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PRACA ORYGINALNA

Polimorfizm genetyczny wybranych alleli
cytochromu CYP2D6 u pacjentow
z kardiomiopatig rozstrzeniowg
i zapaleniem mig$nia sercowego®

Genetical polymporphism of chosen CYP2D6 alleles among
the patients with dilated cardiomyopathy and myocarditis

Stawomir Smolik, Dorota Domal-Kwiatkowska, Ludmita Weglarz

STRESZCZENIE

Cytochrom CYP2D6 ma rézne warianty sekwencji kodujacego go genu,
wptywajace na jego aktywnoS$¢ enzymatyczng. Miedzyosobnicze r6znice
w aktywnosci izoenzymu CYP2D6 mogg prowadzi¢ do dziatan niepozada-
nych lub braku skutecznosci terapeutycznej standardowych dawek leku.
Celem pracy byto genotypowanie wybranych alleli CYP2D6 w grupie pa-
cjentdéw z potwierdzonym klinicznie stanem zapalnym miesnia sercowe-
go lub kardiomiopatig rozstrzeniowg. W pracy zastosowano reakcje PCR
z uzyciem czterech starterow w celu detekcji alleli 3*,4* i 6* CYP2D6
w grupie 53 pacjentéw. Do wykrycia allelu CY2D6*5 zastosowano dtu-
gotanicuchowy reakcje PCR typu multipleks. Przeprowadzona analiza
wykazata w badanej grupie pacjentéw obecnos$¢ jednej heterozygoty dla
allelu CYP2D6*3, dwodch heterozygot dla allelu CYP2D* 6, dziesieciu hete-
rozygot i dwoch homozygot dla alellu CYP2D6*4. Znaleziono takze jedna
osobe z delecja locus CYP2D6. Przedstawione metody utatwiaja i przy-
spieszaja doktadng analize farmakogenetyczng izoformy CYP2D6.

SLOWA KLUCZOWE
cytochrom P-450, polimorfizm CYP2D6, genotypowanie, wolny metabolizer

ABSTRACT

Cytochrome P450 2D6 has been reported to possess variation in the en-
coding gene that affects enzymatic activity. Interindividual differences in

*  Badania finansowane przez Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach (umowa wiasna
nr KNW-2-159/09).
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CYP2D6 activity can produce adverse effects or lack of therapeutic effect under standard therapy.
The aim of the study was to genotyope the chosen alleles of CYP2D6 among the patients with
clinically confirmed myocarditis or dilated cardiomyopathy. Tetra-primer PCR assays was used
to detect mutations in CYP2D6 *3, *4 and *6 allelles among 53 patients. A multiplex long
PCR was used to genotype CYP2D6*5 allele. Analysis showed the presence of one heterozy-
gote for CYP2D6*3, two heterozygote for CYP2D6*6, ten heterozygote and two homozygote for
CYP2D6*4 among the examined patients. One person with deletion of CYP2D6 locus was also
detected. Presented methods will facilitate and accelerate the detailed pharmacogenomic analysis

of CYP2D6.
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WSTEP

Cytochrom P-450 to najwazniejszy sktadnik
uktadu monooksygenazy, odpowiedzialnego
za biotransformacje zwigzkéw endogennych
i ksenobiotykéw, w tym 70% najczgsciej sto-
sowanych lekéw [1]. Analiza ludzkiego geno-
mu wykazata obecnos¢ 115 genéw cytochro-
mu P-450, w tym 57 genéw funkcjonalnych,
58 pseudogenow, posiadajacych sekwencje po-
dobng do genéw kodujgcych, ktore sg jednak
zmodyfikowane i nie ulegaja transkrypcji ani
translacji [2,3]. Az 90% aktywnos$ci metabo-
licznej cytochromu P-450 przypada na enzy-
my: CYP1A2 (4%), CYP3A4 (50%), CYP2C9
(10%), CYP2C19 (2%), CYP2D6 (30%) oraz
CYP2E1 (2%), przy czym izoenzymy z rodzin
1-3 katalizuja 70-80% reakgji I fazy biotrans-
formacji lekow stosowanych w praktyce kli-
nicznej [4].

Enzym CYP2D6 wykazujgcy aktywnos¢ hy-
droksylazy debryzochiny to najlepiej poznana
izoforma cytochromu P-450, wykazujgca poli-
morfizm genetyczny. Zr6znicowanie genetycz-
ne CYP2D6 ma istotne znaczenie farmakolo-
giczne, poniewaz jest on odpowiedzialny za
metabolizm okoto 25% wszystkich stosowa-
nych lekow [5]. Gen kodujacy enzym CYP2D6
znajduje si¢ na chromosomie 22q13.1 i sktada
sie z 9 eksonow z otwartg ramka odczytu 1491
par zasad, ktore koduja 497 aminokwasow.
Jest to gen 450 dbl z rodziny genow CYP2D
obecny w watrobie, mozgu i $cianie jelita [6].
W locus tym na chromosomie 22 zidentyfi-
kowano ponad 80 alleli, determinujacych typ
aktywnosci metabolicznej CYP2D6. Opisano
196 polimorfizmoéw pojedynczego nukleotydu
dla CYP2D6 [2]. Szczegbdlne znaczenie w ru-
tynowej praktyce klinicznej ma diagnostyka

0s6b 0 zmienionej szybkosci metabolizmu le-
kow. Allele 3%, 4*, 5*, 6* cytochromu CYP2D6
zwigzane sg uposledzeniem eliminacji lekow
na drodze CYP2D6-zaleznych szlakéw metabo-
licznych (poor metabolizer — PM), co prowadzi
do zwigkszenia ryzyka dziatan niepozadanych
wywotywanych przez te leki lub moze spowo-
dowa¢ brak dzialania terapeutycznego w wy-
niku wolniejszego przeksztatcania postaci wyj-
Sciowej leku do aktywnego metabolitu. Allele
3* i 6* powstaly na skutek delecji pojedyn-
czego nukleotydu, allel 4* na skutek tranzycji
nukleotydowej, allel 5* zwiazany jest z delecja
catego genu (tab. I). Wybrane allele odpowia-
daja za blisko 95-97% przyczyn wolnego me-
tabolizmu lekéw zwigzanego z cytochromem
CYP2D6 w populacji kaukaskiej [7].

Celem pracy byto znalezienie nosicieli wybra-
nych alleli izoenzymu CYP2Dé6 cytochromu
P450 odpowiedzialnych za wolny metabolizm
lekéw w grupie 52 pacjentéw ze stanem za-
palnym mig$nia sercowego i kardiomiopatia
rozstrzeniowg.

Tabela I. Warianty alleli CYP2D6 odpowiedzialne za wolny me-
tabolizm lekdw

Table I. The variant CYP2D6 alleles responsible for the slow drug
metabolism

Allel CYP2D6 Zmiana w genie
CYP2D6*3 2549A > del
CYP2D6*4 1846G >A
CYP2D6*5 delecja genu
CYP2D6*6 1707T > del
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MATERIAE I METODY

Wstepnym etapem pracy byto ekstrakcja DNA
genomowego przy uzyciu zestawu do izolacji
DNAzol™ Reagent, zawierajacego pochodng
guanidyny, pozwalajacego na selektywne wy-
odrebnienie kwasu nukleinowego z lizatu ko-
morkowego. Do ekstrakcji wykorzystano 53
probki petnej krwi pochodzacej od pacjentow
z kardiomiopatig rozstrzeniowg i zapaleniem
miesnia sercowego. Probki — dostarczone przez
II Katedre i Oddzial Kliniczny Kardiologii
w Zabrzu - byly przechowywane w Katedrze
i Zaktadzie Biochemii Wydziatu Farmaceutycz-
nego w Sosnowcu. Otrzymane ekstrakty DNA
genomowego oceniono iloSciowo za pomoca
kalkulatora DNA i jakosciowo poprzez elek-
troforeze w 2% zelu agarozowym. Uzyskany
ekstrakt stanowit matryce w dtugotancucho-
wej reakcji PCR typu multipleks, pozwalajacej
na amplifikacje alleli 3*, 4* i 6* izoenzymu
CYP2D6 z uzyciem 4 starterow. W poczatko-
wym etapie reakcji dochodzi do syntezy pre-
amplikonu obejmujacego region genu CYP2D6
poprzez zastosowanie wyzszej temperatury hy-
brydyzacji pierwszej pary starterbw w stosun-
ku do starter6w stosowanych w etapie drugim,
pozwalajacym na selektywng amplifikacje wy-
branych alleli CYP2D6.

Po wstepnej denaturacji w temperaturze 94°C
przez 600 s, synteze preamplikonu przeprowa-

dzono w 20 cyklach reakcji, stosujac warun-
ki 94°C 30 s, 63°C 30 s, 72°C 60 s, nastep-
nie amplifikacje allelu 3%, 4* i 6* wykonano
w 27 cyklach reakcji przy zastosowaniu warun-
kow 94°C 30 s, 53°C 30 s, 72°C 60 s. Allel 5
CYP2D6 amplifikowano stosujac warunki
94°C 60 s i 35 cykli o parametrach 94°C 60 s,
65°C 30 s, 72°C 300 s, koncowe wydtuzanie
68°C 420 s. Sekwencje starterow zastosowa-
nych do amplifikacji poszczegolnych alleli
CYP2D6 przedstawia tabela II [8].

Reakcje PCR wykonano stosujac 5 pmoli kaz-
dego ze starterow, 5 pmoli mieszaniny dNTP,
2 pl matrycy DNA genomowego, 1 U polimera-
zy Tfl, 1,5 mmol/l MgCl,. Objetos¢ mieszaniny
reakcyjnej wynosita 25 pl. Otrzymane produk-
ty reakcji PCR rozdzielono na drodze elektrofo-
rezy agarozowej 2% zelu (allel 5) oraz poliakry-
lamidowej w 6% zelu (allel 3, 4 i 6) i okreslono
dtugos¢ uzyskanych amplikonéw opierajac sig
na poréwnaniu z wzorcem wielkosci DNA (pla-
zmid pUC19/Msp) za pomoca systemu doku-
mentacji zelowej, po uprzednim wybarwieniu
solami srebra (allel 3%, 4* i 6*) lub detekcji za
pomoca bromku etydyny (allel 5%).

WYNIKI

W analizie molekularnej dokonano detekcji
najczesciej wystepujacych alleli CYP2D6 od-

Tabela Il. Sekwencja starterow uzytych w reakcji PCR

Table I1. Sequence of primers used in PCR reaction

Nazwa

Nazwa i . Potozenie w genie CYP2D6
startera amplifikowanego Sekwencja startera (od 5" do 3)
allelu CYP2D6
3 CYP2D6*3 5' GCGGAGCGAGAGACCGAGGA 3 2098-2117
6 CYP2D6*3 5' GCTAACTGAGCACG 3' 2624-2637
4 new CYP2D6*3 5' GGTCCGGCCCTGACACTCCTTCT 3 3181-3203
Awt CYP2D6*3 5' TCCCAGGTCATCCT 3 2637-2650
1new CYP2D6*4 i CYP2D6*6 5' TCCCAGCTGGAATCCGGTGTCG 3 1388-1409
2new CYP2D6*4 i CYP2D6*6 5' GGAGCTCGCCCTGCAGAGACTCCT 3 214-2137
Bmut CYP2D6*4 5' TCTCCCACCCCCAA 3 1921-1934
7 CYP2D6*4 5' CGAAAGGGGCGTCC 3’ 1934-1947
Dup CYP2D6*5 5' CACACCGGGCACCTGTACTCCTCA 3 43-66
Dlow CYP2D6*5 5' CAGGCATGAGCTAAGGCACCCAGAC 3" 7822-7846
DPKup CYP2D6*5 5'GTTATCCCAGAAGGCTTTGCAGGCTTC 3 -259 do -232
DPKlow CYP2D6*5 5' GCCGACTGAGCCCTGGGAGGTAGGTA 3 4819-4844
Tmut CYP2D6*6 5' GTCGCTGGAGCAGG 3 1782-1795
1 CYP2D6*6 5' TCCTCGGTCACCCA 3 1797-1808
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powiedzialnych za zmniejszenie aktywnosci
izoformy CYP2D6 cytochromu P-450. Sred-
nie stezenie wyekstrahowanego DNA geno-
mowego wynosito 0,7 + 0,12 pg/ul. W celu
szybkiej detekgji alleli CYP2D6*3, CYP2D6*4
i CYP2D6*6 odpowiedzialnych za fenotyp
wolno metabolizujacy zastosowano metode
tetra-primer PCR, polegajaca na uzyciu ze-
stawu czterech komplementarnych starterow
w dwuetapowej reakcji amplifikacji. Produkt
pierwszego etapu reakcji stanowi matryce dla
drugiej pary starterow, umozliwiajagc powie-
lenie sekwencji nukleotydowej danego allelu
CYP2D6. W celu wykrycia allelu CYP2D6*5
przeprowadzono reakcje multiplex long
PCR umozliwiajagcg wykrycie delecji catego
CYP2D6 (CYP2D6*5) oraz detekcje regionu
genu CYP2D6 [9,10].

W reakcji amplifikacji allelu 3 CYP2D6 pod-
czas pierwszych 20 cykli reakcji PCR z udzia-
fem starterow 3 i 4 new komplementarnych
do sekwencji intronowej CYP2D6, powstaje
preamplikon o dtugosci 1106 pz, stanowiacy
wewnetrzng kontrole specyficznosci zastoso-
wanej reakcji, ktory stuzy roéwnocze$nie jako
matryca w drugim etapie reakcji PCR z udzia-
fem starteréw 6 i Awt. W przypadku obecno-
Sci allelu 3 izoenzymu CYP2D6 w reakcji PCR
powstaje produkt o dtugosci 580 pz, osoby
o dzikim genotypie dajg produkt o dtugosci
553 pz. Przeprowadzona analiza serii reakcji
PCR ze zmienng temperatura hybrydyzacji
starteréow (50-68°C) wykazata, ze najbardziej
optymalnag temperaturg hybrydyzacji starte-
ré6w z matryca w pierwszym i drugim etapie
reakcji PCR s3 odpowiednio wartosci 63°C
i 53°C. Wykonana analiza ujawnita w grupie
badanych chorych obecnos$¢ jednej heterozy-
goty wzgledem allelu 3, dajacej w rozdziale
elektroforetycznym dwa produkty PCR o dtu-
gosci 580 i 553 pz. Wszyscy pozostali badani
wykazali w rozdziale elektroforetycznym pro-
dukt o dtugosci 533 pz. Nie stwierdzono obec-
nosci homozygot wzgledem allelu 3 CYP2D6.
W celu amplifikacji allelu 4 izoenzymu CYP2D6
zastosowano dlugotanicuchowa reakcje PCR
z uzyciem czterech starterow (1 new, 2 new,
7 i Bmut). W czasie pierwszych 20 cykli reak-
¢ji otrzymano preamlikon o dtugosci 750 pz.
Temperatura hybrydyzacji starterbw réwna
63°C prowadzita do otrzymania najwickszej
ilosci produktu pozbawionego efektéw nie-
specyficznej hybrydyzacji. W drugim etapie
reakgji, liczagcym z udziatem starteréw 7 i But,
optymalna temperatura hybrydyzacji starte-

ra z matrycg byta réwna 53°C W przypadku
obecnosci u badanych oso6b allelu 4 otrzyma-
no produkt PCR o dtugosci 217 pz, typ dziki
prowadzit do otrzymania produktu liczacego
560 pz. W grupie badanych os6b zidentyfiko-
wano 10 heterozygot wzgledem allelu 4 (da-
jacych dwa produkty PCR o dtugosci 217 pz
i 560 pz) oraz 3 osoby homozygotyczne dajace
po reakcji PCR wylacznie produkt o dtugosci
217 pz. Pozostali badani przenosili allel dziki
i prowadzili do uzyskania w rozdziale elektro-
foretycznym pojedynczego produktu o diugos-
ci 560 pz.

Allel 6 izoenzymu CYP2D6 zidentyfikowa-
no w reakcji PCR z zastosowaniem starterow
1 new, 2 new, Tmut i 11. W pierwszym etapie
reakcji starteréow 1 new i 2 new przy zastoso-
waniu temperatury hybrydyzaciji rownej 63°C
otrzymano preamplikon o ditugosci 750 pz,
stanowiacy matryce w drugim etapie reakcji
PCR biegngcym z udziatem starterow Tmut
i 11. W etapie tym po przeprowadzeniu serii
reakcji PCR jako optymalng wybrano tempe-
rature hybrydyzacji rowng 55°C. W przypadku
obecnosci allelu 6 CYP2D6 otrzymano produkt
o dtugosci 421 pz, typ dziki dawat produkt
o dlugosci 356 pz. Wsréd badanych chorych
wykryto dwoch nosicieli uktadu heterozygo-
tycznego wzgledem allelu 6, prowadzacych
do otrzymania dwoch produktéw reakcji PCR
o dtugosciach 356 pz i 421 pz. Nie stwierdzo-
no obecnosci homozygot wzgledem allelu 6,
wszyscy pozostali badani byli nosicielami al-
lelu dzikiego i dawali w rozdziale elektrofore-
tycznym jeden produkt o dtugosci 356 pz.

W celu detekeji allelu 5 izoenzymu CYP2D6
zastosowano dlugotanicuchowa reakcje PCR
z mieszaning reakcyjna o zwiekszonej objetosci
50 pl, zawierajaca cztery startery (Dup, Dlow,
DPKlow, DPKup). Seria reakcji PCR o zmien-
nej temperaturze hybrydyzacji (55-68°C) wy-
kazata, ze optymalng jakos¢ i specyficznos¢
produktu uzyskano przy zastosowaniu 35 cy-
kli reakcji PCR o temperaturze 65°C. Detekcji
produktu dokonano przez rozdziat produktow
amplifikacji w 2% zelu agarozowym i detekcje
z uzyciem bromku etydyny. Osoby nie posia-
dajace allelu 5 daty po reakcji PCR produkt
o dlugosci 5,1 kpz, nosiciele allelu 5, maja-
cy delecje genu CYP2D6, dawali w rozdziale
elektroforetycznym produkt o dtugosci 3,2
kpz. Stwierdzono obecno$¢ 2 nosicieli allelu
5 CYP2D6, pozostali badani wykazali w roz-
dziale elektroforetycznym produkt o dtugosci
5,1 pz.
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DYSKUSJA

Badania polimorfizmu genetycznego cytochro-
mu P-450, stanowiacego najwazniejszy uktad
enzymatyczny metabolizujacy zwigzki endo-
genne i egzogenne, w tym leki, sa niezwykle
wazne dla poznania miedzyosobniczych roz-
nic w farmakodynamice i farmakokinetyce
substancji leczniczych, przyczyn wielu choréb
oraz skomplikowanych mechanizméw mole-
kularnych zachodzacych w organizmie cztowie-
ka. Uzyskana czestos¢ badanych alleli CYP2D6
jest zgodna z dotychczas opublikowanymi
danymi [11,12,13]. Najczestszym wariantem
alleli CYP2D6 jest CYP2D6*4, pojawiajacy
sie w populacji kaukaskiej z czestoscia 19,4%
(na podstawie przebadania 3568 chromoso-
mow). Drugim pod wzgledem czestosci wa-
riantem allelu jest CYP2D6*5 [14,15]. Wariant
allelu CYP2D6*3 wystepuje u 1,2% populacji
kaukaskiej (przebadano 3568 chromosomoéw),
natomiast CYP2D6*6 u 0,8% tej populacji
(przebadano 2260 chromosomoéw) [16].

Znaczenie polimorfizmu genetycznego cyto-
chromu P-450 CYP2D6 w grupie pacjentow
ze stanem zapalnym migSnia sercowego jest
znaczace klinicznie z uwagi na nasilone dzia-
fania niepozadane wielu grup lekéw. W przy-
padku lekéw B-adrenolitycznych moze dojs¢
do nadmiernego zwolnienia czynnosci serca
i obnizenia ci$nienia tetniczego krwi, zabu-
rzen przewodnictwa w uktadzie bodZcotwor-
czo-przewodzgcym serca, depresji, zaburzen ze
strony przewodu pokarmowego, a takze zabu-
rzen gospodarki lipidowej i weglowodanowej,
a w przypadku lekéw nieselektywnie bloku-
jacych receptory B - i p,-adrenergiczne moze
dojs¢ takze do nasilenia stanéw skurczowych
oskrzeli [17]. U osé6b o wolnym typie meta-
bolizmu przyjmujacych kaptopril, moze dojs¢
do nasilenia dziatan niepozgdanych w postaci
nadmiernego obnizenia ci$nienia tetniczego
krwi, zawrotéw glowy, omdlen, zaburzen wi-
dzenia, a takze dusznosci i kaszlu, ktéry moze
spowodowaé konieczno$¢ zmiany leku na
antagoniste receptora angiotensynowego AT,.
U 0s6b o wolnym typie metabolizmu przyjmu-
jacych flunaryzyne czesciej dochodzi do osta-
bienia sity mie$niowej, uczucia sennosci po
zazyciu leku, zaburzen zotagdkowo-jelitowych.
U dzieci i 0séb starszych mozliwe sa objawy
przypominajace przedawkowanie, tj. paradok-
salne pobudzenie, ataksja, drzenie i psychozy.
Chorzy przyjmujacy cinaryzyne moga miec

uposledzong sprawnos¢ psychofizyczng, odczu-
wac wzmozone pragnienie, moga tez wystgpic
u nich nasilone zaburzenia pozapiramidowe
[18]. Amiodaron bedacy lekiem antyarytmicz-
nym, jest szczegdlnie niebezpieczny w przypad-
ku os6b o wolnym typie metabolizmu, gdyz
moze dojs$¢ u nich do toksycznego uszkodzenia
tkanki ptucnej, zaburzen rytmu serca, drzenia
konczyn, nudnosci i wymiotéw oraz zaburzen
koordynacji ruchowej. W przypadku enkaini-
du, ktory metabolizowany jest do O-desmety-
lenkainidu o 10-krotnie wigkszej aktywnosci,
fenotyp metabolizmu PM moze powodowac
brak oczekiwanej skutecznosci leku, co be-
dzie skutkowato koniecznoscig zastosowania
alternatywnej terapii. Leczenie propafenonem
moze u chorych o wolnym typie metabolizmu
nasili¢ zawroty gtowy, zaburzenia rytmu ser-
ca, niewydolnos¢ krazenia, spowodowa¢ nad-
mierny spadek ci$nienia tetniczego, nudnosci,
wymioty i uczucie nadmiernego zmeczenia.
Przyjmowanie lidokainy przez osoby z wol-
nym typem metabolizmu moze spowodowac
nasilenie objawéw niepozadanych w postaci
zawrotow glowy, splatania, nerwowosci, drze-
nia mie$ni, zaburzen oddychania, bezdechu,
niedoci$nienia tetniczego, a nawet zapasci kra-
zeniowej i utraty przytomnosci [19].
Opracowano wiele nowoczesnych metod po-
zwalajacych okresli¢ typ metabolizmu poprzez
genotypowanie. Wsr6d metod oznaczania
genotypu CYP2D6, mozna wyr6ézni¢ metode
tetra-primer PCR oraz multiplex long PCR,
AmpliChip, RFLP PCR, real time PCR, sek-
wencjonowanie, pirosekwencjonowanie oraz
technike wydtuzania startera (PEXT) z hybry-
dyzacja paskows. Metoda RFLP-PCR, czyli
analiza dtugosci fragmentéw restrykcyjnych,
polega na trawieniu produktow PCR specy-
ficznym enzymem restrykcyjnym, przecinajg-
cym fragment DNA tylko tam, gdzie wystepuja
mutacje. Uzyskane w wyniku cigcia fragmenty
restrykcyjne rozdziela sie na drodze elektrofo-
rezy [20,21,22].

Real time PCR jest technika pozwalajaca
wykry¢ duplikacje i multiplikacje genow.
W metodzie tej przeprowadza si¢ monito-
ring zmian stezenia produktu PCR poprzez
pomiar fluorescencji proporcjonalnej do jego
iloSci w rzeczywistym czasie trwania reakcji.
Metoda sekwencjonowania polega na okre-
Slaniu sekwencji nukleotydowej oczyszczo-
nego fragmentu DNA, ktorego jedna nic jest
znakowana na koncu 5’ lub 3’. Powstate pro-
dukty rozdzielane sg w procesie elektroforezy.
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Pirosekwencjonowanie to sekwencjonowanie
w czasie rzeczywistym, wykorzystujace jedno-
czesne dziatanie polimerazy DNA, sulfurylazy,
lucyferazy i apirazy. Gtéwng zasadg jest wy-
korzystanie pirofosforanu uwalnianego pod-
czas syntezy DNA. W wyniku kaskady reakcji
enzymatycznych dochodzi do emisji Swiatta,
ktorego intensywnos¢ zalezy od ilosci uwol-
nionego pirofosforanu, a tym samym liczby
wbudowanych nukleotydéw. Reakcja zacho-
dzi w temperaturze 28°C, co wigze si¢ z du-
zym ryzykiem powstawania dimeroéw i zapet-
len. Matryca do pirosekwencjonowania jest
produktem wczesniej wykonanej reakcji PCR
inie powinna przekraczaé¢ 300 pz. Pirosekwen-
cjonowanie jest skuteczng metoda genotypo-
wania polimorfizméw dla duzych grup, dzieki
wysokiej doktadnosci i wydajnosci. Opraco-
wano nowoczesng metode genotypowania
onazwie AmpliChip CYP450, ktora jest pierw-
sza uznang metoda mikromatrycowsa, dzieki
ktorej mozna wykry¢ rownoczes$nie 29 poli-
morfizméw genetycznych CYP2D6 oraz 2 po-
limorfizmy CYP2C19. Metoda ta jest potacze-
niem techniki PCR opracowanej przez firme
Roche oraz mikromatrycowego uktadu Gene-
Chip (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Test
AmpliChip jest pierwszym mikromatrycowym
testem DNA zatwierdzonym przez Amery-
kanska Agencije ds. Zywnosci i Lekow (FDA),
a jego akceptacja otwiera droge do opracowy-
wania podobnych testow w przysztosci, co
moze ulepszy¢ indywidualizacje terapii [23].
Kolejng metodg jest reakcja wydtuzania star-
terow (PEXT). W technice tej produkty reakcji
PCR poddaje sie bezposredniej reakcji wydtu-
zania starterow (PEXT), bez wcze$niejszego
oczyszczania produktow. Stosuje sie tu 2 pary
starterOw, z czego jedna jest komplementarna
do niezmienionego genu, a druga do zmuto-
wanego. W przypadku obu par starterow prze-
prowadzane sg 3 cykle elongacyjne, przebiega-
jace w obecnosci biotynylowanego deoksyury-
dylotrifosforanu. Nastepnie wykonuje sie test
paskowy, w ktérym produkty elongacji ozna-
cza sie wizualnie przez hybrydyzacje. Zaleta
tej techniki jest szybko$¢ jej przeprowadzenia,
a takze niskie koszty [24,25].

Wydaje sie, ze okreslenie typu metabolizmu
przy udziale danej izoformy enzymatycznej
cytochromu P-450 moze mie¢ znaczenie przy
okreslaniu mozliwych interakcji w fazie far-
makokinetycznej i farmakodynamicznej mie-
dzy stosowanymi jednoczesnie kilkoma leka-
mi, jezeli s3 one metabolizowane przez rézne

izoformy tego uktadu enzymatycznego. Geno-
typowanie umozliwia szybkie podjecie decyzji
dotyczacej dawki leku, a takze zapobiega sytu-
acji, w wyniku ktorej mogtoby dojs¢ do odsta-
wienia prawidtowo wybranego leku, w przy-
padku pobieznie ocenionego braku skuteczno-
Sci jego dziatania, gdyby zostat zastosowany
u osoby o metabolizmie UM. Okreslenie rodza-
ju metabolizmu w wielu przypadkach umoz-
liwia zastgpienie monitorowania stezenia le-
kow w klinice i utatwia prawidtowe wdrozenie
terapii nowym lekiem poprzez dostarczenie
wskazowek dotyczacych bezpiecznej pierwszej
dawki.

Obecnie w wielu klinikach stosuje sie juz ge-
notypowanie w kierunku aktywnosci CYP2D6
w przypadku leczenia pacjentow lekami prze-
ciwpsychotycznymi i przeciwdepresyjnymi
[26]. Badania genetyczne s3 tatwiejsze i szyb-
sze w wykonaniu niz badania fenotypowe,
szczegblnie gdy badamy enzymy, ktorych ak-
tywnos$¢ nie wystepuje we krwi, a taka wtasci-
wos¢ ma CYP2D6. Mimo popularnoséci metod
genotypowania opartych na reakcji klasycznej
reakcji PCR nalezy mie¢ jednak na uwadze
trudnosci w genotypowaniu, spowodowane
wystepowaniem rzadkich polimorfizmoéw wy-
stepujacych w genie CYP2D6 oraz zmiennoSci
jego sekwencji.

W jednym z alleli CYP2D6 wykryto jedno-
nukleotydowa zmiange w sekwencji DNA
w S intronie genu, nazwana G2717. Zmiana
ta byla przyczyna nietypowego obrazu elek-
troforetycznego podczas detekcji polimorfi-
zmu A2549del charakterystycznego dla allelu
*3. Polimorfizm G2717A nie ma jednak zna-
czenia czynnoS$ciowego. Przypadek zaktocenia
wyniku genotypowania spowodowany przez
polimorfizm G2717A na intronie 5, wydaje
sie argumentem przeciwko tradycyjnym tech-
nikom biologii molekularnej wykorzystywa-
nym w genotypowaniu, takim jak reakcja PCR
i technika RFLP. Nadzieje wigze si¢ z now-
szymi metodami diagnostyki, takimi jak PCR
w czasie rzeczywistym oraz pirosekwencjono-
wanie [27].

WNIOSKI

1. Zastosowane warunki termiczne oraz uzyte
sekwencje starteréw umozliwiaja prawidto-
wa amplifikacje alleli *3, *4, *51i *6 locus
CYP2D6 w reakcjach multipleks long PCR

39



40

ANNALES ACADEMIAE MEDICAE SILESIENSIS

i Tetra-primer PCR z synteza preamplikonu
i nie prowadza do powstania produktow

niespecyficznych.

2. Przeprowadzono analiza wykazata obec- 3.
heterozygoty dla

nos¢ jednej

CYP2D6*3, dwoch heterozygot dla allelu
CYP2D*6, dziesieciu heterozygot i dwoch

homozygot dla alellu CYP2D6%4.

allelu

Znaleziono takze jedng osobe z delecja lo-
cus CYP2D6.
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