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Streszczenie

Praca obejmuje zagadnienia z zakresu farmakogenetyki. Prezentowane sa aktualne informacje
dotyczace dziatania i funkciji enzymow z grupy cytochroméw P-450 i ich polimorfizmu genetycz-
nego. Scharakteryzowano irzy rodzaje fenotypow metabolicznych (EM, UM, PM), zwrdcono
uwage na znaczenie rodzaju fenotypu dla oceny genetycznie uwarunkowanej odpowiedz ustroju
na podawany lek. Rozwazono powiazanie rodzaju fenotypu z wystgpowaniem niektorych chorob.
Opisano sposoby fenotypowania (test debrizochinowy i test sparteinowy), a takZe najnowsze
osiagnigcia biologii molekularnej w dzedzinie analizy struktury kwasow nukleinowych istotne
przy metodach genotypowania.

Summary

Phenotyping of drug metabolism

Current information about action, function and polymorphism of Cytochrome P450 enzymes is
presented in the paper. The different phenotypes (EM, UM, PM), and the meaning of phenotypes
for evaluation of genetically determinated reactions to administrated drugs are characterized. The
kind of phenotype can be a genetic marker of many diseases. Phenotyping methods are described
(Sparteine Test, Debrisoquine Test). The latest information on molecular biology achievements
related to the problem of genotyping is also given.

Historia fenotypowania

Farmakogenetyka jest dzialem nauk medycznych bedacym na pograniczu
farmakologii i genetyki. Dokonano wielu odkry¢é w dziedzinie farmakogene-
tyki zanim opracowano metode fenotypowania pacjentow. Juz w latach szesc-
dziesiatych zaobserwowano u ludzi przyjmujacych izoniazyd zrdznicowana
acetylacje tego leku. Na podstawie szybkosci N-acetylacji izoniazydu mozna
podzieli¢ wszystkich ludzi na wolno i szybko metabolizujacych ten lek. W Anglii
i w Niemczech odkryto niezaleznie polimorfizm hydroksylacji debrizochiny/
sparteiny, ktory 10 lat pozniej przypisano niedoborowi cytochromu P-450 2D6
(CYP2D6) (12, 14, 17, 27, 49). W roku 1984 odkryto polimorfizm hydroksy-
lacji S-mefenytoiny (26, 49), a 10 lat p6Zniej opisano mutacje genu cytochro-
mu P-450 2C19 (CYP2C19). CYP2C19 bierze udzial w N-demetylacji troj-
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pierécieniowych lekow przeciwdepresyjnych, diazepamu i hydroksylacji propra-
nololu (16, 50). Stwierdzono takze polimorfizm genetyczny CYP2E1, CYP2AS6,
CYP1A2 (34, 45), a podejrzewa si¢ polimorfizm genetyczny izoenzymo6w cyto-
chromu P-450 1A1, 3A5 (18, 33). CYP1A2 ma duze znaczenie dla metabolizmu
wielu lekéw, bowiem bierze udzial w metabolizmie kofeiny i innych pochodnych
metyloksantyny, propranololu, fenacetyny, paracetamolu oraz N-demetylacji
trojpierScieniowych lekéw przeciwdepresyjnych.

W latach 90-tych przeprowadzono wiele badan farmakogenetycznych na
podstawie ktorych zidentyfikowano molekularne podtoze odkrytych polimor-
fizméw enzymo6w metabolizujacych leki. Umozliwilo to opracowanie testow
diagnostycznych majacych na celu wykrycie osobnikow z defektem enzyma-
tycznym. Stato si¢ to mozliwe dzigki nowym technikom biologii molekularne;
PCR (Polimerase Chain Reaction) i RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism).

Enzymy, ktore metabolizuja leki i wykazuja polimorfizm sa jeszcze slabo
poznane. Naleza do nich te, ktore biora udzial w biotransformacji lekow
przeciwnowotworowych: dehydrogenaza aldehydu 1 (cyklofosfamid, ifosfa-
mid), dehydrogenaza dihydropirymidyny (fluorouracyl) oraz metylotransfe-
raza tiopuryny (merkaptopuryna, azotioprin) (18, 20). Odkryto rowniez poli-
morfizm innych (oprocz N-acetylacji) reakcji sprzggania, takich jak glukuroni-
zacja bilirubiny, morfiny i innych fenolowych metabolitow lekéw i ksenobio-
tykéw oraz sprzeganie z glutationem kancerogennych epoksydow (33).

Cytochromy P-450

Cytochromy P-450 stanowia grupe enzymow o budowie hemoproteinowej
zlokalizowana w siateczce $rddplazmatycznej komorek watroby, jelit, phic
i mozgu. Tworza liczna rodzing monooksygenaz. Pelnia wiele r6znorodnych
funkeji w organizmie. Cytochromy P-450 katalizuja reakcje opisana rownaniem:
R-H+0,+2H"* +2¢~ —» ROH +H,0 (15). Opisano 30 rodzin cytochromu P-450
(w tym 10 u ssakow, 1 u wezy, 2 u insektéw, 1 u roSlin, i 6 u bakterii) oraz ponad
200 jego izoenzymoéw (tabela 1). Cytochromy P-450 w duzym stopniu sa
odpowiedzialne za metabolizm lekéw oraz za biosynteze i przeksztalcanie
zwiazk Ow takich jak hormony steroidowe, tromboksany, prostacyklina, choleste-
rol, kwasy zolciowe itp. Poprzez udzial w metabolizmie kwasu arachidonowego sa
zaangazowane w proces uwalniania hormonow peptydowych z podwzgorza, biora
rowniez udzial w regulaciji poziomu hormondw steroidowych takich jak progeste-
ron, kortykosteroidy, co moze mie¢ wptyw na nastroj czy na poziom czuwania.
Prawdopodobnie enzymy te biora udzial w syntezie neuroprzekaznikow: serotoni-
ny i dopaminy, a ponadto powoduja unieczynnienie toksyn roslinnych zawartych
w pozywieniu zwierzat roslinozernych (15, 30, 38).

Takie izoenzymy jak: CYP11A, CYP11B, CYP17, CYP19, CYPZ1 biora
udziat w syntezie hormondow steroidowych w nadnerczach i gonadach, co ma
znaczenie m.in. dla proces6w homeostazy elektrolitowej, stezenia glukozy,
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Tabela 1. Rodziny cytochromow P-450 u cztowieka (38)

1A1 2A6 | 3A3/4 | 4A9 7 11A1 17 19 21A2 27
1A2 2A7 3A5 4B1 11B1
2B6 3A7 4F2 11B2
2C8 4F3
2C9
2C18
2C19
2D6
2E1
2F1

roznicowania plciowego i czynnos$ci reprodukcyjnych. Wigkszo$¢ enzymow
z tej grupy ma charakter indukowalny, bowiem obecno$§é pewnych zwiazkow
z reguly (cho¢ nie zawsze) bedacych substratami dla danego enzymu powoduje
nasilenie ich aktywnosci. Doprowadza to nieraz do przyspieszenia metaboliz-
mu danego substratu; w taki sposob rozwija si¢ tolerancja na niektore leki,
a takze dochodzi do przyspieszenia metabolizmu wszystkich substratéw, wobec
ktorych dany enzym wykazuje aktywno$e.

Wsrdd izoenzymoéw cytochromu P-450 wystepujacych u ludzi, szczegdlnie
istotnag role odgrywa izoenzym CYP2D6, ktory katalizuje oksydacje ponad
40 klinicznie waznych lekow; uczestniczy w biotransformacji trojpierscienio-
wych lekéw przeciwdepresyjnych i ich aktywnych metabolitéw: amitryptyliny,
imipraminy, dezipraminy, nortryptyliny oraz lekow przeciwpsychotycznych
— perfenazyny, tioridazyny, haloperidolu (tabela 2). Bierze rowniez udzial
w metabolizmie lekow antyarytmicznych, przeciwb6lowych i przeciwkaszlo-
wych (28, 39). Cytochromy P-450 umozliwiaja ostateczne unieczynnienie i eli-
minacj¢ leku na drodze sprzegania powstalych produktéw utleniania (z kwa-
sem glukuronowym, siarkowym, glutationem) i utworzenie hydrofilnych pro-
duktow, dajacych wydalié sie z moczem lub zblcia.

Wystepuje zroznicowana szybkosé metabolizowania lekow przez izoenzymy
z rodziny CYP, bowiem niektore z nich wykazuja polimorfizm genetyczny
(tabela 3), poza tym ma na to wplyw indywidualna ekspresja genu kodujacego
dany izoenzym. Pod wzgledem metabolizowania lekoéw przy udziale cytochromu
P-450 ludzi mozna podzieli¢ na trzy grupy odmienne fenotypowo, a mianowicie
osobnicy w znacznym stopniu utleniajacy leki tzw. szybko metabolizujacy
(‘extensive metabolizer’ — EM), osobnicy utleniajacy leki w znikomym stopniu
— slabo metabolizujacy (‘poor metabolizer’ — PM) oraz osobnicy okreslani jako
ultra-szybko metabolizujacy (‘ultra-rapid metabolizer’ — UM).

CYP2D6 jest odpowiedzialny za oksydacje migdzy innymi debrizochiny
i sparteiny. Debrizochina jest lekiem hipotensyjnym, ktory wplywa na proces
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Tabela 2. Substraty dla cytochromu CYP2D6 (28)

grupy lekow leki nalezace do danej grupy lekow

leki przeciwarytmiczne enkainid, flekainid, meksyletyna, propafenon

leki blokujace receptory | alprenolol, bufarolol, metoprolol, propranolol, timolol

B-adrenergiczne

leki neuroleptyczne haloperidol, perfenazyna, tioridazyna, klozapina, risperidon,
remoksypzyd

opioidy kodeina, dekstrometorfan, etylomorfina

SSRI* fluoksetyna, N-demetylocitalopram, norfluoksetyna, paroksetyna,
fluwoksamina

TLPD** amitryptylina, klomipramina, dezypramina, imipramina,
nortryptylina

inne leki amfetamina

* SSRI - selektywne inhibitory wychwytu serotoniny
** TLPD - trojpierécieniowe leki przeciwdepresyjne

uwalniania amin katecholowych z neuronoéw pozazwojowych uktadu wspol-
czulnego (rysunek 1). Sparteina jest alkaloidem, ktory wystepuje w zarnowcu
miotlastym. U niektorych pacjentdéw obserwuje si¢ niezwykle silne hipotensyj-
ne dzialanie debrizochiny. Jest to spowodowane zwolnionym metabolizmem
tej substancji. Osobnicy wolno metabolizujacy leki sa zwykle homozygotami
recesywnymi, gdyz posiadaja dwa allele recesywne odpowiedzialne za wytwo-
rzenie enzymu CYP2D6 (allele sa to alternatywne formy genu, zajmujace
w genie to samo miejsce, czyli locus) (25). Izoenzymy cytochromu P-450 sa
odpowiedzialne za hydroksylacje substratéw, ktore posiadaja zasadowy azot
oraz region hydrofobowy (tabela 2). Debrizochina i sparteina przez wplyw na
CYP2D6 hamuja z kolei O-demetylacje leku przeciwkaszlowego dekstrome
torfanu, natomiast flekainid hamuje hydroksylacjg¢ bufurololu i O-demetylacje
debrizochiny. Debrizochina ponadto zwalnia 4-hydroksylacje propranololu.
Dzialanie niektorych lekéw moze wige by¢ odmienne u osdb o roznym me-
tabolizmie zachodzacym przy udziale CYP2D6. Male dawki adrenolitykow
silniej dzialaja u PM niz u EM. Kodeina dziala silniej przeciwbélowo u osob
szybko metabolizujacych debrizoching, ale nie wplywa na prog bolowy u osob

NH
)j\ i
N NH, N '
CH, N
H
debrizochina sparteina

Rys. 1. Wzor strukturalny debrizochiny i sparteiny (28)
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wolno metabolizujacych. Dzieje si¢ tak poniewaz u tych osob (EM) metylo-
morfina (kodeina) jest szybciej przeksztalcana do aktywnej biologicznie mor-
finy i stezenie morfiny w organizmie osiaga wyzsze poziomy (29).

Biotransformacja lekow

Procesem biotransformacji okre$la si¢ ciag przemian biochemicznych, jakim
podlega lek w zywym organizmie. W jego sklad wchodza zjawiska zwiazane
z wchlanianiem, transportem i rozmieszczeniem leku oraz metabolizmem 1 wy-
dalaniem jego metabolitéw z organizmu. Leki podlegaja w organizmie takim
reakcjom enzymatycznym jak: reakcje utleniania, redukcji i hydrolizy (reakcje

1 fazy) oraz reakcje sprzegania (reakcje IT fazy). Enzymy, ktore naleza do

grupy cytochroméw P-450 katalizuja gtownie reakcje utleniania (hydroksylacja

pierscieni aromatycznych i alkilowych lancuch6w bocznych, oksydatywna dea-

minacja oraz dealkilacja) (24).

Proces metabolizmu lekéw zalezy od wielu czynnikow. Nie tylko od stanu
czynnoSciowego organizmu (tj. przebyte choroby, wiek, ple¢, dieta) czy od
polimorfizmu genetycznego cytochromow P-450, ale takze od samych lekow
i ich metabolitow. Metabolity, te w zaleznosci od rodzaju podawanego leku
wykazuja rozne wlasciwosci:
® moga by¢ dalej czynne, na przyklad: kodeina-morfina (O-dealkilacja); wo-

dzian chloralu-trichloroetanol (redukcja)

e metabolity sa nieczynne, na przyklad: meprobamat-hydroksymeprobamat
(hydroksylacja tancuchéw bocznych)

e metabolity wykazuja inne dzialanie, na przyklad: fenylobutazon (dziala
przeciwzapalnie) fenylohydroksybutylofenazon (wzmaga wydalanie kwasu
mMOCZOWEEO0)

® metabolity sa zwiazkami toksycznymi, na przykiad: anilina-nitrobenzen
(N-hydroksylacja) (24).

Innym procesem wplywajacym na biotransformacje sa interakcje pomiedzy
poszczegdlnymi klasami lekow. Interakcje miedzy lekami metabolizowanymi
przez izoenzymy cytochromu P-450 pociagaja za soba rozne nastegpstwa w zakresie
efektow terapii, jak tez tolerancji i objawdw niepozadanych w grupach EM i PM.
Moga one by¢ przyczyna mniejszej efektywnosci terapii, pojawienia sie nasilonych
objawow niepozadanych, niekiedy groznych powiktan, moga tez by¢ wykorzysta-
ne do poprawienia wynik6w leczenia chorych mato wrazliwych na monoterapie
(7, 32, 37, 38, 39) (tabela 4). Poza tym interakcje miedzy lekami moga by¢
modyfikowane przez jeden lub kilka czynnikow takich jak: szybkos¢ metabolizmu
lekow, stany chorobowe, dieta, wiek, rasa, dawka leku (23).

Rola czynnikow genetycznych

Informacja genetyczna jest zapisana w strukturze kwaséw nukleinowych w po-
staci kodu, w ktérym trojki kolejnych zasad czyli kodony (tryplety), odpowiadaja
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Tabela 4. Selektywne inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny i izoenzymy cytochromu P-450

(38, 39)

Hamujacy wplyw na izoenzymy P-450

SSRI* (metabolit) Izoenzymy uczestniczace
w biotransformacji leku 1A2 12C9/10| 2C19 | 2D6 | 3A3/4

Citalopram
(Desmetylocitalopram) | 2C19, 3A3/4, 2D6 + - - — -
Fluoksetyna
(Norfluoksetyna) 2C9, 3A3/4, 2D6 + ++ NI (T
Fluwoksamina 1A2, 2D6 Fd+ | A+ |+ + + 4
Paroksetyna 2D6 + + + ++ o+ +
Sertralina
(Desmetylsertralina) 2C9, 3A + + ++ o+ +

+ staby wplyw hamujacy
+ + umiarkowany wplyw hamujacy
+++ silny wplyw hamujacy
— brak wplywu hamujacego
* SSRI - selektywne inhibitory wychwytu serotoniny

specyficznym aminokwasom w strukturze syntetyzowanego biatka. Genem
okresla sie odcinek nici DNA potencjalnie zdolny do produkcji funkcjonalnej
czasteczki RNA (46). To wlasnie struktura wszystkich bialek jest wyznaczona
przez odpowiednie geny. Droga prowadzaca od informacji genetycznej zapisanej
w DNA do wyksztalcenia organizmu jest skomplikowana i podlega wplywom
roznych czynnikow. Czy i w jakim stopniu informacja ta zostanie wykorzystana,
zalezy od czynnikéw srodowiska zardwno zewnetrznych, jak i wewnetrznych.
Natomiast fenotyp czyli zespot cech osobnika jest wynikiem wspoldzialania
zespolu gendw, czyli genotypu, oraz srodowiska. Cze§¢ obserwowanej zmienno§ci
fenotypowej u osobnik6w bedacych w tym samym wieku ma podloze dziedziczne.
Réznice w sekwencji DNA moga dotyczy¢ jednego locus genowego, w obrebie
ktorego wystepuja tylko dwie formy alleliczne. W innym przypadku réznice
dotycza duzej liczby genéw, z ktorych kazdy posiada dwie lub wigcej form
allelicznych. W populacjach organizm6w pierwotna zmiennos¢ sekwencji DNA
powstaje w wyniku mutacji, a dzigki rekombinacjom allele roznych loci uktadane
sa w coraz to nowe kombinacje. Rekombinacje genetyczne polegaja na prze-
grupowaniu gen6w w czasie mejozy i zaplodnienia. Stanowia one glowne
zr6dlo zmiennosci fenotypowej. Mozna wyrozni¢ dwa rodzaje zmiennosci:
® zmiennoS¢ nieciagla — przejawia si¢ rOwnoczesnym wystepowaniem osob-
nikow o wyraznie roznym wygladzie. Taki rodzaj zmiennoSci charakteryzuje
cechy jakosciowe i okreéla sie to zjawisko mianem polimorfizmu.
® zmienno§¢ ciagla — obejmuje cechy o charakterze ilosciowym, ktore sa
uwarunkowane przez wiele gendw (cechy poligenowe) (46).
Opisano wiele rodzajow polimorfizmu, ktére dotycza enzyméw (31) na przyktad:
a. polimorfizm enzymoéw metabolizujacych etanol
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b. polimorfizm glutationu S-transferazy (GST)

c. polimorfizm N-acetylotransferazy

Dla przykladu, gltéwnymi enzymami odpowiedzialnymi za rozklad etanolu
sa: ADH (dehydrogenaza alkoholowa), oraz ALDH (dehydrogenaza aldehy-
dowa). Stwierdzono wystgpowanie polimorfizmu zaré6wno ADH jak i ALDH,
a takZe etniczne zroznicowanie polimorfizmu tych enzymoéw. Sa trzy formy
alleli odpowiedzialne za wytworzenie ALDH2, ktdre maja znaczacy wplyw na
szybko$é rozkladu etanolu (tabela 5). Wykonano badania w réznych grupach
etnicznych m.in. w Chinach (36). Do eksperymentu wybrano grupe osob,
a nastepnie fenotypowano ja ze wzgledu na geny odpowiedzialne za wy-
tworzenie ALDH?2. Badania mialy na celu stwierdzenie jaka jest zalezno$c
miedzy fenotypem, a szybkoécia metabolizowania etanolu. Okazalo si¢, Ze
nosiciele ALDH2*2/*2 (*2/*2 — oznaczenie homozygoty dominujacej) tolero-
wali wylacznie niskie dawki alkoholu (we krwi bardzo dlugo utrzymywalo si¢
wysokie stezenie acetaldehydu). Ta grupa charakteryzuje si¢ takze brakiem
rozwoju tolerancji alkoholu i tym samym oporno$cia na jego uzalezniajace
dzialanie. Badania nad etnicznym zroéznicowaniem polimorfizmu genetycznego
wykazaly, ze az okolo 50% Azjatow (Chinczycy, Japonczycy, Koreanczycy)
jest nosicielami fenotypu typu ALDH2*2/*2 (7, 36, 45). Inny rodzaj poli-
morfizmu genetycznego dotyczy S-transferazy glutationowej (GST), kodo-
wanej przez geny GSTM1*1/*1 (*1/*1 — oznaczenie homozygoty recesywne;j),
GSTT1*1/*2 (oznaczenie heterozygoty) i GSTT1*2/*2 (10). Homozygoty typu
GSTM1*1/*1 nie wykazuja ekspresji enzymu (36). Substratami dla GST sa
epoksydy wielocyklicznych weglowodoréow zawarte migdzy innymi w dymie
papierosowym oraz kancerogenne arylaminy takie jak epoksyd, aflatoksyny.

Tabela 5. Wplyw fenotypun na metabolizm alkoholu etylowego (36, 45)

Rodzaj fenotypu Oznaczenie fenotypu | wplyw danego fenotypu na rozktad alkoholu
homozygota dominujaca | ALDH2*2/*2 bardzo wolny rozklad alkoholu
heterozygota ALDH2*1/*2 szybki rozktad alkoholu

homozygota recesywna ALDH2*1/*1 bardzo szybki rozktad alkoholu

*1/*1 — homozygota recesywna
*1/*2 — heterozygota
*2/*2 — homozygota dominujaca

Inny przyklad polimorfizmu dotyczy procesu acetylacji. Bierze w nim
udzial N-acetylotransferaza (NAT). NAT1 acetyluje kwas p-aminosalicylowy
i p-aminobenzoesowy, sulfamilamid i sulfametoksazol. NAT2 takze jest od-
powiedzialna za acetylacje izoniazydu, sulfonamidéw, hydralazyny, fenelzyny,
nitrazepamu, oraz metabolitu kofeiny 5-acetyloamino-6-fenyloamino-3-mety-
louracylu. Stwierdzono wystepowanie PM i EM w odniesieniu do acetylacji
izoniazydu (hydrazyd kwasu izonikotynowego — leku stosowanego w leczeniu
i profilaktyce gruzlicy). Podobnie jest w przypadku hydralazyny (stosowanej
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przy leczeniu nadci$nienia), prokainamidu (leku przeciwarytmicznego), a takze
sulfasalazyny, sulfapirydyny, dapsonu, nitrazepamu i kofeiny. Przykiadem moze
by¢ takze suksametonium. Jest to lek uzywany do zwiotczenia miesni (10).

Analizujac sekwencj¢ aminokwasow w biatkach lub sekwencje nukleotydow
w DNA zidentyfikowano wiele odcinkow homologicznych wystepujacych zaré-
wno w obrebie tego samego genu, jak i w roznych genach. Stanowilo to punkt
wyjscia dla koncepcji sugerujacej, ze w toku ewolucji nowe geny powstaja droga
duplikacji i dywergencji gendéw wyjsciowych. Duplikacje takie sa spowodowane
najczesciej niesymetrycznym ,crossing over”. ,,Crossing-over” polega na wy-
mianie odcinkéw chromosomowych w chromosomach homologicznych. Zjawis-
ko to jest mozliwe, poniewaz homologiczne odcinki skoniugowanych chromoso-
mow nie leza doktadnie naprzeciwko siebie, lecz sa przesuniete (rysunek 2), tak
ze miejsce pekniecia wypada w jednym chromosomie przed genem, a w drugim
juz poza nim. Po wymianie powstaje chromosom pozbawiony tego genu,
a drugi az z dwoma genami. Obecno$¢ jednej duplikacji sprzyja powstawaniu
nastepnych, gdyz wskutek powtorzenia identycznych odcinkoéw w chromoso-
mach zwieksza siec prawdopodobienstwo ich prawidlowej koniugacji. Jezeli
proces taki zajdzie wielokrotnie to powstaje szereg tzw. tandem zduplikowanych
genow (ulozenie tandemowe tzn. jeden za drugim). Dalsze losy powielonych
kopii DNA moga si¢ potoczy¢ w trzech kierunkach, jako wydtuzenie si¢ genu,
dywergencja zduplikowanych genow lub zwielokrotnienie kopii tych samych
genow (25). Wydhuzanie sig genu powstaje w wyniku polaczenia ze soba
zduplikowanych kopii. Dywergencja zduplikowanych genow zachodzi poprzez
gromadzace sie mutacje. Poniewaz jeden gen pelni dalej swe funkcje, to jego
zduplikowana kopia jest uwolniona od presji selekcyjnej i zachodzace w niej
mutacje, nawet drastyczne nie sa letalne. Moze to doprowadzi¢ do wyksztalce-
nia nowego genu o zmienionych wlasciwosciach albo tez do calkowitej utraty
funkcji, w wyniku czego powstaje tak zwany pseudogen (pseudogen jest to
odcinek homologiczny do genu, ale niefunkcjonalny) (25).
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Rys. 2. Zwielokrotnienie kopii genu wskutek wielokrotnego zajscia niesymetrycznego crossing over.
Linie przerywane wskazuja miejsca pgknigé w homologicznych chromosomach.
Prostokaty oznaczaja odcinki homologiczne (geny) (25)
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Pierwotnym zrédlem zmiennoéci genetycznej organizmoéw sa mutacje czyli
zmiany zapisu informacji genetycznej. Czestotliwos¢ mutacji, w przeliczeniu na
1 zasade i 1 replikacje wynosi 1078, Wyréznia si¢ trzy kategorie mutacji:

1. genowe

2. aberracje chromosomowe

3. mutacje genomowe (dotycza zmiany liczby chromosomow).

Aberracje chromosomowe (mutacje chromosomowe) sa to zmiany struk-
tury chromosoméw, powstajace wskutek peknie¢ a nastgpnie laczenia sig
odcinké6w w odmiennym niz poprzednio porzadku. Aberracje dzieli si¢ na
cztery grupy:

a. delecje — ubytek odcinka chromosomu

b. duplikacje — podwojenie fragmentu chromosomu

c. inwersje — odwrdcenie odcinka chromosomu o 180°

Aberracje maja ogromne znaczenie dla ewolucji, gdyz zmieniajac uklady
genéw wplywaja na szanse rekombinacji miedzy nimi. Duze znaczenie maja
duplikacje, ktdre stanowia zréodlo nowych loci genowych oraz niektére inwer-
sje i translokacje prowadzace do Scistego sprzgzenia grupy genow. W wyniku
translokacji zmieniaja si¢ grupy sprzezen genowych, a nawet moze ulegac
zmianie liczba chromosomoéw (25). Takze polimorfizm genéw kodujacych
cytochromy P-450 mogt powstaé na drodze wyzej opisanych mutacji.

Polimorfizm cytochroméw P-450 a zréinicowanie etmiczne

Jak wspomniano powyzej dywergencja zduplikowanych genéw moze doprowa-
dzi¢ do wyksztalcenia nowego genu o zmienionych wtasciwosciach, albo tez do
calkowitej utraty funkcji w wyniku czego powstaje tak zwany pseudogen (25).
Gdy przeprowadzono w Etiopii badania, ktore miaty na celu stwierdzenie czy
w populagji tego kraju istnieja zduplikowane geny odpowiedzialne za wytworzenie
CYP2D6, to okazalo si¢, ze takich przypadkow jest bardzo wiele (tabela 6).
Najwyzsza frekwencja zduplikowanych form genow wystepuje w Etiopii, Arabii
Saudyjskiej i Hiszpanii, a najnizsza czgstotliwosc nosicieli omawianych genow
wystepuje w polnocnej Europie. Wysnuto hipoteze ktora zaklada, ze specyficzna
dla rejonu dieta wywarla selekcyjny nacisk na multiplikacje genéw odpowiedzial-
nych za syntezg CYP2D6. CYP2D6 metabolizuje wiele alkaioidow, a wiec
dodatkowe kopie genu odpowiedzialnego za wytworzenie CYP2D6 przyczyniaja
sie do zwiekszonej detoksyfikaciji diety zawierajacej roslinne toksyny. W Hiszpanii
wystepowanie wysokiej frekwencji zduplikowanych genow, jest by¢ moze takze
zwigzane z migracja muzulmanow, okoto 400 lat temu, na tereny Hiszpanii
z terenow Afryki i Azji Mniejszej (5, 21, 43, 44).

W innych badaniach prowadzonych na pacjentach przyjmujacych nortrypty-
ling, wykazano mozliwos¢ istnienia zduplikowanego genu CYP2D6, odpowiedzial-
nego za metabolizm tego leku. Osoby, ktore posiadaly pomnozone geny wyma-
galy zwigkszenia dawki nortryptyliny dla osiggniecia efektu terapeutycznego.
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Tabela 6. Kraje o najwyzszej czgstotliwosci wystgpowania w populacji
zduplikowanych genoéw odpowiedzialnych za biosynteze
CYP2D6 wedlug (21, 44)

Kraje Czgsto§¢ wystepowania zduplikowanych gendw
odpowiedzialnych za synteze CYP2D6
Etiopia 29%
Arabia Saudyjska 20%
Hiszpania 7-11%
Szwecja 1- 2%

Wykazano na przyklad, ze pacjent ktéry wymagat stosowania trzykrotnie
wyzszej dawki nortryptyliny, posiadat potrdjne geny kodujace CYP2D6 (21).

W konkluzji tej czesci pracy nalezy stwierdzi¢, ze wyzej opisane zjawisko moze
by¢ istotne w farmakoterapii, bowiem istnieje zwiazek miedzy liczba kopii gendw,
a metabolizmem leku. Wiadomo na przyklad, ze aktywnym metabolitem kodeiny
jest morfina. Stad tempo metabolizmu kodeiny wptywa na koncentracje morfiny
i efekt przeciwbdélowy. Klomipramina jest kolejnym przykladem leku, ktoérego
dzialanie jest zalezne od czestoSci wystgpowania alleli kodujacych CYP2D6.
Badania wykazaly, ze przyczyna dhizszego dzialania klomipraminy u osobnikow
rasy orientalnej jest przede wszystkim czgste wystgpowanie alleli CYP2D6*10
(50% w pordéwnaniu z rasa kaukaska — 5%) prowadzacych do syntezy mniej
stabilnego enzymu. Waznym czynnikiem determinujacym aktywnoS¢ enzymow
cytochromu P-450, oraz przyczyna wystepowania etnicznych roznic w metaboliz-
mie lekéw moze by¢ takze dieta (tabela 7) (4, 21).

Tabela 7. Substancje, produkty i inne czynniki nasilajace lub hamujace aktywnos¢ izoenzymow
cytochromu P-450 (15, 23)

Enzym Substancje, produkty i inne czynmk1 nasilajace| Substancje, produkty i inne czyn-
aktywnoS$¢ enzymu niki hamujugce aktywnosé enzymu

CYP 1A2 | Palenie tytoniu, spozywanie niektorych warzyw:| Sok z grapefruita, psoraleny
kapusty, brukselki, produkty zywnosciowe zawarte w pietruszce, selerach
przygotowane na grilu (obecnos¢ weglowodo- | i pasternaku, dieta uboga w biatko
réw aromatycznych), dieta bogata w biatko i bogata w weglowodany

a uboga w weglowodany

CYP 2E1 | Giodzenie, przewlekle naduzywanie alkoholu | Substancje zawarte w kapuscie
i brukselce

CYP 3A4 - Sok z grapefruita

Badania nad czestotliwoscia wystepowania fenotypu PM wzgledem CYP2D6
wykazaly, ze wsrod Buszmendw jest az 18,8 % takich osobnik6w, natomiast
najmniej nosicieli fenotypu PM CYP2D6 wystepuje wsréd Japonczykow, Chin-
czykéw, Koreanczykow i Arabow (w granicach 1-2%) (tabela 8) (26, 29).
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Tabela 8. Czestotliwoéé wystgpowania fenotypu PM wzgledem CYP2D6 (26, 29)

. , Japonczycey, Chinczycy, .
Rasa Rasa biata | Jordasiczycy Koreahczycy, Arabowie Buszmeni
czesto§é wystepowania fenotypu
PM dla CYP2D6 (%) 6-10 71 1—2 18,8

Ryzyko choréb zwiazane z wystepowaniem polimorfizmu cytochromu P-450

Od wielu lat prowadzone sa badania, ktére maja na celu potwierdzenie istnie-
nia zwiazku pomiedzy polimorfizmem cytochromu P450 a ryzykiem wyste-
powania takich chor6b jak: nowotwory pluc, nerek, pecherza moczowego,
watroby, niektoére postaci biataczki, choroba Parkinsona, schizofrenia czy
choroba Alzheimera (AD) (6, 9). Zwiazki polimorfizmu cytochromow z ryzy-
kiem wystapienia nowotwordéw wynikaja z faktu, ze niektore izoenzymy cyto-
chromu P-450 (np. CYP1A1, CYP3A4, CYP2E1) maja zdolno$¢ do metaboliz-
mu wielu zwiazkéw pro-karcynogennych (na przyktad: benzopirenu, dibenzo-
antracenu, nitrozoaminy wystepujacej w dymie tytoniowym, czy aflatoksyny
B1 w pozywieniu) (9, 13, 30). U oséb o typie PM wzgledem CYP2E1 stwier-
dzono zwiekszona zachorowalno$¢ na raka phic w poréwnaniu z grupa kont-
rolna, dotyczylo to szczegdlnie palaczy tytoniu (3). Potrzebne sa jednak dalsze
badania dla potwierdzenia roli fenotypu metabolicznego jako predyktora wy-
stepowania nowotworow (3, 8). Osobnicy o fenotypie PM wobec CYP2C19
wykazuja czestsza zachorowalno$¢ na niektore postaci nowotworu skory (48).
CYP2C19 wystepuje w duzej ilosci w watrobie, mozna wigc podejrzewaé, ze
zmiany w jego aktywnosci odgrywaja takze istotna role w symptomatologii
niewydolnosci watroby (48). Na ryzyko pojawienia si¢ objawow choroby
Parkinsona moze mie¢ wplyw genetycznie uwarunkowany niedobor CYP2D6.
Przyczyna tego zjawiska jest mutacja genowa, na skutek ktorej arginina zostaje
zastapiona cysteing (2, 9, 41). Sugeruje si¢, ze niedobdér CYP2D6 moze zwal-
nia¢ metabolizm i tym samym inaktywacje réznego rodzaju neurotoksyn
pochodzenia endo- i egzogennego.

Naturalnie, nie we wszystkich rodzajach zaburzen psychicznych i neuro-
logicznych cytochrom P-450 odgrywa istotna role. U chorych na schizofrenie
aktywnos$¢ enzymu CYP2D6 byla porownywalna z aktywno$cia tego enzymu
u o0s6b zdrowych (47).

Nie stwierdzono tez jednoznacznej korelacji miedzy wystgpowaniem dys-
kinez na tle stosowania neuroleptykéw, a obnizona aktywnoscia CYP2D6
(47). W sumie wydaje si¢, ze zbyt malo badan przeprowadzono wérdd lu-
dzi cierpiacych na wyzej wymienione choroby, aby mozna byto potwierdzic¢
korelacje pomiedzy polimorfizmem cytochromu P-450, a pojawieniem si¢ ich
symptomow.
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Metodyki fenotypowania

Polimorfizm metaboliczny mozna okresli¢ przy pomocy techniki fenotypowa-
nia lub genotypowania, Fenotypowanie pozwala na podzielenie pacjentéw na
grupy: PM, EM i UM, pod wzgledem szybkosci metabolizowania lekéw. Dla
oceny typu metabolizmu uzywa si¢ substancji modelowych (tabela 9). Ich
metabolizm przebiega tym samym torem co lekdéw, na przyklad, z grupy
srodkéw przeciwdepresyjnych czy neuroleptycznych. Jednym z najczgsciej sto-
sowanych testow jest tak zwany test debrizochinowy. W tym celu jako substrat
podaje si¢ debrizoching (D), w dawce doustnej (10 mg), a nastepnie oznacza
sie ilo§¢ wolnej debrizochiny w stosunku do jej zhydrolizowanego metabolitu
(4-OH debrizochina), w oSmiogodzinnej zbidérce moczu. Z uzyskanych war-
tosci stezen oblicza sie wspolczynnik metabolizmu MR =D/40OHD. Przyjmuje
sie, ze osobnicy wykazujacy wartosci MR powyzej 12,6 reprezentuja fenotyp
,,Stabo metabolizujacy” (PM), osoby o wspolczynniku MR ponizej 12,6 naleza
do grupy ,,szybko metabolizujacych” (EM). Rzadko spotyka sie natomiast
ludzi ultra-szybko metabolizujacych posiadajacych zduplikowana forme genu
odpowiedzialnego za wytworzenie CYP2D6. Tacy pacjenci wykazuja warto$¢
wspolczynnika MR < 0,1 (10).

Tabela 9. Substraty modelowe uzywane w badaniach in vitro (15)

CYP1A2 | CYP2CY/10 [ CYP2C19 |CYP2D6 CYP2E1 CYP3A4
substraty kofeina |tolbutamid |mefenytoina |sparteina chlorzoksazon | erytromycyna
uzywane debrizochina midazolam
w badanijach dekstrome- dekstrome-

torfan* torfan**
dapson |

* Oznaczanym metabolitem jest, powstajacy w wyniku reakcji O-demetylacji dekstrometorfanu przeprowa-
dzonej przez CYP3A4, metoksymorfinan
** Oznaczanym metabolitem jest, powstajacy w wyniku reakcji N-demetylacji dekstrometorfanu przeprowa-
dzonej przez CYP2DS6, dekstrorfan

Test sparteinowy jest wykonywany podobnie: po podaniu 100 mg spar-
teiny (S) doustnie dokonuje si¢ pomiaru iloéci wydalonej substancji i jej hydro-
ksymetabolitu, w szesciogodzinnej zbidérce moczu. Warto$ci ponizej 20 Swiad-
cza o fenotypie EM, wartoSci powyzej 20 o fenotypie PM. Alternatywa do
testow D/S (22) jest stosowanie dekstrometorfanu i ocenianie zawartosci jego
metabolitow w §linie. Przy wymienionych testach pomiar metabolitu oraz
substratu w moczu lub §linie wykonuje si¢ metoda wysokosprawnej chroma-
tografii cieczowej (High Performance Liquid Chromatography) (1, 10, 11, 19).

Rozwbj biologii molekularnej przyczynit sie takze do doktadnego badania
genotypéw metabolicznych. Opracowano odpowiednie testy diagnostyczne,
ktére maja na celu wykrycie oséb z defektami enzymatycznymi. Stalo sie to
mozliwe dzigki rozwinieciu nowych technik, takich jak PCR (Polimerase Chain
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Reaction) i RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism). Testy te
stosowane sa nie tylko do diagnostyki choréb uwarunkowanych genetycznie,
ale roéwniez w innych dziedzinach biologii np. w diagnostyce wirusologicznej,
przy wykrywaniu antygendéw HLA, czy w medycynie sadowej. Metoda RFLP
pozwala na bezpo$rednie badanie zmiennosci DNA. Badanie to polega na
analizie wielkos$ci fragmentow uzyskanych przez cigcie czasteczek DNA enzy-
mami restrykcyjnymi lub sekwencjonowaniu wybranych fragmentéw. Znale-
zienie okreSlonych gendéw czy innych homologicznych sekwencji DNA u roz-
nych osobnikoéw nie jest proste, z powodu ogromnych rozmiar6w genomu,
ktory u Eucaryota zawiera od 108 do 10*! par zasad (25).

Jak wspomniano do okreSlania zmiennosci DNA stosuje si¢ enzymy restryk-
cyjne. Rozpoznaja one specyficzne sekwencje kilku nukleotydow. Uzyskane w ten
sposob fragmenty DNA rozdziela si¢ metoda elektroforetyczna. Tempo wedrowki
DNA jest odwrotnie proporcjonalne do wielkosci czasteczek, a wynikiem sa
prazki zlokalizowane w roznej odlegloéci od punktu startowego. Ich obecno¢
wykrywa si¢ przy uzyciu autoradiografii albo przez barwienie srebrem lub
barwnikiem fluoryzujacym. Wielko$¢ fragmentéw DNA okresla si¢ przez porow-
nanie ich polozenia w stosunku do umiejscowienia fragment6w o znanej wielkosci,
zwanych standardami. Réznice w ukladzie prazkéw miedzy osobnikami swiadcza
o polimorfizmie dlugosci fragmentéw uzyskanych przy pomocy enzymow
restrykcyjnych. Do identyfikacji badanych sekwencji DNA wykorzystuje si¢
sondy. Sonde stanowi najczescie] wyizolowany fragment DNA, namnozony
w bakteriach przez klonowanie w wektorach (wektorami sa glownie plazmidy
bakteryjne — niewielkie, zamknigte w pierscien czasteczki DNA odpowiedzialne
miedzy innymi za oporno$¢ bakterii na antybiotyki — lub tez bakteriofagi).
Zrekombinowany DNA wektora zawiera wprowadzony do niego fragment DNA
innego organizmu. Ze wzglgdu na zdolno§¢ kazdej nici DNA do laczenia sie
z nicia komplementarna, sondy takie umozliwiaja znalezienie w gigantycznych
genomach sekwencji homologicznych. Sondy pozwalaja wigc na zidentyfikowanie
homologicznych odcinkow DNA (46).

Oprocz badan in vive na uwage zashiguja rozwijajace sie techniki badan in
vitro. Dzigki nim mozna uzupelni¢ szereg wiadomosci z zakresu roli specyficz-
nych enzymoéw cytochromu P-450 w metabolizmie lekéw i ich interakcjach.
Leki moga oddziatywaé w dwojaki sposdb na enzymy: jako substraty oraz
poprzez wplyw na ich aktywnos$¢ (jako inhibitory lub induktory) (tabela 10).
W badaniach in vitro wykorzystuje sie tkanki watroby, kolonie drozdzy,
bakterie, komoérki owaddéw, posiadajace specyficzne enzymy cytochromu
P-450. Nalezy jednak zawsze bra¢ pod uwage fakt, ze aktywnosc czy stezenie
enzymu w Zywym organizmie, w badanej tkance, moze by¢ inne niz w klonach
komérek wyhodowanych w warunkach laboratoryjnych. Zywy organizm bo-
wiem poprzez cale Zycie narazony jest na szereg czynnikow, ktore moga
modyfikowac aktywno$é enzymoéw. Do tych czynnikdéw naleza leki, palenie
tytoniu, przebyte choroby, a takze wiek i ple¢. Uzycie komoérek innych niz
ludzkie do pewnego stopnia utrudnia wigc interpretacje wynikow (15).
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Tabela 10. Podstawowe inhibitory i induktory enzymoéw z rodziny cytochromu P-450
(15, 23, 30, 36, 42)

inhibitory induktory
CYP1A2 amiodaron, cimetydyna, fluorochino- | insulina, metylocholantren, nafcylina,
lony, fluwoksamina, furafilina, omeprazol

CYP2C9/10 | amiodaron, flukonazol, fluwastatyna, | barbiturany, rifampicyna
fluwoksamina, isoniazyd, fenytoina

CYP2C19 | ketokonazol, cimetydyna, felbamat, barbiturany, fenytoina, rifampicyna
fluoksetyna, fluwoksamina

CYP2D6 cimetydyna, wigkszos¢ SSRI*, karbamazepina, rifampicyna,
neuroleptyki, TLPD**, chinidyna fenobarbital (?)**+*

CYP2E1 dietyloditiokarbaminian, disulfiram etanol, izoniazyd, izopropanol, klofibrat

CYP3A4 cimetydyna, erytromycyna, ketokonazol, | barbiturany, erytromycyna, estradiol,
flukonazol, etinyl estradiol, progestyny | karbamazepina, fenytoina, rifampicyna

* SSRI — selektywne inhibitory wychwytu serotoniny
** TLPD — tréjpierécieniowe leki przeciwdepresyjne
*** O mozliwoécl indukcji CYP2D6 donosili Spina i wsp. (1995) — karbamazepina — oraz Parkinson (1996)
— rifampicyna, fenobarbital.
Informacje te nie znalazly jednak do chwili obecnej jednoznacznego potwierdzenia.

Znaczenie fenotypowania

W ostatnich latach dzigki osiagnigciom farmakogenetyki mozliwe jest okres-
lenie fenotypu, a takze genotypu pacjenta w celu doboru indywidualnego
dawkowania leku, wyboru wlasciwego leku, oraz uniknigcia niepozadanych
dzialan lekow. Fenotypowanie i genotypowanie uzupelniaja si¢ wzajemnie.
Fenotypowanie moze dostarczy¢ lekarzowi informacji bardziej bezposrednio
zwiazanej z praktyka lekarska, gdyz umozliwia szybkie podjecie decyzji co do
dawkowania leku, a zatem stuzy poprawie skutecznoSci i tolerancji terapii.
Osoby nalezace do grupy stabo metabolizujacych czgsto wymagaja odstawienia
leku z powodu braku jego tolerancji. Fenotypowanie moze takze zastapic, do
pewnego stopnia, monitorowanie stezenia lekéw w klinice, co ma szczegblne
znaczenie w przypadku pacjentow nie reagujacych na lek, lub nie tolerujacych
lekéw ze wzgledu na dzialanie niepozadane, oraz u oséb starszych ze wspol-
istniejacymi schorzeniami uktadu krazenia, nerek czy watroby. Fenotypowanie
umozliwia prawidlowe dawkowanie leku poprzez indywidualne dostosowanie
dawki. Wystarczy wykona¢ je raz w zyciu, a wyniki moga shuzy¢ przy stoso-
waniu wielu lekéw bedacych substratami danego cytochromu, przez cale zycie
pacjenta. Dlatego koszty badania fenotypu sa mniejsze niz prowadzenie terapii
monitorowanej. Naturalnie, chociaz obie metody uzupelniaja si¢ do pewnego
stopnia, nie moga si¢ natomiast zastapi¢. Terapia monitorowana umozliwia
zbadanie nie tylko genetycznie uwarunkowanego indywidualnego typu meta-
bolicznego, ale punadto uwzglednia zmiany w biodostgpnosci lekow, ich dy-
strybucji w organizmie, eliminacji przez nerki itp.



FENOTYPOWANIE METABOLI{ZMU LEKOW 299

Pismiennictwo

10.

11.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

. Adnan E.Y., Kutaiba C., Cazemiro R.M.: A simplified and rapid test for acetylator

phenotyping by use of peak height ratio of two vrinary caffeine metabolites. Clin.Chem.1989,
35/5, 848-851.

. Armstrong M., Daly AXK., Cholerton S., Bateman D. N., Idle J. R.: Mutant debrisoquine

hydroxylation genes in Parkinson’s disease Lancet 1992, 339, 1017-1018.

. Ayesh R., Idle J.R., Ritchie J.C., Crothers M.J., Hetzel M.R.: Metabolic oxidation phenoty-

pes as markers for susceptibility to lung cancer. Nature 1984, 312, 169-170.

. Balant-Gorgia A.E., Gex-Fabry M., Balant L.P.: Clinical pharmacokinetics of clomipramine.

Clin. Pharmacokinet. 1991, 20(6), 447-62.

. Beszlej J.A., Kiejna A.: Znaczenie dla psychiatrii badania genetycznego polimorfizmu utlenia-

nia lekow. Psychiatria Pol. 1995, 29, 45-56.

. Cervilla A., Russ C., Holmes C., Aitchison K., Smith C. A. D., Powell J., Lovestone S.:

CYP2D6 polymorphisms in Alzheimer’s disease,with and without extrapyramidal signs, sho-
wing no apolipoprotein E 4 effect modification. Biological Psychiatry 1999, 45, 426-429.

. Chang W.H., Augustin B., Lane H.C., ZumBrunnen T., Liu H.C., Kazmi Y., Jann M.W.:

In-vitro and in-vivo evaluation of the drug-drug interaction between fluvoxamine and cloza-
pine. Psychopharmacology 1999, 145, 91-98.

. Christensen P.M., Gotzsche P.C., Brosen K.: The sparteine/debrisoquine (CYP2D6) oxida-

tion polimorphism and the risk of lung cancer:a meta-analysis. Eur. J. Clin. Pharmacol.
51, 389-393.

. Coutts T.R., Urichuk L.J.: Polimorphic cytochromes P450 and drugs used in psychiatry

Cellular and Molecular Neurobiology 1999, 3, 325-354.

Daniel W. A. : Farmakogenetyka: polimorfizm genetyczny metabolizmu lekéw — charakterys-
tyka ogodlna, znaczenie kliniczne, fenotypowanie. Nalepa I., R.Przewlocki, Biomedycyna
Molekularna, XIV Zimowa Szkola Instytutu Farmakologii PAN Mogilany 1997, 39-48.
Derenne F, Joanne C.,Vandel S., Bertschy G., Volmat R., and Bechtel P.: Debrisoquine Oxidative
Phenotyping and Psychiatric Drug Treatment. Eur. J.Clin.Pharmacol 1989, 36, 53-58.

. Dreyer M., Rudiger H. W.: Genetic defects of human receptor function. Trends Pharmacol.

Sci. 1988, 9, 98-102.

Eaton D.L., Gallagher E.P., Bammler T.K.: Role of cytochrome P4501A2 in chemikal
carcinogenesis: implikations for human variability in expression and enzyme activity. Phar-
macogenetics 1995, 5, 259-74 (abstract).

Eichelbaum M., Spannbruckner N., Steincke B., Dengler H. J.: Defective N-oxidation of
sparteine in man: a new pharmacogenetic defect. Eur. J. Clin. Pharmacol. 1979, 16, 183-187.
Glue P., Clement R. P.: Cytochrome P450 enzymes and drug metabolism-basic concepts and
methods of assessment. Cellular and Mol. Neurob. 1999, 3, 309-323.

Goldstein J. A., Faletto M. B., Romkes-Sparks M., Kitareewan S., Raucy J. L., Lasker J. M.,
Ghanayen B. 1.: Evidence that CYP2C19 is the major (S)-mephenytoin 4’hydroxylase in
humans. Biochemistry 1994, 33, 1743-1752.

Gonzales F. J., Skoda R. C., Kimura S.: Characterization of the common genetic defect in
humans defficient in debrisoquine metabolism. Nature 1988, 331, 442-446.

Gonzalez F. J., Idle J. R.: Pharmacogenetic Phenotyping and Genotyping. Present status and
future potential Clin. Pharmacokinet., 1994, 26, 59-70

Henthorn T.K., Benitez J., Avram M.J., Martinez C., Llerena A., Cobadela J., Krejecie T.C.,
and Gibbons R.D.: Assessment of the debrisoquin and dextromethorphan phenotyping tests
by gaussian mixture distributions analysis. Clin. Pharmacol. Ther. 1989, 328-33.

Inaba T., Nebert D. W., Burchell B., Watkins P. B., Goldstein J. A., Bertilsson L., Tucker G.T.:
Pharmacogenetics in clinical pharmacology and toxicology. Can. J. Physiol. Pharmacol. 1995,
73, 331-338.



300 URSZULA PYCH I INNI

21.

22,

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

3L

32.

33

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

4].

Eva Lundquist, Inger Johansson, Magnus Ingelman-Sundberg M.: Genetic mechanisms for
duplication and multiduplication of the human CYP2D6 gene and methods for detection of
duptlicated CYP2D6 genes. Gene 226, 1990, 327-338.

Jarema M.: Wybrane zagadnienia z psychofarmakologii. Kostowski W., Puzynski S. (red.)
Psychofarmakologia doswiadczalna i kliniczna PZWL, Warszawa 1996, 229-235.

Johnson M.D., Newkirk G., White J.R.: Istotne klinicznie interakcje lekowe. Medycyna po
Dyplomie 2000, 1, 111-123.

Kubikowski P., Kostowski W.: Biotransformacja lekéw w organizmie w.: Kostowski W.,
Kubikowski P. (red.): Farmakologia. Podstawy farmakoterapii i farmakologii klinicznej.
PZWL Warszawa, 1996, 39-43.

Krzanowska H.: Zapis informaciji genetycznej. Krzanowska H., Lomnicki A., Rafifski 7T,
Szarski H., Szymura J. M.: Zarys mechanizmow ewolucji. PWN Warszawa 1997, 91-93

Lin H. J., Han Ch-Y,, Lin B.K., Hardy S.: Slow acetylator mutations in the human polymor-
phic N-acetyltransferase gene in 786 Asians, Blacks, Hispanics and Whites: Application to
metabolic epidemiology. Am. J. Hum. Genet. 1993, 52, 827-834.

Mahgoub A., Idle I.R., Dring D.G., Lancaster R., Smith R.L.: Polymorphic hydroxylation
of debrisoquine in man. Lancet 1977, 2, 584-586.

Mazur M., Szadowska A.: Uklad autonomiczny II ~ Mechanizmy adrenergiczne w.: Kostow-
ski W., Kubikowski P. (red.): Farmakologia. Podstawy farmakoterapii i farmakologii klinicz-
nej. PZWL Warszawa, 1996, 326.

McLellan, R. A., Oscarson M., Seidegard J., Evans D. A. P., Rannung A. and Ingelman-
-Sundberg M.: Frequent occurence of CYP2D6 gene duplication in Sandi Arabians. Phar-
macogenetics. 1997, 7, 187-91.

Meszaros J.: Enzymow i1 lekow ciag dalszy, czyli po co nam cytochrom P450. Terapia i leki.
1999, 34, 22.

Muiras M L., Verasdonck P., Cottet F., Schachter F.: Lack of association between human
longevity and genetic polymorphisms in drug-metabolizing enzymes at the NAT2, GSTM1
and CYP2D6 loci. Hum Genet. 1998, 102, 526-32.

Naranjo C.A., Sproule B.A. and Sproule D.M.: Metabolic interactions of central nervous
system medications and selective serotonin reuptake inhibitors. International Clinical Psycho-
pharmacology 1999, 14, 35-47.

Nebert D. W., Mc Kinnon R. A, Puga A.: Human Drug metabolizing Enzyme Polymor-
phisms: Effect on Risk of Toxicity and Cancer. DNA Cell Biol. 1996, 15, 273-280.
Oscarson M., Gullsten H., Rautio A., Bernal M. L., Sinues B., Dahl M. L., Stengard J. H.,
Pelkonen O., Raunio H., Ingelman-Sundberg M.: Genotyping of human cytochrome P450
2A6 (CYP2AS6), a nicotine C-oxidase. FEBS-Lett. 1998 Nov 6; 438(3): 201-5.

Parkinson A.: An overview of current cytochrome P450 technology for assessing the safety
and efficacy of new materials. 1996, Toxicol. Pathol. 24: 4-57.

Peng G.S.,Wang M.F., Chen C.Y.,Luu S.U,, Chou H.C,, Li TK. and Yin S.J.: Involvement
of acetaldehyde for full protection against alcocholism by homozygosity of the variant
allele of mitochondrial aldehyde dehydrogenase gene in Asians. Pharmacogenetics 1999,
9, 463-476.

Plaznik A.: Praca zbiorowa pod redakcja Daniel W. A.: Materialy na sympozjum pt.:
,.Leczenie skojarzone schorzefi psychicznych” wydane przez Instytut Farmakologii PAN
I.C.B.M., Krakow 1996, 37-50

Preskorn S.H., MD Clinical Pharmacology of Selective Serotonin Reuptake Inhibitors. 1996
Puzyniski S.: Interakcje selektywnych inhibitorow wychwytu serotoniny (SI-SHT, SSRI).
Farmakoterapia w Psychiatrii i Neurologii 1999, 2, 74-116.

Puzynski S.: Leki przeciwdepresyjne. Kostowski W., Puzynski S. (red.) Psychofarmakologia
doswiadczalna 1 kliniczna PZWL, Warszawa 1996, 397.

Smith C.A.D., Gough A.C., Leigh P. N.: Debrisoquine hydroxylase gene polimorphism and
susceptibility to Parkinson’s disease. Lancet 1992, 339, 1375-1377.



FENOTYPOWANIE METABOLIZMU LEKOW 301

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51

Spina E., Avenoso A., Campo G. M., Caputi A. P., Perucca E.: The effect of carbamazepine
on the 2-hydroxylation of desipramine. Psychopharmacology 1995, 117, 413-416.

Steijns LS, Van Der Weide J.: Ulirarapid drug metabolism: PCR — based detection of
CYP2D6 gene duplication. Clin Chem. 1998, 44, 914-7.

Steiner E., Bertilsson L., Juliette Swe, Ingegrd Bertling, and Folke Sjqvist.. Polymorphic
Debrisoquin hydroxylation in 757 Swedish subjects. Clin Pharmacol Ther. 1988, 44, 431-435.
Sun F., Tsuritani I., Honda R., Ma Z. Y., Yamada Y.: Association of genetic polymorphisms
of alcohol-metabolizing enzymes with excessive alcohol consumption in Japanese men. Hum
Genet 1999, 105, 295-300.

Szymura JM.: Zmienno§¢ w populacjach naturalnych.: Krzanowska H., Lomnicki A., Rafin-
ski J., Szarski H., Szymura J. M.: Zarys mechanizmow ewolucji. PWN Warszawa 1997, 91-93.
Tyczyiski K., Niedzwiedzka I.: Pozne dyskinezy. Farmakoterapia w psychiatrii i neuro-
logii.1999, 326-58.

Tsuneoka Y., Fukushima K.: Genotype analysis of the CYP2CI19 genein the Japanese
population. Life Sciences 1996, 20, 1711-1715.

Wedlund P.J., Aslanian W.S., McAllister C.B., Wilkinson G.R., Branch R.A.: Mephenytoin
hydroxylation deficiency in Caucasians: Frequency of a new oxidative drug metabolism
polymorphism. Clin. Pharmacol. Ther. 984, 36, 773-780.

‘Wrighton S.A., Stevens J.C., Becker G.W., Vanden-Branden M.: Isolation and characteriza-
tion of human liver cytochrome P-450 2C19: correlation between 2C19 and S mephenytoin
4-hydroxylation. Arch Biochem. Biophys. 1993, 306, 240-245.

Yokota Q. 1., Tamura S., Furuja H., Kimura S., Watanabe M., Kanazawa 1., Kondo 1.,
Gonzales F. I.: Evidence for a new variant CYP2D6] in a Japanese population associated with
lower in vivo rates of sparteine metabolism. Pharmacogenetics 1993, 3, 256-263.





