl pro
habilitacni fizeni na farmaceutické fakult€ univerzity
Karlovy. Zajmu se budou jisté t&Sit pfehledy o obhdje-
nych rigoréznich pracich (PharmDr) v letech 2010
a 2011 na obou ceskych farmaceutickych fakultach
(Brno a Hradec Kralové) a obhdjenych disertacnich pra-
ci doktorského studia (PhD) v letech 2010 a 2011 na
zminénych fakultach.

V roce 2012 oslavuji vyznamnd Zivotni jubilea aktivni
¢eSti farmaceuti — historici, a to 90 let nestor ¢eskych far-
maceutickych historikit RNDr.PhMr Zden¢k Hanzlicek
a 80 let RNDr. PhMr. Pavel Drabek. Obéma redakce
nejen blahopfeje a d€kuje za dlouholetou ¢innost v obo-
ru, ale pfinasi i Laudatia na jejich pocest pro informaci
Siroké farmaceutické verejnosti.

14. svazek bezesporu nejlépe zhodnoti uZivatelé
v denni praxi. Podle vstupu na internet je o publikaci
zdjem a to nejen mezi pracovniky lékéren, ale i mezi stu-
denty. Pro 15. svazek jiZ dnes Zdddme nejen o naméty,
ale také o aktivni spolupréci.

J. Solich
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