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Geneticky polymorfismus cytochromu CYP2C9 v ¢eské populaci
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SOUHRN

Cil studie: Cilem prace je popsat frekvenci vyskytu variantnich alel genu enzymu CYP2C9 v Ceské populaci. CYP2C9,
jeden z enzymu cytochromu P450, metabolizuje pfiblizné 16 % bézné uzivanych léciv, geneticky polymorfismus jeho
genu muze ovliviiovat miru schopnosti odbouravat své substraty, a byt proto vysvétlenim pro variabilni odpovéd pacientt
na lécbu.

Material a metody: 254 zdravych, nepfibuznych dobrovolnikll bylo po podepsani informovaného souhlasu zafazeno
do studie. Z leukocytarni DNA byl stanoven vyskyt variantnich alel CYP2C9*2 a CYP2C9*3 metodou PCR-RFLP.
Vysledky: Frekvence vyskytu CYP2C9*1, CYP2C9*2 a CYP2C9*3 alel v ¢eské populaci je 81,9 %, 12,2 % a 5,9 %.
Jejich distribuce odpovida Hardy-Weinbergove rovnovaze. Zastoupeni genotypl heterozygotu je nasledujici: CYP2C9*1/
*2- 20,1 %; CYP2C9*1/*3 - 9,8 %; CYP2C9*2/*3 - 0,4 %. Pét subjektd (2,0 %) klasifikujeme jako variantni homozygoty
CYP2C9*2/72, 0,8 % jako homozygoty CYP2C9*3/*3.

Zaver: Frekvence vyskytu variantnich alel genu CYP2C9 v Ceské populaci je podobna ostatnim kavkazskym populacim.
Klicova slova: CYP2C9, cytochrom P450, ¢eska populace, polymorfismus, farmakogenetika.

SUMMARY

Buzkova H., Pechandova K., Slanar O., Perlik F.: Genetic polymorphisms of cytochrome CYP2C9 in the Czech
population

Objective: The aim of this study was to investigate the frequency of functionally important variant alleles of CYP2C9
gene through the Czech population.

Setting: Clinical Pharmacology Unit, First Faculty of Medicine, Charles University, Prague, Czech Republic.
Methods: 254 unrelated, healthy volunteers were enrolled in the study after giving written consent. Leucocyte DNA was
analysed to detect the presence of CYP2C9*2 and CYP2C9*3 variant alleles by PCR-RFLP.

Results: The variant allelic frequencies in our population are 81.9%, 12.2% and 5.9%, for CYP2C9*1, CYP2C9"2,
CYP2C973, respectively. The distribution of variant alleles complies to the Hardy-Weinberg equilibrium. Prevalence of
heterozygous genotypes is as follow: CYP2C9*1/°2 — 20.1%; CYP2C9*1/*3 — 9.8%; CYP2C9*2/*3 — 0.4%. Five subjects
(2.0%) are classified as a CYP2C9*2/*2 homozygous, 0.8% as a CYP2C9*3/*3 homozygous.

Conclusions: The frequencies of functional variant alleles of CYP2C9 in the Czech population are in concordance with

the other Caucasians population.

Keywords: CYP2C9, cytochrome P450, Czech population, polymorphism, pharmacogenetics.

Uvod

Jiz vice nez padesat let je znamo, Zze geneticka
vybava jedince muze pfispivat k interindividualni vari-
abilité farmakoterapeutické odpovedi. Obor farmakoge-
netiky se vyviji v zavislosti na priibézném mapovani
lidského genomu, vyhledavani jednotlivych, zatim pre-
devSim bodovych, mutaci a na popisu souvislosti mezi
variabilitou v sekvenci DNA a klinickou odpovédi na
[écbu.

Enzym CYP2C9 je polypeptid o 490 aminokyseli-
nach, jehoz relativni mnozstvi v lidskych jatrech je
kolem 20 % ze vSech enzym0 cytochromu P450 [1].
Gen kodujici CYP2C9 protein je lokalizovan
na chromozomu 10 (10924) a méa 9 exon0. Zatim bylo
popsano 30 bodovych polymorfisml v genu CYP2C9
(http://www.cypalleles.ki.se/cyp2c9.htm).

Bodovy polymorfismus (single nucleotide polymor-
phism SNP) oznacovany jako CYP2C9*2 kéduje za-
meénu argininu za cystein (R144C), CYP2C9*3 zpUso-
buje substituci isoleucinu za leucin na pozici 359 (1359L)
ve vysledné aminokyselinové sekvenci. Tyto dvé za-
meény jsou nejbéznéjsi SNP s funkéni nasledkem. In
vitro studie prokazuji, ze katalyticka aktivita enzymu

vzniklého pfepisem CYP2C9*3 nebo *2varianty je sni-
Zena. In vivo se tato variabilita projevuje zménami
ve farmakokinetice jednotlivych substratd enzymu
CYP2C9. Jedna se pfedevsim o snizeni clearance
v porovnani s pfirozenou wild-type alelou CYP2C9*1.
Pacienti homozygotni pro variantni alelu, tzv. pomali
metabolizarofi (PM), jsou vystaveni vyS§Sim koncent-
racim léCiv. CYP2C9 katalyzuje oxidativni biotransfor-
maci u vice nez 16 % bézné uzivanych léciv [2]. Typic-
ky substrat cytochromu 2C9 je popisovan jako slaba
lipofilni kyselina. Spektrum substratli je velmi Siroké
a zahrnuje IéCiva ze skupin perordlnich antikolagulan-
cii: warfarin a derivaty kumarol(; nesteroidnich antiflo-
gistik: diklofenak, ibuprofen, indometacin, piroxicam,
celecoxib; peroralnich antidiabetik: tolbutamid a glipizid,
rosiglitazon; antagonist( receptoru pro angiotensin II:
losartan, irbesartan, candesartan; klickové diuretikum
torasemid; inhibitor HMG-CoA reduktazy fluvastatin,
dale tamoxifen, fluoxetin, amitriptylin, fenytoin a mno-
ho dalSich.

Vyskyt jednotlivych variantnich alel se lidi podle
rasové prisluSnosti jedince. Alely CYP2C9*2
a CYP2C9*3 maji nejvétsi vyskyt u bilé populace, frek-
vence vyskytu se uvadi v rozmezi 8-14 % a 4—16 %,
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u populace afro-americké 4 % a 2 % a u Asiatl
se setkavame pouze s 3% vyskytem variantni alely
CYP2C9*3 [2, 3]. Nukleotidova zaména thyminu
za cytosin na pozici 1076 (CYP2C9*4) ma témér mizi-
vy vyskyt ve vSech populaci. Nékteré dalsi variant-
ni alely, jako napf. CYP2C9*5, CYP2C9*6, CYP2C9*8,
CYP2C9*11, byly detekovany pfedevSim u afro-ame-
rické populace (frekvence vyskytu 1,8 %, méné nez
1%, 8% a 2,7 %) [4].

Zameéfili jsme se na genotypizaci zdravych dobro-
volnikl s cilem popsat distribuci dvou hlavnich variant-
nich alel CYP2C9 v Ceské populaci a porovnat ji
s vyskytem v ostatnich populacich.

Metodika

Do studie byla zafazena skupina zdravych dobro-
volnik( z fad studentl vysokych $kol. Tvofilo ji 254
navzajem nepfibuznych jedincli ¢eské narodnosti
(160 Zzen a 94 muz0). Vzorky krve byly odebrany po
podepsani informovaného souhlasu véech jedincu. I1zo-
lace leukocytarni DNA byla provedena kitem na izolaci
DNA — QIAmp Blood Mini Kitu (Qiagen, USA).

Genotypizace byla provedena modifikovanou me-
todou PCR-RFLP podle Aynacioglu et al. [5, 6].
V metodach jsme upravili rezim PCR cyklu a slozeni
reakénich smési. Upravy v jednotlivych krocich cyklu
pro CYP2C9"2: po poc¢atecni elongaci (94 °C, 2 min)
probéhlo 35 cykll denaturace (94 °C, 30 s), nasedani
primerQ (62 °C, 45 s) a prodluzovani DNA fetézce
(72 °C, 60 s); konecna syntéza fetézce probihala
420 s pfi teploté 72 °C na pfistroji MyCycler (BioRad,
USA): Reakéni smés o celkovém objemu 25 pl obsa-
hovala 1,5 ug genomické DNA, 0,2 umol/l primer( (2CL1:
5-CACTGG CTG AAA GAG CTAACA GAG-3"a2CRT:
5°-GTG ATA TGG AGT AGG GTC ACC CAC-3),
10xPCR Pufr (Fermentas, Lithuania), 0,2 mmol/l INTPs
(Fermentas, Lithuania), 1,2 mmol/l MgCl, (Fermentas,
Lithuania) a 0.75 jednotku DNA Taq Polymerazy (Top-
Bio s.r.o. Praha, Czech Republic). Délka PCR produktu
pro CYP2C9*2 je 372bp.

K namnozeni amplikonu CYP2C9*3 o velikosti 137
pard bazi jsme pouzili 2 umol/l primer(i C5 ( 5" - AGG
AAG AGATTG AAC GTGTGA-3")abA (5 -TGC ATG
GGG CAG GCT GGT GGG GAG AAG GCC AA-3),
1,5 mmol/l MgCl, a dale shodné 10xPCR Pufr, 0,2

mmol/l dNTPs, a 0,75 jednotku DNA Taq Polymerazy
do celkovém objemu 25 ul reakeni smési. Podminky
PCR reakce pro CYP2C9*3 byly upraveny nasledovné:
2 minuty pfi 94 °C, 35 cykld — 30 s pfi 94 °C, 20 s pfi
57 °C a 60 s pfi 72 °C, 7 minut pfi 68 °C.

Produkty PCR byly inkubovany s restrikénimi en-
zymy Cfr 13l (Fermentas, Lithuania) pro CYP2C9*2 (ve-
likost restrikénich fragmentl pro variantni alelu: 253
a 119 pard bazi) a Sty | (Fermentas, Lithuania) pro
CYP2C9*3 (velikost restrikénich fragmentu pro variantni
alelu: 104 a 33 parl bazi) pfi teploté 37 °C po dobu
16 hodin. Velikost restrikénich fragmentl byla stanove-
na elektroforézou na 3% agarosovém gelu. Elektrofo-
réza probihala pfi 120 V po dobu 80 minut. Metody byly
verifikovany na standardnich vzorcich o znamém ge-
notypu, které jsme ziskali z Institutu klinické farmako-
logie v Berliné. V kazdém PCR cyklu jsme pouzivali
pozitivni i negativni kontrolu.

Statistické zpracovani dat bylo provedeno pomoci
programu Microsoft Excel 9.0 (Microsoft, USA) a Stat-
graphics Plus 3.1 (StatPoint, Inc., USA). Pfedpoklada-
né genotypové frekvence byly vypocitany podle Har-
dy-Weinbergova vztahu: (p? + 2pq + g?= 1). Prevalenci
genotypl jsme porovnali x2 testem, a doplnili 95% hla-
dinu spolehlivosti, na které plati nulova hypotéza, ze
mezi pozorovanymi a pfedpokladanymi genotypovymi
frekvencemi neexistuje rozdil.

Vysledky

Frekvence vyskytu variantni alely CYP2C9*2 ve
skupiné zdravych nepfibuznych dobrovolnik(l z eské
populace byla stanovena na 12,2 % a pro CYP2C9*3
na 5,9 %. Pozorované i pfedpokladané genotypové frek-
vence uvadi tabulka 1.

U 170 dobrovolnikii (66,93 %) z celkovych 254 jsme
nenasli ani jednu variantni alelu pro gen CYP2C9, jed-
na se tedy o homozygoty s nepozménénou aktivitou
biotransformaéniho enzymu, zbylych 33,07 % jedincl
ma pozménénou enzymovou aktivitu. Ve skupiné je 51
subjektd s genotypem heterozygota CYP2C9*1/*2a 25
subjektll s genotypem *1/*3.

Ani jednu plné funkéni alelu nemélo 9 dobrovolni-
ki, z toho jeden variantné heterozygotni subjekt
s genotypem CYP2C9*2/*3 (0,39 %) a ostatni homo-
zygoté. Pét subjektl (1,97 %) klasifikujeme jako vari-

Table 1. Frequency of CYP2C9 variant alleles in a sample of the Czech population

Observed Allele Predicted
CYP2C9 alleles Genotype No of subjects genotype frequencies [%] genotype % (95%Cl)
frequencies [%] frequencies [%]
wt 197 77.56 87.79 77.08 72.43-82.69
CYP2C92 ht 52 20.47 21.43 15.51-25.43
v 5 1.97 12.20 1.49 0.26-3.68
wt 226 88.97 94.09 88.53 85.13-92.83
CYP2C9’3 ht 26 10.24 11.11 6.51-13.96
v 2 0.79 5.90 00.35 0.0-1.87
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Table 2. Prevalence of the CYP2C9 genotypes [4]

Genotype frequency in population [%
CYP2C9 Enzyme No of " 05% CI e %l
genotype activity subjects ° ° . . . .
Caucasians Asians African-Americans
*1/*1 normal 170 66.9 61.14-72.71 65.3 96.5 87.0
*1/*2 minor reduction 51 20.1 15.15-25.00 20.4 0 8.7
g moderately
1/*3 reduced 25 9.8 6.18-13.51 11.6 3.5 4.3
>0 moderately
2/*2 reduced 5 2.0 0.26-3.67 0.9 0 0
"o moderately
2/*3 reduced 1 0.4 0.00-1.16 1.4 0 0
*3/*3 very low 2 0.8 0.00-1.87 0.4 0 0

antni homozygoty CYP2C9*2/*2, 0,79% jako variant-
ni homozygoty s nukleotidovou zaménou adeninu za
cytosin na pozici 1075 v obou alelach (CYP2C9*3/*3)
(tab.2).

Diskuse

Cilem nasi prace bylo popsat frekvenci vyskytu hlav-
nich variantnich alel CYP2C9 v Ceské populaci a zis-
kat tak zakladni data, ktera jsou nezbytna pro naplano-
vani terapeutickych nebo farmakoekonomickych studii.
Prevalence sledovanych variantnich alel CYP2C9 je
v Ceské populaci 18,1%.V rozlozeni CYP2C9 alel, stej-
né jako v prevalenci pomalych metabolizator(, se ¢es-

ka populace statisticky neodliSuje od ostatnich evrop-
skych populaci. Distribuci vzacnych alel a alel speci-
fickych pro afro-americké populace jsme se nezabyva-
li. Vzhledem ke shodé v distribuce CYP2C9*2a *3mezi
Ceskou a evropskymi populacemi [7—13] Ize uvazovat
i 0 shodné distribuci alel minoritnich. Tabulka 3 shrnuje
data ziskana genotypizaci (pfedevsSim nejuzivané;si
metodou PCR-RFLP) soubor(l zdravych dobrovolniki
z etnicky popsanych skupin.

Pokud je lé€ivo biodegradovano enzymem CYP2C9,
pak je u jedincl s genetickou predispozici pro snize-
nou enzymovou aktivitu tendence ke kumulaci 1éCiva.
Pozménéna farmakokinetika byla popsana napf. u war-
farinu, po jehoz podani byl pozorovan u pomalych me-
tabolizatord vyraznéjsi antikoagulaéni efekt ve srovnani

Table 3. Distribution of CYP2C9 alleles among various populations; arrange according to descendent prevalence of CYP2C9°2 allele frequency

Allele frequencies [%)]
Nationality No of subjects References
CYP2C9*1 CYP2C9*2 CYP2C9*3

Croats 200 74.0 16.5 9.5 [71
Spanish 102 74.0 16.0 10.0 [8]
French 151 77.0 15.0 8.0 [9]
British 100 79.0 12.5 8.5 [10]

Czech 254 81.9 12.2 5.9
Swedish 1468 83.0 11.0 6.6 [11]
Italian 157 80.0 11.0 9.0 [12]
Turkish 218 79.4 10.6 10.0 [5]
Russians 290 - 10.5 6.7 [13]
Ethiopian 150 94.0 4.0 2.0 [14]
African-Americans 1.0 0.5 [15]
Chinese Shanghia 394 96.3 0.1 3.6 [9]
Chinese Taiwanese - 2.6 [15]
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s pacienty bez deficitu CYP2C9[16, 17]. Korelace mezi
pfitomnosti funkénich variant a vyskytem krvacivych
komplikaci lé¢by warfarinem byla opakované sledova-
na [18]. Rovnéz farmakokinetika celekoxibu je zavisla
na aktivité CYP2C9. Homozygoté CYP2C9*3/*3 maji
az dvakrat snizenou celkovou clearance oproti wild-type
jedincim nebo CYP2C9*2/*2 homozygotlim. Teoretic-
ky by bylo mozné u pomalych metabolizator(i o¢eka-
vat vysSi incidenci nebo zavaznost nezadoucich Ucin-
k(i anebo vétsi analgeticky Ucinek celecoxibu, ale
prozatim nebyly publikovany klinické studie, jejichz vy-
sledky by tuto teorii dokazaly potvrdit nebo vyvratit
[19, 20]. Podobné vztahy genotypem ovlivnénych plaz-
matickych koncentraci substratll CYP2C9 jsou znamé
napf. i u fluvastatinu [21] a dalSich latek, u kterych je
také potfeba vyjasnit vztah s klinickym efektem Iécby.
Pozorované farmakokinetické zmény u lé€iv — substra-
td CYP2C9 vedou ke snaze o individualizaci terapie
pomoci korekce davkovani podle genotypu pacienta.
Tyto Upravy davkovani jsou prozatim podlozeny farma-
kokinetickymi daty ziskanymi v relativné malych sou-
borech subjektl. Pfed implementaci téchto farmakoge-
netickych postupll do rutinni praxe bude nutné jejich
pfinos potvrdit vérohodnymi klinickymi studiemi a eko-
nomickou naro¢nost posoudit farmakoekonomickou
rozvahou. Vysledky na$i studie mohou byt vyuzity
pro planovani terapeutickych nebo farmakoekonomic-
kych studii i pfi rozhodovani o Ié¢ebné strategii u vy-
branych pacient.
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