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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biochemickych véd

Kandidat: Blanka Cerna

Skolitel: Doc. PharmDr. Martin Beranek, PhD.

Nazev diplomové prace: Thiopurin S-methyltransferasa — klinicky vyznam

genotypizace a fenotypizace

Thiopurin S-methyltransferasa (TPMT) katalyzuje S-methylaci thiopurinovych
léCiv jako jsou 6-merkaptopurin a thioguanin. Polymorfismy v genu pro TPMT
predstavuji dalezity fakt v oblasti klinické farmakogenetiky. Velké rozdily ve stupni
aktivity TPMT v lidské tkani jsou dusledkem pfitomnosti mutace v genu pro tento
enzym. Tyto polymorfismy jsou tak dulezitym faktorem v U€innosti IéCby thiopuriny.
Nizk& hodnota aktivity enzymu se objevuje v pfitomnosti mutace v genu pro tento
enzym, vy$Si hodnota aktivity enzymu naopak bez pfitomnosti mutace.

Genotypizovali jsme TPMT gen pomoci metody real-time PCR u vybrané
skupiny pacientd (n=55) s autoimunitnimi onemocnénimi. Pacienti byli v primérném
véku 16,7 roku. Z nesrazlivé krve sbirané do EDTA (n=55) byla izolovana DNA pomoci
QIAmp Mini Kitu (Qiagen, Némecko) a pouZita pro genotypizaci enzymu TPMT.
Genotypizace byla provedena metodou real time PCR metody v Light Cycleru (Roche,
Némecko). TPMT byla fenotypizovana na Lékarské fakulté v Hradci Kralové na Ustavu
farmakologie. Pro fenotypizaci byl pouzit lyzat suspenze erytrocytl (krev byla sbirana
do Li-heparinizovanych zkumavek) a pro stanoveni aktivity enzymu TPMT byla pouzita
RP-HPLC (C18) metoda s gradientovou eluci.

Bylo potvrzeno, Ze aktivita enzymu TPMT zavisi na genotypu TPMT. Nizka
hodnota aktivity enzymu byla nalezena u mutovanych alel, TPMT*3A. Vy3§i hodnoty
aktivit jsme potvrdili u pacientd swild type alelou (TPMT"1). Retenéni ¢&as
6-methylmerkaptopuirnu (6-MMP) byl 8,5 min a aktivita enzymu byla vyjadiena jako

koncentrace vzniklého 6-MMP za 1 hod na 1 ml suspenze erytrocytu.
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Thiopurine S-methyltransferase catalyzes S-methylation thiopurine’s drugs
such as 6-mercaptopurine and thioguanine. TPMT genetic polymorphisms represent an
important role in clinical pharmacogenetics. The differences in TPMT activity result
from mutations in gene for TPMT. The polymorphisms are important factor in efficacy
of treatment by thiopurine drugs. Patients inheriting low activity of enzyme TPMT have
mutated allels, patients inheriting high activity of TPMT are usualy wild types.

TPMT gen was genotypized by method real-time PCR in volunteers (n=55) with
autoimmune diseases. The average of patient’'s age was 16,7 years. From blood
collected into EDTA DNA was isolated by using QIAmp Mini Kit (Quiagen, Germany)
and it was used for genotyping of TPMT. Genotyping was carried out by real-time PCR
in LightCycler (Roche, Germany). TPMT was phenotypized in Hradec Kralové in
Medical Faculty of Charles University in Department of Pharmacology. The lysate of
suspension of erythrocyte was used for phenotyping (The blood was collected into
Li-heparinized tubes) and for phenotyping RP-HPLC with gradient was used.

The activity of enzyme TPMT depends on genotype of TPMT. The low activity
of TPMT was observed in mutated samples (TPMT *3A), the high activity was observed
in wild type allels (TPMT"1). Retention time of 6-MMP  was
8,5 minutes and the activity of TPMT was shown like concentration 6-MMP

in 1 hour in 1 ml of suspension of erythrocytes.
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TEORETICKA CAST

1. Uvod a cile diplomové préace

Thiopurin S-methyltransferasa (TPMT) se fadi mezi tzv. biotransformacni
enzymy. Biotransformace je dllezity proces, jehoz cilem je vylouceni cizorodé latky
zorganismu. Béhem tohoto procesu je puavodné lipofilni latka preménovana
na hydrofilni, kterou je mozné snadno vyloucit ledvinami. Jde o metabolickou pfeménu
pro organismus cizorodych latek, tzv. xenobiotik.

Biotransformace probiha ve tfech fazich. Prvni je faze transformacni, navazuje
druhd faze konjugacni a ve ftfeti fazi, ktera neni fazi biotransformacni, se jedna
o eliminaci xenobiotika z organismu. V prvni fazi vznikaji latky méné nebo vice toxické
nez latka pavodni, ve fazi druhé vznikaji témér bez vyjimky latky netoxické.

Pro cil této prace je nejvice vyznamna faze konjugaéni. Mezi nejvyznamnéjsi
enzymy této faze patfi TPMT. DalSimi enzymy jsou
glukuronyltransferasa, glutathione — S — transferasa, N — acetyltransferasa.  Hlavnimi
konjuga¢nimi  reakcemi jsou sulfatace, acetylace, glukuronidace, tvorba
kys. merkapturové a methylace.

Thiopurinova |é€iva, napf. azathioprin, jsou podavana pacientim
s autoimunitnimi onemocnénimi, s akutni lymfoblastickou leukémii a s idiopatickymi
stfevnimi zanéty. U deficitu nebo snizené aktivity enzymu TPMT dochazi pfi podani
standardni davky léCiva k cytotoxickym stavim, které ohrozuji zivot. V zavislosti na
aktivité tohoto enzymu jsou urlovany davky léCiv pro pacienty. Diplomova prace se
vénuje genetickym zménam, které podmifuji zmény v katalytické aktivité enzymu,
a onemocnénim, ktera s témito defekty souviseji.

Cilem prace bylo vytvofit pFehled pouZivanych metod v minulosti
i souCasnosti pro fenotypizaci a genotypizaci TPMT, genotypizovat a fenotypizovat
vySetfovany soubor pacientll (n=55) a zhodnotit shodu aktivity s genotypem TPMT

s predchozimi studiemi.



2. Thiopurin S-methyltransferasa (TPMT)
2.1 TPMT a jeji struktura

TPMT (EC 2.1.1.67, S-adenosyl-L-methionin: thiopurin S-methyltransferasa,
thiopurine S-methyltransferase) je cytosolicky enzym, ktery katalyzuje S-methylaci
aromatickych a heterocyklickych sulfhydrylovych slou€enin, jez jsou obsazeny
v thiopurinovych léCivech. TPMT se vyskytuje v rliznych tkanich, v ledvinach, jatrech
a v tenkém i tlustém stfevu.

TPMT gen je lokalizovdn na chromosomu 6p22.3 a skldda se z deviti intronU
a deseti exonu. Tento gen ma velikost cca 27kb (Seki et al., 2000).

LidskdA forma TPMT obsahuje 245 aminokyselin (obr.1). Jeji relativni
molekulova hmotnost je 28180
(www.brenda-enzymes.info/index.php4?page=sequences/seq.php4?1D=124783).

Struktura enzymu je spojena s jeho zakladni charakteristikou. Pro pfehled

uvadim funkéni parametry TPMT v tab. I.

MDGTRTSLDI EEYSDTEVQK NQVLTLEEWQ DKWVNGKTAF HQEQGHQLLK
KHLDTFLKGK SGLRVFFPLC GKAVEMKWFA DRGHSVVGVE ISELGIQEFF
TEQNLSYSEE  PITEIPGTKY  FKSSSGNISL  YCCSIFDLPR  TNIGKFDMIW
DRGALVAINP GDRKCYADTM FSLLGKKFQY LLCVLSYDPT KHPGPPFYVP
HAEIERLFGK  ICNIRCLEKV DAFEERHKSW  GIDCLFEKLY  LLTEK

Obr.1. Sekvence aminokyselin odpovidajici lidské TPMT
(www.brenda-enzymes.info/index.php4?page=sequences/seq.php4?1D=124783)



Tab.1 Funkéni parametry TPMT
(www.brendaenzymes.info/php/result_flat.php4?ecno=2.1.1.67&Suchword=&organism

%5B%5D=Homo+sapiens&show_tm=0)

Funkéni parametr,
molekularni Hodnoty Poznamka

charakteristika

Hodnota specifické
Specificka aktivita 1,03 ymol/min/mg aktivity zavisi na pouzité

metodice

pH optimum 6,7

23% aktivity enzymu se
ztraci po 20 min zahfivani
Tepelna stabilita 45°C, maximum 56°C pfi 45°C, 95% aktivity je
ztraceno uz po 6 min pfi

56°C

Molekulova hmotnost viz vySe.

TPMT je tvofena deviti beta skladanymi listy a alfa helixy, které se mezi nimi

nachéazeji. Struktura lidské TPMT je znazornéna na Obr.2.

S - adenosyl - L - homocystein
Obr.2 Struktura lidské TPMT (hTPMT) (Wu et al., 2007)
B —listy jsou znageny zelené a a — helixy modfe, vyskytujici se mutace jsou
vyznaceny Cervené. S -adenosyl- L —homocystein (SAH), navazany v aktivnim
misté, je zde vyznacen kulickovym modelem (uhlikové atomy Sedivé, dusik modfe,

kyslik Cervené a sira Zluté).




Vyzkum struktury hTPMT vychazel z mySi TPMT. Mysi TPMT se z 80% podoba
TMPT lidské. Je tvofena 240 aminokyselinami (obr.3) a relativni molekulovd hmotnost
odpovida 27586 (Peng et al., 2008). Struktura mTPMT je ukadzana na obr.4.

MSLDMKEHPD AEVQKNQVLT LEDWKEKWVT RHISFHQEQG HQLLKKHLDT
FLKGQSGLRV FFPLCGKAIE MKWFADRGHT VVGVEISEIG [IREFFAEQNL
SYTEEPLAEI AGAKVFKSSS GSISLYCCSI FDLPRANIGK FDRIWDRGAL
VAINPGDHDR YADIILSLLR KEFQYLVAVL  SYDPTKHAGP PFYVPSAELK
RLFGTKCSMQ CLEEVDALEE RHKAWGLDYL FEKLYLLTEK

Obr. 3 Aminokyselinova sekvence pro mysi TPMT

(www.brendaenzymes.info/index.php4?page=sequences/seq.php4?ID=174812)

[ © B- skladané listy
a - helixy
Obr.4 Struktura mTPMT (Peng et al., 2008)
Jadro enzymu, tvofeno B - listy a a - helixy, je modroSedivé zbarveno, oblasti
charakteristické pro mTPMT jsou vyznaceny fialové. V aktivnim misté je navazan SAH

(oranzové) a 6 - MP.



2.2 Funkce a vlastnosti TPMT

V soucasné dobé neni znam zadny endogenni substrat pro tento enzym a jeho
biologicka role tak zUstava nejasna (Fessing et al., 1998).

Jednda se o0 enzym katalyzujici methylaci substratu (thiopurin) pomoci kofaktoru
(S - adenosyl - L - methionin; SAM). Methylace obecné znamena pfenos methylové
skupiny z donoru (S — adenosyl - L - methioninu) na akceptor
(napf. 6 - merkaptopurin). Umoznuji ji methyltransferasy. N —a O — methylace jsou
dilezité pfi inaktivaci biogennich amind a S—methylace pfi detoxokaci thiopurin(,

hydrogensulfidu a merkaptanu (obr.5).

S — adenosyl — L - methionin thiopurin S —adenosyl — L - homocystein methylovany

thiopurin
Obr.5 Methylace thiopurinu
(http://Iwww.brenda-enzymes.info/Mol/reaction-popup.php4?id=43910&type=I1&d
isplayType=marvin)

SAM vznika pfenosem adenosylu z ATP na atom siry methioninu. SAM je
donorem nukleovych kyselin, polyamind, proteint, fosfolipidi. SAM transmethylacni
reakci katalyzovanou TPMT vznika S — adenosyl - L- homocystein (SAH), ktery je pak
nasledné hydrolyzovan na homocystein. Ten je pak pfeveden na methionin. Tyto

reakcni déje jsou popsany na obr.6.
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Obr.6 Role SAM a TPMT (Kodicek, 2007)
Jako inhibitor reakce pusobi produkt reakce, SAH. DalSimi zjisténymi inhibitory
jsou napr. furosemid, benzoova kyselina, azathioprin,

6 - thioguanin, 6 - methylmerkaptopurin (6 - MMP).



3. Defekty TPMT

3.1 Genetické zmény podminujici zmény katalytické aktivity enzymu

TPMT, jak je jiz zminéno, je cytosolicky enzym, ktery Kkatalyzuje
S — methylaci aromatickych a heterocyklickych slou¢enin, mezi které patfi thiopurinové
derivaty jako napf. 6 — merkaptopurin, thioguanin a azathiopurin. Jde o 1é€iva, ktera se
pouzivaji pfi écbé akutni lymfoblastické leukemie a imunosupresi
(Seki et al., 2000).

Funkéni aktivita genu pro TPMT byla prokazana na zakladé charakterizovani
lidského promotoru genu (Fessing et al, 1998). Ukazalo se, ze
transkrip€ni factor stimulujici protein 1 (Sp1l) je dulezitym trans-aktivatorem lidského
TPMT promotoru (Fessing et al, 1998). Aktivita tohoto proteinu se dédi jako
autosomalni znak s netiplnou dominanci.

Vysoka exprese genu je v jatrech a ledvinach, se stfednim stupném exprese

nebo nizSim stupném se setkavame v mozku a v plicich. Erytrocytarni aktivita enzymu

je vyS8S8i u novorozencl, a to o0 50%, nez u zdravych dospélych jedincu (Fessing et al.,

1998).

Aktivita enzymu je urena interindividualni a interetnickou variabilitou danou
genetickymi polymorfismy genu enzymu. Tyto genetické polymorfismy jsou spojovany
s tézkymi nebo dokonce zivot ohrozujicimi myelosupresemi, viz dale. Rzné alely genu
pro TPMT obsahuji bodovou mutaci nebo kombinaci mutaci v nékterém z deseti exon
Ci deviti intronl. Jsou spojeny s defekty enzymu, které se projevuji riznou aktivitou
enzymu. Bodové mutace urCujici polymorfismy TPMT byly objasnény pomoci
identifikace a charakterizace mutantnich alel u pacienta.

V evropské populaci najdeme cca u 89-94% pacientl vysokou aktivitu tohoto
enzymu, 6—11% pacientl se stfedni aktivitou a 0,3% jsou spojovana s nizkou aktivitou
enzymu (Nishida et al., 2002).

TFi bodové mutace, G238C, G460A a A719G podminuji nejvice se vyskytujici
defekty (Spire-Vayron de la Moureyre et al., 1998). Kazda z téchto mutaci predstavuje

alelickou variantu pro gen (Obr.7).
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Obr. 7 Schéma TPMT genu (Schutz et al., 2000)

TPMT*3A je mutantni alela, ktera je nejvice zastoupena v béloSské populaci.
Obsahuje mutaci G460A a A719G. Prvni bodova mutace, G460A, umisténa v exonu 7,
vede k zaméné aminokyseliny alaninu za threonin v pozici 154 (Alal54Thr). V druhém
pfipadé bodové mutace (A719G), nachazejici se v exonu 10, se jedna o zaménu
aminokyseliny threonionu za cystein v pozici 240 (Thr240Cys). TPMT*3B oznacuje
mutaci G460A a TPMT*3C mutaci A719G, které jsou spole¢né zahrnuty pod TPMT*3A.
Forma TPMT*2 je oznaCovana podle mutace G238C, diky niZ dochazi k zaméné
aminokyseliny alaninu za prolin v pozici 80 (Ala80Pro). TPMT*2 a TPMT*3C jsou
v béloSské populaci vzacnéjsi (Schutz et al., 2000; Tai et al., 1999).

TPMT*4, 5, 6 a 7 jsou pomérné vzacné mutantni alely a nachazeji
se individualné u rdznych populaci. TPMT*4 obsahuje zaménu guaninu za adenin,
ktera pferuSuje spojeni na kone€ném nukleotidu intronu 9, jenz je zaroven terminalnim
intronem TPMT genu. S TPMT*4 se setkdvame u osob pochazejicich z oblasti Severni
Evropy. Pro TPMT*5 (T146C) nebyl zjistén puvod jedincd. Dochazi zde k zaméné
aminokyseliny leucinu za serin v pozici 49 (Leu49Ser). U korejské populace byla
zaznamenana piredevSim forma TPMT*6 (A539T). Tato mutace vede k pfeméné
aminokyseliny tyrosin na fenylalanin v pozici 180 (TyR180Phe). U nékterych Evropan(
se setkavame s TPMT*7 (T681G), kdy dochazi k pfeméné histidinu za glutamovou
kyselinu v pozici 227 (His227Glu) (obr.8).
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Obr.8 Sekvence lidské TPMT svyznaenou polohou moznych mutaci
(Wu et al., 2007)
Oznaceni pismeny A-G predstavuji alfa-helixy, Cislice 1-9 beta skladané listy.
Vyskytujici se zmény v aminokyselinové sekvenci a pojmenovani mutaci se nachazi

pod sekvenci aminokyselin TPMT.

Mutacemi jsou ovlivnény vzajemné interakce mezi aminokyselinami majici vliv
na povahu enzymu. Zaména aminokyselin vede k zméné aktivity enzymu. Vzajemné
interakce pak mizeme rozdélit do tfi skupin:
1. Van der Waalsovy interakce (L49S, A80P (Ala80Pro)=TPMT*2,
C132Y, A154T (Alal54Thr) = TPMT*3B, Y180F,
Y240C (Tyr240Cys) =TPMT*3C. (TPMT*3A = TPMT*3B a TPMT*3C)

2. Intramolekularni polarni interakce (E28V, K119T, K122T, S125L, G144R,
R163H, R215H, H227Q)

3. Ty, které pfimo €i nepfimo vazou kofaktor (G71R, Q42E) (Wu et al., 2007)
enzymu. Velky rozmér threoninu a jeho polarita preruSuje jaderné interakce
s kofaktorem. Mutace G238C (Ala80Pro) vyvola deformaci ve struktufe alfa helixu
a destabilizuje interakce s hydrofobnim jadrem. Mutace A719C, substituce mensiho

cysteinu misto tyrosinu (Tyr240Cys) vede ke ztraté vodikovych vazeb s H201 (His 201)



a K238 (Lys 238) a vyvola vznik dutiny. Tyto strukturni zmény pak vedou ke snizeni

aktivity enzymu a naslednému vzniku defektd (Wu et al., 2007).
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3.2 Choroby souvisejici s defekty katalytické aktivity TPMT

U pacientl s deficitem nebo se snizenou aktivitou TPMT byly popsany vazné
cytotoxické stavy béhem IéCby thioupuriny, a to u autoimunitnich onemocnéni,
idiopatickych stfevnich zanétd (tzn. bez znamé pfi¢iny) a u détské akutni
lymfoblastické leukémie.

Autoimunitni onemocnéni je onemocnéni imunitniho systému, jehoz &innost je
zameéfena proti vlastnim organdm a tkanim. Autoimunitni mechanismy se podileji na
vzniku fady chorob: idiopatickych stfevnich zanét(l, nékteré formy zanétu jater, néktera
onemocnéni zlaz s vnitfni sekreci (Addisonova choroba, zanét stitné zlazy), revmaticka
a systémova onemocnéni (systémovy lupus erythematosus, revmatoidni artritida aj.)
V lé¢bé se uplatriuji zpravidla imonusupresiva a kortikosteroidy.

Defekty aktivity TPMT se projevuji pfi 1éCbé idiopatickych stfevnich zanétu,
zejména Crohnovy choroby. Jedna se o zavazné chronické zanétlivé onemocnéni
gastrointestinalniho traktu, které muze zasahnout oblast jicnu az po konecnik. Jako
léky se bézné pouzivaji protizanétlivé medikamenty, kortikosteroidy a fada antibiotik.
Crohnova choroba patfi mezi autoimunitni onemocnéni, proto se k I1éCbé& pouZivaji léky
na potlaceni imunity, azathioprin (AZA) a 6 — merkaptopurin (6 - MP)
(Hugo a kol., 1998).

Akutni lymfoblasticka leukémie je krevni nadorové onemocnéni, které vznika
maligni transformaci hematopoetické kmenové buriky. Postupna diferenciace krevnich
bunék v lymfoblasty vede k nahrazeni normalni krvetvorby. Leukemické buriky
postupné zaplfiuji kostni dfen, slezinu a lymfatické uzliny (Pecka, 2006). LéCba akutni
lymfoblastické leukémie Uzce souvisi s katalytickou aktivitou TPMT. Akutni
lymfoblasticka leukémie predstavuje 25-30% vSech détskych malignich onemocnéni.
Dlouhodobé podavani 6 — merkaptopurinu spole¢né se methotrexatem béhem I[éCby
snizuje vznik relapsu onemocnéni.

6 — merkaptopurin jako thiopurinové proléCivo je metabolizovano nékolika
cestami, anabolicky [ katabolicky. Anabolickou cestou hypoxantin
fosforibosyltransferasou prejde na thioinosin monofosfat, ktery je dale metabolizovan
na 6 —thioguaninové nukleotidy. Ty se zabudovavaji do DNA. Katabolickou cestu
predstavuje reakce s xantinoxidasou a TPMT (Fakhoury et al., 2007). Nizk& aktivita
enzymu pfedstavuje pro organismus ohrozeni toxicitou, pokud jsou podavany
standardni davky thiopurinovych IéCiv. Dochazi ke zvySeni koncentrace cytotoxickych
metabolitd, 6 - thioguaninovych nukleotidi (6 -TGN), které vznikaji neschopnosti

metabolizace 6 — merktaptopurinu na 6 - methylmerkaptopurin (6-MMP) (Obr. 9).
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Obr. 9 Metabolicka cesta azathioprinu (Gardiner et al., 2006)

6-thioguaninové nukleotidy jsou aktivnimi produtky pfi metabolizaci
6-merkaptopurinu.  Cim niz8i je aktivta TPMT, tim vy$8i je koncentrace
thioguaninovych nukleotidd, coz ma negativni vliv na pribéh 1éEby onemocnéni
(Lennard, 2002). Casto podporuje relaps onemocnéni &i cytotoxickou reakci. Proto je
dllezité pfed nasazenim IéCby thiopuriny provést screening pacientt na aktivitu TPMT.

Cytotoxicita léCiv je odliSna diky rizné aktivité enzymu, coz je dano pfitomnosti
polymorfism. TPMT metabolizuje thioinosin-5"monofosfat
na methylthioinosin-5"monofosfat, ktery  je silnym inhibitorem, naopak
6—thioguanosinmonofosfat vznikly pfeménou 6-thioguaninu je TPMT metabolizovan
na methylthioguanosinmonofosfat a ten je inhibitorem slabym. Tyto vztahy plati pfi
vysoké expresi TPMT. Naopak pfi nizké aktivité TPMT
6—merkaptopurin a 6-thioguanin inhibuji DNA methylace podobné jako silné inhibitory
(obr.10) (Hogarth et al., 2008).
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B6-MP Nizka aktivita TPMT
T&TGN
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izka aktivita TPMT

L 6-TGN

Qbr. 10 Inhibice metylace 6-MP a 6-TG enzymem TPMT (Hogarth et al., 2008)
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4. Vyznam diagnostiky defekta TPMT

Dusledkem genetického polymorfismu v TPMT genu je rizna reakce pacientd
na podané léCivo. Pokud pacient patfi mezi tzv. pomalé metabolizatory, dochazi
k tomu, Ze metabolismus IéCiv ma snizenou rychlost nebo vibec neprobiha, coz vede
k pfehnané odpovédi na podané lécivo. Na druhé strané mliZe byt pacient tzv. rychlym
metabolizatorem. MUze to tedy vést k nedosazeni terapeutickych hladin léCiva.

Metody sledovani defektd TPMT jsou zaloZzeny na uréeni genotypu a uréeni
fenotypu pacienta.

Genotyp je pojem, ktery charakterizuje soubor genetické informace
v organismu. Genotyp pfedstavuje zakladni charakteristiku Clovéka. Jeho stanoveni
staci provést jednou za zivot, protoze se neméni.

Fenotyp znamena urcitou charakteristiku jedince, kterou se projevuje navenek.
Znamena to nejen projev na urovni organismu jako napfiklad vaha, vySka jedince
apod., ale i charakteristiku urcité fyziologické ¢i biochemické funkce. Fenotyp je
podminén genotypem, epigenetickymi zménami genl a vlivy prostfedi. Epigenetické
zmény ovliviuji fenotyp beze zmény genotypu. Epigenetické déje se v pribéhu Zzivota
podileji na bunééné diferenciaci, morfogenezi, proménlivosti a adaptabilité organismu.

Fenotyp pacienta je tak ovliviiovan prostfedim, ve kterém Zije, stravou, kterou pfijima.
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4.1 Metody fenotypizacni

Metody fenotypizacni patfi mezi metody kvantitativni. Odviji se od dané
charakteristiky sledovaného fenotypu.

Aktivitu enzymu TPMT stanovujeme pomoci hladiny
6 - thioguaninovych nukleotidd a 6 - methylmerkaptopurinu. Koncentrace
6 — thioguaninovych nukleotidl se urcéuji, protoze maiji blizky vztah k ucinnosti IéCby
a 6 — methylmerkaptopurin je ve vztahu Kk hepatotoxicité. 6 - merkaptopurin
a thioguanin jsou prekurzory, které se na ucinné latky teprve aktivuji navazanim na
(deoxy-)ribézu a fosforylaci.

Pro klinickou praxi se v pfipadé TPMT jako matrice pouzivaji erytrocyty. Vzorky
krve jsou sbirany bud do EDTA nebo Li-heparinizovanych zkumavek. Z krve jsou
erytrocyty separovany, poté promyvany a centrifugovany. Supernatant erytrocytl je
pouzit k méfeni aktivity a obsahu hemoglobinu. Pro dalS$i analyzu jsou
erytrocyty zmrazeny az na — 80°C a skladovany (Khalil et al., 2005).

Pro stanoveni TPMT aktivity se v sou€asnosti pouZivaji dvé metody,
radiochemicka (RC) a vysokouc&inna kapalinova chromatografie (HPLC). Jako substrat
v obou pfipadech slouzi 6 - merkaptopurin, S - adenosyl methionin se pfidava jako
kofaktor.

Radiochemicka metoda je zalozena na enzymové katalyzovaném pienosu
radioaktivng  znadeného  uhliku '“C nebo *H  vmethylové  skupiné
S —adenosyl — L - methioninu na 6 - merkaptopurin (Indjova et al., 2003). Produktem
reakce je 6 - methylmerkaptopurin. Jedna jednotka aktivity enzymu je podle toho
definovana jako vytvofeni 1 nmol 6 — methylmerkaptopurinu na 1 ml erytrocytu, které
se nechaly inkubovat pfi 37°C po dobu 60 minut
(Oselin et al., 2006).
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Pouziti radiochemické metody je v praxi velmi problematické 2z ddvodu
pfitomnosti radioaktivnich latek. V roce 1994 Lennard et al. vyvinuli neradioaktivni
HPLC metodu pro stanoveni aktivity enzymu. Jako substrat vyuziva také 6 - MP.
Produkt enzymatické reakce (6 — MMP) je pak nasledné extrahovan liquid - liquid
extrakci nebo liquid-solid extrakci uzitim rdznych organickych rozpoustédel,
napf. ethyl acetat, 2 - propanol/chloroform, dichlormethan/2 - propanol atd. Extrakéni
kroky jsou ale pfili§ pracné a zabiraji mnoho ¢asu. Tim roste i moznost vétsi chyby
(Oselin et al., 2006). Neradioaktivni metodu HPLC s extrakénimi kroky pouzili ve svém

vyzkumu Menor, C. et al. (2001) a porovnali s radiochemickou metodou (tab. 2).

Tab. 2 Porovnani vysledki RC a HPLC metody pro stanoveni aktivity TPMT
(Menor et al., 2001)

RC HPLC
Pocet pacientu 20 20
Priimérna hodnota

o 14,6 +1,6 14,6+ 1,5
aktivity TPMT
Hodnoty aktivit

0 — 35 nmol/h/ml ERY 3,4 — 31 nmol/h/ml ERY
TPMT

Z tab. 2 je zfetelné, Ze vysledky jsou velmi podobné.

U obou metod byly vysledky témér stejné. Vybér metody zavisi na instrumentaci
laboratofe nebo na moznosti pouziti radioaktivni latky. Ty v nékterych laboratofich
predevsim klinickych nejsou povoleny (Menor et al., 2001).

Nyni se pouzivd HPLC metoda v reverznim modu s jednoduchou a rychlou
pfipravou vzorkl. Jako methylovy donor zde slouzi neznateny SAM. Tato metoda
vynechava extrakéni krok, coz vede k zlepSeni pfesnosti analyzy, tim i k mensi

moznosti vzniku chyby. Podminky, pfi kterych reakce probiha, uvadim v tab. 3
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Tab. 3 Podminky reakce HPLC (Anglicheau et al., 2002; Indjova et al.,
2003; Oliveira et al., 2004; Oselin et al., 2006)

Kolona Vyrobce MF (mobilni faze) |Pritok Detekce
C18 Inertsil ODS-3 Fosf.pufr : MetOH; 80:20 | 1,3ml/min | UV 290nm
A (acetonitril:fosf.pufr;
_ 50:950ml) )
SB-phenyl | WiCom GmbH . 1,2ml/min | UV 290nm
B (acetonitril:fosf.pufr;
400:600ml)
] A (0,1% k. octovd) )
c18 LiChrocart, Merck o 1 ml/min UV 290 nm
B (100% acetonitril)
6MP - 322nm
C18 RADIAL -PAK MetOH : VODA,; 7,5:92,5 | 1,4ml/min
6TGN - 42nm

Z tab. 3 vyplyva, Ze se pro stanoveni aktivity enzymu se pouziva pfedevsim
kolona C18 RP (reverse phase; reverzni faze). Velikost pérG na koloné je 5 ym.
Vyhodou neradioaktivni metody je pfedevS§im pouziti kolony Zorbax CN, ktera
umoziiuje snazs§i separaci substratu ve srovnani s kolonou C18, ktera je nejvice
pouzivana v reverzni fazi. Neni nutné eliminovat endogenni substance nebo
nukleotidy. DalSi vyhodou je retencni Cas, ktery je 12 minut, coz je kratSi nez
u jinych kolon. Neni tfeba takové fedéni vzorku jako u kolony C18. Kromé pouziti
této kolony pfinasi i své vyhody extrakce ethylacetatem. Pfinasi dobrou ,recovery*
(znovuziskani) produktu, snadnou eliminaci proteinll ze vzorku jako napf.
hemoglobinu. Toxicita ethylacetatu je ve srovnani s jinymi rozpoustédly nizsi.

O separaci sloZzek vyrazné rozhoduje nejen interakce sloZzek se stacionarni
fazi, ale také pfedevsim mobilni faze. Jako mobilni fazi je obyvkle pouzivan
Na — fosfatovy pufr pfipadné K — fosfatovy pufr v kombinaci s acetonitrilem nebo
methanolem. V tabulce jsou uvedeny poméry mobilnich fazich, které byly pouzity.

Jako detektor se pouziva UV VIS detektor. Detekce probiha pfi vinové délce
A=290 nmtm. Je mozné také pouzit detektor s diodovym  polem
(diode array detektor — DAD).
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Vysledkem je chromatogram (Obr.11, 12).

sohvent front

¥

&-MMP
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0 2 4 6 8 10 12
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Obr. 11 Chromatograficka separace 6-MMP (Khalil et al., 2005)
Chromatografické podminky : RP phase, C18, Pritok 0,5 ml/min a objem
nastfiku 25pl, mobilni faze tvofena Na-fosfatovym pufrem (ph=2,7) se 7% acetonitrilu.

Detekce byla provedena pfi 290 nm. Retenéni ¢as byl 6,0 minut.

solvent front B-MTG

A JU

o 2 4 6 8 10 12
b) time [min]

Obr. 12 Chromatograficka separace 6-MTG (Khalil et al., 2005)
Chromatografické podminky : RP phase, C18, Pritok 0,5 ml/min a objem
nastfiku 25ul , mobilni faze tvofena Na-fosfatovym pufrem (ph=2,7) s 3,5% acetonitrilu,

detekce pfi A=315 nm. Retenéni €as byl 7,3 minuty.

Poslednim krokem je ur€eni aktivity TPMT ze smérnice kfivky koncentrace
6-MMP a po pfepoctu vyjadfeni aktivity jako koncentrace vzniklého 6-MMP za jednu
hodinu v 1 ml suspenze erytrocytd. Normalizace vysledk( se provadi na hematokrit.

Smérnice kalibracni kfivky udava citlivost metody, vyhodny je linearni tvar kfivky. Je-li
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kalibra¢ni kfivka nelinearni, byva stanoveni zatizeno vétsi chybou. Jako pfiklad

kalibracni kfivky je uveden obr. 13.

Kalibra€ni kfivka
1.5-24 uyM TG, TP, MMP

8 900 - 23.7.2008
Q
£ 800 6-TG
y = 32.146x + 16.728
700 A R? =0.9982
600 4 6-MeMP
500 4 Y =24.542x +5.0811
R? =0.9999

6-MP
y =12.035x +1.4395
R® =0.999

0 5 10 15 20 25 30

¢ [umol/

Obr. 13 Kalibrac¢ni kfivka stanovena na LF UK v Hradci Krélové 23.7.2008

Zménou chromatografickych, inkubacnich a extrakénich podminek je sledovana
linearita reakce. Méfi se v rlznych inkubacénich ¢asech (0-120 min, pfip. 0-150 min)
nebo zménou objemu lysatu mezi 0-250 pl, pfip. 0-300 ul pfi fixovaném Case. Limit
kvantifikace urCuje nejnizSi koncentraci, kdy je kfivka jeSté linearni. Jako pfiklad

uvadim ukazku grafd na obr. 14 (Oselin et al., 2006).

| 6-MMP

Pl /
"tR=12.30min

Obr.14 a) LOQ = limit of quantification; Chromatograficka separace 6-MMP pfi

v vor

12:30 min.
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{ 6-MMP

|

bl A
i tR=12.30 min

Obr. 14 b) Separace 6-MMP po 60 min inkubace pfi 37°C. Retencni Cas byl
12:30 min.

Z obr. 14 vyplyva, ze po delsi dobé inkubace je pik vice symetricky a ostry ve

Dale se sleduje stabilita vzork(. Je pozorovana ihned po pfipravé a v pribéhu
skladovani ze zpracovanych zmrazenych aliquotl v prabéhu tfi mésicu. Mluvime pak
o tzv. ,intraday“ a ,interday“ stabilité. Bylo zaznamenano, ze pfi laboratorni teploté je
vzorek stabilni 24 hodin a pfi zmrazeni na -80°C je stabilni az nékolik mésicl. Pfi
opakovaném zmrazovani a rozmrazovani vzorkl dochazi k poklesu aktivity TPMT
(Indjova et al., 2003) Jako pfiklad uvadim ziskané hodnoty aktivity TPMT z vyzkumu
provedeného Indjovou et al. (2003) v tab.4.
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Tab. 4 Prehled hodnot aktivity TPMT v zavislosti

(Indjova et al., 2003)

na stabilité vzorkl

Pram. nizka
hodnota aktivity
TPMT
(nmol/(ml Ery.h)

Pram. stredni
hodnota aktivity
TPMT
(nmol/(ml Ery.h)

Pram. vysoka
hodnota aktivity
TPMT
(nmol/(ml Ery.h)

Inicialni hodnoty

9,2

11,7

16,5

Skladovani -20°C
21 dnu

8,4

115

14,6

Hodnoty po
opakovaném
zmrazeni a

rozmrazeni

8,1

9,8

14,3

Ztab. 4 je zfejmy pokles hodnot aktivity TPMT po opakovaném zmrazeni

a rozmrazeni aligot vzorkd.

HPLC metoda je vice pouzivana ve srovnani s RC metodou nebo HPLC
metodou s extrakénimi kroky. Je to hlavné =z duvodu vysoké presnosti, vétsi

instrumentalni dostupnosti a mensi ¢asové narocnosti.
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4.2 Metody genotypizacni

K ureni genotypu je tfeba extrahovat a analyzovat DNA. DNA je prakticky
mozné ziskat ze vSech tkani, krve, mozkomisniho moku, vlas(, nehtu aj. Pro vySetfeni
se pouzivaji se PCR metody.

Zdrojem vySetfeni genotypu pro TPMT je vendzni krev. Jako biologicky material
slouzi bilé krvinky, leukocyty. Z pouzivanych metodik jsou to PCR reakce,
a to PCR-RFLP, PCR-SSCP, alelové specificka PCR metoda, sekvenacni metody.
Diky neustalému zjednoduSovani a miniaturizaci metod se zavadéji CdCipové

a mikroCipové techniky.

4.2.1 PCR - RFLP (polymorfismus délky restrikénich fragmentu)

PCR — RFLP je modifikace standardni PCR reakce pouzivana pro typizaci
cilové sekvence. Tato sekvence se amplifikuje pomoci primeru, které jsou synteticky
pfipraveny.

Vysledkem jsou produkty PCR reakce o stejné délce. Tyto amplifikované
produkty jsou S$tépeny restrikénimi endonukleazami na fragmenty. Identifikace
a analyza produktu Stépeni se provadi elektroforetickym délenim. Jako gel se pouziva
agarosovy gel, a to zpravidla 2%. Lze pouzit i polyakrylamidovy gel. Existuje velka
fada restrikénich endonukleas, které se liSi tim, Ze rozpoznavaji rizné sekvence
nukleotid a ze $tépi tak DNA na rGzné dlouhé fragmenty. Pocet i délka fragmentl je
pro daného jedince specificka. OdliSeni rGznych DNA se provadi na zakladé
polymorfismu délky Stépnych useka.

Tuto metodu ve své studii pouZili Oender et al. (2006) pro urCeni
TPMT”3A (G460A, A719G) a TPM *3C (A719G). Jako restrikéni enzymy pro vySetieni
mutace G460A pouzili Mwol (Methanobacterium wolfei). Sekvenci cilového mista

ukazuje obr. 15.

)
5°....GCNNNNN.NNGC....3"
37....CGNN.NNNNNCG....5"

T

Obr. 15 Sekvence cilového mista stépeni Mwol

(www.If2.cuni.cz/Projekty/prusa- na/newlook/defa3.htm)
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A pro A719G pouzili Accl (Acinetobacter calcoaceticus). Sekvence cilového
mista Stépeni je uvedena na obr. 16.
GTMKAC...
...CAKMTG

Obr.16 Sekvence cilového mista Stépeni Accl

(www.thelabrat.com/restriction/Accl.shtml)

A — adenin, C — cytosin, G — guanin, T — thymin, M - pro adenin nebo cytosin,
K - pro guanin nebo thymin

Jako pfiklad pouziti této metody je uveden obr. 17, kde je zndzornén vysledek

pro uréeni mutaci G460A a A719G.

GABsDAs he
TPRIT=1
marker
A5 he
TPMT=1 wrt

marker

(b)

Mwaol digest Acel digest
Exon 7 Exon 10
Obr. 17 a) G460A mutace v exonu 7 (Oender et al., 2006)
b) A719G mutace v exonu 10 (Oender et al., 2006)
Obr. 17 a) Vzorek pacienta heterozygota (he) je rozdélen do tfi fragmentu,

a to 172 bp, 246 bp a 418 bp. Vedle néj je znazornén vzorek zdravého jedince (wt),

(a) |

ktery je rozdélen do dvou fragmentd, a to 172 bp a 246 bp.

Obr. 17 b) Vzorek pacienta heterozygota (he) je rozdélen do tfi fragmentd,
151 bp, 250 bp a 401 bp, zatimco vzorek zdravého jedince (wt) zGstava nerozdélen.

U pacient(i s pfitomnosti jedné mutace (A719G) §lo o TPMT *3C, v pfitomnosti
obou mutaci se jednalo o0 TPMT *3A (G460A, A719G).
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4.2.2 AS - PCR (alelové specificka PCR)

Alelové specificka PCR je metoda, ktera je schopna odhalit jednonukleotidové
zamény v sekvenci amplifikovaného DNA fragmentu.

Vyuzivaji se alelové—specifické primery, které jsou obvykle kratSi, doporucené
délky 13-18 nukleotidu.

PFfi AS-PCR primery plné komplementarni amplifikuji wild-type alelu a primery
s 3'mismatchy umoznuji amplifikaci mutantnich alel. Tato metoda slouzi pro vySetfeni
mutace G238C, TPMT*2, v exonu 5 (Xin et al., 2009).

4.2.3 SSCP - PCR
(Single strand conformation polymorphism - konfirmaéni polymorfism

us jednoretézcové DNA)

Jde o jednoduchou a citlivou metodu k detekci mutaci typu zamény jedné base
na kratkych fragmentech DNA.

Ziskané DNA jednoretézcové fragmenty z PCR se r(izné pohybuji pfi
nedenaturujicich elektroforetickych podminkach. Jednoretézce liSici se sekvenci tfeba
jedinou basi vytvafeji rGzné sekundarni struktury s riznou elektroforetickou
pohyblivosti, coz umoznuje rozliSit polymorfni alely.

Tuto metodu ve své studii pouzili Spire-Vayron de la Moureyre et al. (1998).
Provedli SSCP — PCR a po provedené elektroforéze byly vzorky s abnormalnimi
vysledky sekvenovany automatickym sekvenatorem, aby se ovéfila pfitomnost mutace
a urCil se jeji konkrétni typ. Jako primery byly pouZity ty samé primery jako
v SSCP-PCR reakci (obr.18).
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Table 1 Local distribution and nature of the mutations identified on TPMT gene and analysed by PCR -SSCP in this study

5 Position, nature’ Consequences References
—_— 168 T—G None Krynetski er al., 1997; Spire er al., 1998a
— 91 A—G None Krynetski et al., 1997, Spire er al.. 1998a
— VNTR 3 Szumlanski er al, 1996
— VNTR 4 Spire er al.. 1998a
Promoter . ) metski . Qi
— VNTR 3a Krynetski et al., 1997, Spire er al., 1998a
&——  VNTR 5b Spire er al, 1998
— VNTR 6 Spire er al., 1998a
— VNTR 7 Spire er al., 1998a
e VNTR & Spire er al, 1998a
- 178 CosT None Spire ef al., 1998b
—
Exon 2
—
=
xon 3
Exon — 30 T—A None Otterness et al., 1997
//,
—0
—_—
/ o 146 T—C 49 Leu—Ser’ Otterness et al, 1997
S —
=
/ —— BB G=C 80 Ala—Pro” Krynetski er al., 1995
5 / —_— 202 G=T 98 Glu—Stop” Otterness ef al., 1997
— 339 C=T Silent Otterness er al., 1997
@ —_— 460 G—A 154 Ala—Thr* Tai er al., 1996; Szumlanski er al, 1996
- q Szumlanski er al, 1996
——  474T-C Silent ’
52 2 2 &!2 — 530 AT 180 Tyr—Phe’ Otterness et al., 1997
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/" / — AG—AA Splicing defect” Otterness ef al., 1996
é:: — 681 TG 227 His—»Glu® Spire er al., 1998b
e TI9 A=G 240 Tj\-'r——C\;s: Tai er al, 19%; Szumlanski er al., 1996
Exon 10 AATAAA Polv: Taty anski
— AATAA/ olyadenylation Szumlanski er al, 1996
site
T
l "Nucleotides 5-upstream from ¢cDNA translation initiation codon and intronic nucleotides S-upstream from the
lnﬂhp| corresponding exon are numbered negatively. “Mutations responsible of loss of TPMT activity. ~“Mutations
3 suspected to be responsible of loss of TPMT activity. Dashed boxes represent ORF (open reading frame).

Obr. 18 Mutace identifikovany v TPMT genu metodou PCR - SSCP
(Spire-Vayron de la Moureyre et al., 1998)

Na obrazku 18. je identifikovano 14 mutaci v testované populaci. V oblasti
promotoru byly uréeny dvé mutace, které se vyskytly u vSech testovanych jedincu.
Zbytek tvofi VNTR oblasti. V exonu 1 (C178T) a v exonu 7 (T474C) byly zjistény némé
mutace. Nejvice frekventované mutace byly G238C, G460A, A719G.
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4.2.4 Real —time PCR

Real — time PCR metoda je nejpouzivanéjdi metoda pro vySetieni genotypu
TPMT. Kromé diagnostiky patogent a studia genové exprese si nasla uplatnéni
v klinické diagnostice pro genotypizaéni analyzu jako je napf. genotypizace TPMT.

Reakce probiha ve specialnim thermocykleru, LightCycleru (Roche, Némecko)
(Obr. 19). Umoznuje detekci fluorescence a monitorovani postupu PCR reakce

v realném Case bez nutnosti pouZiti elektroforézy jako u klasické PCR.

Obr. 19 LightCycler (Autorka — 27.4.2009)

Pro detekci produktu se daji vyuzit tfi zpasoby, pomoci specifickych
a nespecifickych sond.

Nespecifické sondy pfedstavuji interkalaéni latky jako napf. ethidium bromid,
SybrGreen aj. Mensi useky ds DNA, kterymi mohou byt
i primery — dimery, nespecifické produkty reakce, se amplifikuji a na né se pak navaze
interkalaéni latka.

Castgji se pouzivaji sondy specifické. Sondy specifické predstavuji kratky
oligonukleotid hybridizujici s PCR amplikonem. Mezi né patfi hydrolytické (TagMan)
sondy a hybridiza¢ni (FRET) sondy. Tyto sondy pracuji na principu FRET pfenosu. Jde
o fluorescen¢né resonanéni pfenos energie na vzdalenosti zavisly mezi excitovanym
donorovym fluoroforem a jinym akceptorovym fluoroforem nebo nefluorescenénim
quencherem, zhasecem.

Hydrolytické sondy se pouzivaji u kvantifikace produktu.

26



U hybridiza¢nich sond je donorovy fluorofor na 3’konci jedné sondy
a akceptorovy fluorofor na 5°konci druhé sondy. Obé sondy se musi navazat na DNA
v tésné Dblizkosti. Donor je excitovan svétlem ze zdroje a energie pomoci FRET
pfenosu je pfedana akceptorové sondé. Ta emituje fluorescenci. Pohybem Taq
polymerazy a zvySenim teploty se sondy oddali a FRET pfenos je pferusen.
V pfitomnosti mutace je stabilita sondy snizena a pak také teplota potfebna k rozbiti
duplexu oligonukleotidovd sonda-DNA je niz§i nez u DNA bez pfitomnosti mutace.
To se projevi ve vysledném profilu grafu kfivky teploty tani, do néjZ jsou pozadovana
data pfevedena prvni derivaci vztahujici se k fluorescenénimu signalu. Pfikladem této
metody jsou vysledky real — time PCR reakce provedené Schiitz et al. na obr. 20, 21
a22.

040

=d{F2ydT

LAk

40 45 50 £5 L) a5

Temperaiure (*C)

Obr. 20 Profil kiivky teploty tani pro TPMT*3C (Schutz et al., 2000)

Heterozygot pacient je znazornén Carkovanou linii, homozygot pacient plnou
¢arou a zdravy jedinec teCkovanou ¢arou. Teplota tani pro mutaci TPMT*3C byla
stanovena na T, = 48,7 °C, teplota tani u zdravého jedince byla stanovena na
Tm=53,3 °C.
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Obr. 21 Profil kfivky teploty tani pro TPMT*3B (Schutz et al., 2000)
Heterozygot pacient je znazornén Carkovanou linii, homozygot pacient plnou
¢arou a zdravy jedinec teCkovanou ¢arou. Teplota tani pro mutaci TPMT*3B byla

stanovena na T, = 53,9 °C, teplota tani u zdravého jedince byla stanovena na
Tm=61,5°C.

AF2udT

=]
i

Temperature (°C)

Obr. 22 Profil kfivky teploty tani pro TPMT*2 (Schutz et al., 2000)

Heterozygot pacient je znazornén ¢arkovanou linii, homozygot pacient plnou
¢arou a zdravy jedinec teCkovanou Carou. Teplota tdni pro mutaci TPMT*2 byla
stanovena na T, = 48,7 °C, teplota tani u zdravého jedince byla stanovena na
Tn =59 °C.

Vyraznou vyhodou real — time PCR je, Zze neni tfeba provadét zadnou dalSi

analyzu po skon¢eni PCR (napf.elektroforézu).
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4.2.5 Cipova technologie

V souCasnosti vyzkumné technologie vedou k miniaturizaci a automatizaci
analyz (Cipy, microarrays). DNA mikroCipy jsou efektivné vyuzivany pro studium
genové exprese, sekvenci a hlavné pro detekci mutaci a polymorfism.

Princip fungovani DNA ¢Cipu spociva ve vzajemné reakci mezi DNA vzorkem
a sekvencéné specifickymi sondami, které jsou navazany na ploSe, Cipu. Na Cipu mize
byt navazano dokonce nékolik stovek tisicl sond, které jsou specifické vuci ur€itym
usekim DNA. Analyza je zaloZzena na odliSné intenzité signalu fluorescence vzniklého
Uplnym nebo neulplnym navazanim sondy a vzorku DNA pacienta (Gojova a Kozak,
2006).

Podle typu navazanych sond na povrch Cipu lze tyto Cipy rozdélit do dvou
skupin. Jde o tzv. expresni Cipy a mutaéné specifické oligonukleotidové Cipy
(Gojova a Kozak, 2006). Prvni skupina Cipl obsahuje bud molekuly cDNA nebo
oligonukleotidové sondy sekvenéné specifické pro kazdy gen. Druhou skupinu €ipa
tvofi uméle syntetizované oligonukleotidy o délce 25-70 bp, jejichz sekvence pochazi
z jednoho nebo nékolika analyzovanych genl. Jsou pfipravovany tak, aby byly
komplementarni k normalnim nebo mutovanym sekvencim DNA, které maiji byt Cipem
analyzovany (Gojova a Kozak, 2006).

DNA ¢ipy jsou vyrabény z materiall s optimalnimi vlastnostmi tak, aby se DNA
sondy snadno navazaly a hybridizovaly. NejCasté&ji pouzivanym materialem pro vyrobu
DNA ¢ipu je sklo (obr. 23) (Gojova a Kozak, 2006).

Obr. 23 DNA mikroCip: Detail mikro€ipu je na obr. 26 vlevo dole
(Gojova a Kozak, 2006)
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Pouziti Cipud ve své studii uvadéji Nasedkina T., V., et al. (2006). DNA
extrahovali z leukocytd pomoci soupravy Qiagen a cilovou DNA pfipravili dvoukolovou
nested multiplex PCR metodou (Nasedkina et al., 2006).

TPMT bioCip obsahoval 12 oligonukleotidovych sond sefazenych do Sesti
sloupcl. Kazda sonda byla pfitomna v duplikatu. BioCip byl schopen soucasné
detekovat Sest TPMT mutaci, které vedou ke ztraté katalytické aktivity enzymu.

Schéma takového bio€ipu uvadim na obr. 24 (Nasedkina et al., 2006).

1 2 3 4 5 6

i G238 G292 G460 G644 ToE] AT19
iy G238 G292 G460 God4 T6H ATI9
B 238C 292T 460 A 44 A 681G 719G
Bl 238C 292T 460A 644 A 681G 719G
Exon SNP Allele

5 G238C *2

4 G292T *3D

7 G460A *3B, *3A, *3D
10 G644T *8

10 T681GC *7

10 A719G *3C, *3A, *3D

Obr. 24 Schéma biogipu (Nasedkina et al., 2006).
Kazdy sloupec od jedniCky do Sestky predstavuje sondu pro variabilni pozici.
Rady A a A’ ukazuji zdravou sekvenci a fady B a B’obsahuji mutantni sekvence.

Soucasti obrazku je tabulka ukazujici mutace.
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Vysledna analyza pak vypada jako na obr. 25
a) wild type c) TPMT*3C

o090
O909 905

b) TPMT *3A d) TPMT*2

Obr. 25 Analyza pacientu s riznym zastoupenim mutaci
(Nasedkina et al., 2006).

Ze vzdjemného porovnéni obr. 24 a obr. 25 vyplyva, Ze na obr. 25 a) se jedn&
0 zdravého jedince, na obr. 25 b) jde o mutaci TPMT*3A, na obr. 25 ¢) jde o mutaci
TPMT*3C a na poslednim obrazku 25 d) se jedna o mutaci TPMT*2.

Bézné pouzivané PCR metody (AS - PCR, RFLP-PCR, SSCP -PCR)
vyzaduji tzv. post PCR analyzy jako je elektroforéza u klasické PCR, restrik¢ni analyza
U RFLP-PCR nebo sekvenovani. U wvyuziti Cipovych metod stejné jako

u real — time PCR tyto kroky odpadaiji.
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EXPERIMENTALNI CAST
5. Material a metodika
5.1 Pouzity materidl
5.1.1 Pristroje

Genotypizace:

LightCycler 1.5 Roche, Némecko
Centrifuga Microfuge 18 Beckman Coulter, USA
NanoDrop 1000 Spektrofotometr ThermoScientific, USA

Fenotypizace:

Termoblok MajorScience Genius Dry Bath,
Taiwan

Centrifuga Thermo Scientific CL31R, England

Pipety Biohit mLine, Finland

HPLC Agilent 1200 Series, USA

5.1.2 Roztoky, chemikalie a kity

Genotypizace:

Qiamp DNA Mini kit : Qiagen, Némecko
Qiagen proteasa (proteinasa K)

Lyzaéni pufr AL

Eluéni pufr AE

Promyvaci pufr AW1

Promyvaci pufr AW2

Qiagen proteasa (proteinasa K)

Ethanol 96%

Kolonky se separacni vrstvou
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LightCycler Master Mix:

Smés primerd a sond TibMolBiol, Némecko
FastStart kit Roche, Némecko
MgCl,, 25 mM Roche, Némecko
Voda pro injectione Braun, Némecko

Fenotypizace:

6 - (methylthio)purin Acros, Belgium
6 - thiopurin Sigma, USA

S - adenosyl-L-methionin

Methanol

Dihydrogenfosfore€nan sodny

Hydroxid sodny

Kyselina chlorovodikova

Kyselina trichloroctova

PBS (fosfatovy pufr; Phosphate Buffered Saline)

Mobilni faze:

A: Na-fosfatovy pufr 0,02M, pH=3,5

B: Methanol (MeOH) + Na-fosfatovy pufr 0,02M, pH=3,5

Gradient: 0-8 min: 20-100% B; 8-9 min:100-20% B; 9-11 min: 20% B

Pomocné roztoky:
0,1M HCI
0,1M NaOH

Deproteinacni Cinidlo:  Kyselina trichloroctova (4M roztok ve 40% v/v kyseliné

octove)

5.1.3 Ostatni

Genotypizace:

Zkumavky, 1,5 ml Eppendorf, Némecko

Sklenéné kapilary pro real-time PCR Roche, Némecko
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Jednokanalové pipety s nastavitelnym objemem
Finnpipette Thermo

Electron Corporation, Finsko

Fenotypizace:

Parametry metody:

Systém: Shimadzu

Kolona: LiChroCART, Purospher STAR RP — 18e (4x250 mm, 5 ym)
Predkolona: Purospher RP-18e (4x4, 5 um)

Nastfik: 30 pl

Pratok: 1,2 ml/min

Teplota na koloné: 30°C

Detektor: UV/VIS A=290 nm pro 6-(methylthio)purin

Doba analyzy: 11 minut
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5.2 Pouzita metodika
5.2.1 Fenotypizace TPMT

Fenotypizace TPMT byla provedena na Ustavu farmakologie, Univerzity
Karlovy, Lékafské fakulty v Hradci Kralové (Ing. Milo§ Hroch). Aktivita TPMT se
stanovila v lyzatu erytrocytl metodou HPLC.

Vzorky krve byly sbirany do Li-heparinizovanych zkumavek. Pro méfeni aktivity
enzymu byl pouzit lyzat suspenze erytrocytll, ktery byl ziskan separaci erytrocytl
z plné krve centrifugaci pfi 1500 g (t=4°C) a naslednym cyklem zmrazZeni-rozmrazeni.

Pro kazdého pacienta se méfila tfibodova Casova kfivka po 30 minutach
inkubace, a proto kazdy vzorek krve byl pfipraven do tfech vzorkovnic eppendorf.
Erytrocyty byly promyty a resuspendovany v PBS v poméru 1:1. Suspenze erytrocytu
byla v mnozstvi 100 ul. K suspenzi  erytrocytl byl pak  pfidan
6-merkaptopurin (6 — MP,substrat TPMT), S — adenosyl — L — methionin (SAM,
kofaktor) a dithiothreitol jako antioxidans pro protekci thiolovych skupin. Takto
pfipravené vzorky byly inkubovany pfi 37°C. Celkovy Cas inkubace byl 1,5 hodiny.
(Obr. 26).

Obr. 26 Inkubace vzorkl (autorka 1.12.08)

V Casovych intervalech 0,5hod, 1hod, 1,5hod se vzorky vyjmuly
Z inkubatoru, po dobu 5 minut se zchladily na -20°C, nasledné deproteinovaly 4M

kyselinou trichloroctovou (Obr. 27) a centrifugovaly pfi 1200 g (20°C).
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Obr. 27 Vzorky po deproteinaci (autorka 1.12.08)

Supernatant byl pak pfenesen do chromatografickych vialek, které byly viozeny

do autosampleru kapalinového chromatografu (Obr. 28).

Obr. 28 Vlozeni vzorkovnic do analyzatoru (autorka 1.12.08)

Na kolonu MERCK Purosphere RP-18e bylo nastfiknuto 30 ul vzorku.

Pro separaci byla pouzita gradientova eluce se slozenim mobilnich fazi:

A: Na-fosfatovy pufr 0,02M, pH=3,5

B: Methanol (MeOH) + Na-fosfatovy pufr 0,02M, pH=3,5 (50:50% v/v)

Program gradientu: 0-8 min: 20-100% B; 8-9 min:100-20% B; 9-11 min

Pratok mobilni faze byl 1,2 ml/min. Jako detektor byl pouzit UV/VIS detektor
nastaveny na 290 nm. Doba analyzy byla 11 minut a retenéni ¢as 6 - MMP
t,= 8,5 min.

Ze smérnice kfivky koncentrace 6 - MMP vs. €as byla zjiSténa aktivita TPMT

a po prepoctu vyjadfena jako koncentrace vzniklého 6 -MMP za 1 hod v1 mi
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suspenze erytrocytd. Normalizace vysledkl byla provedena na hematokrit. Pfiklad

kalibra¢ni kfivky pro stanoveni 6-methylmerkaptopurinu je uveden na obrazku 29.

Kalibraéni krivka (6-MeMP)
120 ~ 2.12.2008

plocha
—
o
o
1

y = 1,1186x - 0,7904

40 1
20 - R? = 0,9998
O 1 1 1
0 50 100 150
¢ [uM]

Obr. 29 Representativni kalibracni kfivka (2.12.2008)
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5.2.2 Genotypizace TPMT
5.2.2.1 Charakteristika vySetrovaného souboru pacientt

Bylo vysetfeno 55 pacientt Détské kliniky Fakultni nemocnice v Hradci Krélové.
VySetfeni bylo provedeno na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové.

Vysetfovany soubor pacient byl tvofen 27 divkami a 28 chlapci v primérném
véku 16,7 rok(. VétSi cast ze sledované skupiny zaujimali pacienti s Crohnovou
chorobou, 71%. Druhou nejvice zastoupenou skupinou byli pacienti s ulcerdzni
kolitidou, 20%. MenSinu sledované skupiny tvofili pacienti s juvenilni revmatoidni
arthritidou, autoimunitni hepatitidou, autoimunitni hepatitidou/priméarni sklerozujici
cholangitidou, 9%. Procentualni zastoupeni jednotlivych onemocnéni u pacientu je

uvedeno na obr. 30.

2%

BCN
mUC
mJRA
mAIH
B AIH/PSC

Obr. 30 Prehled zastoupeni jednotlivych onemocnéni u sledované skupiny pacientu

CN - Crohnova choroba, UC — ulcerdzni kolitida, JRA — juvenilni revmatoidni arthritida,
AIH — autoimunitni hepatitida, AIH/PSC — autoimunitni hepatitida/primarni sklerozujici

cholangoitida

Pacienti byli 1é€eni azathioprinem (AZA). AZA se pouziva k potlaeni imunitnich
reakci. Je podavan bud samostatné nebo v kombinaci s jinymi léCivy, zejména
kortikosteroidy. AZA je ordinovan podle hmotnosti pacienta, a to v mnozstvi

od 1 — 2 mg/kg. Davka léciva se pohybovala od 25 mg/den do 150 mg/den.
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Uginek AZA se dostavi po tydnech &i mésicich uzivani. V ptipadé precitlivélosti
na 6 — MP se muze predpokladat i precitlivélost na AZA, proto je pfi jeho podavani
nutna zvysena opatrnost. Je nutné kontrolovat krevni obraz b&éhem prvnich osmi tydnu
kazdy tyden, pozdé&ji je mozné frekvenci kontrol sniZzit, ale
doporucuje se provadét kontroly alespon jednou za tfi mésice (http://www.If2.cuni.
cz/Projekty/prusadna/newlook/defa3.htm).

Z vySetfované skupiny pacientl bylo 43% lé€eno AZA jiz od zacatku diagnosy.
Zbyvajicich 57% ma I[é¢bu kombinovanou s jinymi léky. U vySetfované skupiny
pacientl nebyla na AZA zaznamenana zadna negativni reakce.

Pouze u ¢&tyf rodin uvedenych pacientd byla zaznamenana pozitivni rodinna
anamnéza, tzn. ze v rodiné se vyskytla Crohnova choroba nebo ulcerézni kolitida.
PfestoZe neni znama pfi¢ina Crohnovy choroby, patfi mezi autoimunitni onemocnéni.
Sklon k tomuto onemocnéni je vyrazné geneticky ovlivnén.

Konkrétni informace o pacientech jsou shrnuty v tabulce 5.
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Tab. 5. Pfehled charakteristiky pacientt

Pohlavi Rodinna
Cislo pac. | (M-muz | Rok narozeni Dg. anamnéza
Z - zena) (poz., neg.)
TPMT 1 Z 1990 CN Neg.
TPMT 2 M 1994 CN Neg.
TPMT 3 z 1991 CN Neg.
TPMT 4 z 1995 CN Neg.
TPMT 5 M 1990 CN Neg.
TPMT 6 Z 1990 CN Neg.
TPMT 7 M 1991 CN Neg.
TPMT 8 z 1994 uc Neg.
TPMT 9 M 1996 CN Neg.
TPMT 10 M 1991 CN Neg.
TPMT 11 Z 1994 AlH Neg.
TPMT 12 M 1989 CN Neg.
TPMT 13 M 1995 uc Neg.
TPMT 14 Z 1990 CN Neg.
TPMT 15 Z 1991 uc Neg.
TPMT 16 M 1992 CN Neg.
TPMT 17 M 1997 uc Neg.
TPMT 18 Z 1993 CN Neg.
TPMT19 z 1992 CN Neg.
TPMT 20 M 1991 uc Neg.
TPMT 21 Z 1989 CN Neg.
TPMT 22 M 1995 CN Neg.
TPMT 23 z 1989 CN Neg.
TPMT 24 M 1990 CN Neg.
TPMT 25 Z 1991 CN Neg.
TPMT 26 Z 1993 CN Neg.
TPMT 27 M 1989 uc Neg.
TPMT 28 z 1994 CN Neg.
TPMT 29 M 1992 CN Neg.
TPMT 30 M 1988 CN Neg.

40




TPMT 31 z 1995 uc Neg.
TPMT 32 M 1994 CN Neg.
TPMT 33 z 1995 AlH Neg.
TPMT 34 Z 1997 CN Neg.
TPMT 35 7 1990 CN Neg.
TPMT 36 7 1989 CN Neg.
TPMT 37 M 1991 CN Poz.
TPMT 38 M 1995 ucC Neg.
TPMT 39 M 1995 CN Poz.
TPMT 40 M 1994 CN Neg.
TPMT 41 M 1992 CN Neg.
TPMT 42 Z 1992 CN Neg.
TPMT 43 Z 1995 CN Neg.
TPMT 44 7 1992 uc Poz.
TPMT 45 M 1990 CN Neg.
TPMT 46 Z 1992 AlH Neg.
TPMT 47 Z 1995 CN Poz.
TPMT 48 M 1990 CN Neg.
TPMT 49 M 1994 CN Neg.
TPMT 50 M 1989 CN Neg.
TPMT 51 M 1991 AIH/PSC Neg.
TPMT 52 M 1997 CN Neg.
TPMT 53 z 1993 uc Neg.
TPMT 54 M 1992 uc Neg.
TPMT 55 7 1990 JRA Neg.
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5.2.2.2 Izolace DNA

Jako biologicky material byla pouzita nesrazliva krev pacientll odebirand do
EDTA. Odebrany biologicky material byl transportovan do laboratofe a uchovéan
pfi -20°C.

Izolace DNA byla provedena za pouziti soupravy QIAmp DNA Mini Kit firmy
Qiagen (Némecko). Vzorky pIné nesrazlivé krve byly pfed izolaci vytemperovany na
teplotu mistnosti (Obr.31).

Do 1,5 ml zkumavky bylo pipetovano 200 ul pIné krve a ke vzorku pfidano 20 pl
Qiagen proteasy (proteinasy K) a 200 yl AL pufru. Po pfidani AL pufru byla smés
15 sekund homogenisovana pomoci vortexu. Homogenni roztok byl inkubovan po dobu
10 minut pfi 56°C. Nasledovalo pfidani 200 uyl 96% ethanolu a opét nasledovala
homogenisace. Vzorek byl opatrné prelit do kolonky se sbérnou tubou bez smoceni
stén kolonky. Nasledovalo odstfedéni 1 min pfi 8000 ot/min. Kolonka byla vyjmuta
a pfemisténa do nové 2 ml sbérné tuby. Tuba s filtratem byla odstranéna. Na kolonku
byl pfidano 500 pl AW1 pufru a opét probéhlo odstfedéni po dobu 1 min
pfi 8000 ot/min. Nasledoval stejny krok jako pfedchozi. Byla vyjmuta kolonka
a premisténa do nové 2 ml sbérné tuby a tuba s filtratem byla odstranéna. Na kolonku
byl pfidan AW2 pufr o objemu 500 pl anasledovalo odstfedéni po dobu 3 min
pfi 14000 ot/min. Kolonka byla vyjmuta a pfenesena do sterilni 1,5 ml zkumavky.
Na povrch zkumavky bylo naneseno 150 ul AE pufru, ktery byl pfedem predehraty
na 70°C. Vzorky byly 1 min inkubovany pfi laboratorni teplot¢ a pak probéhlo
odstfedéni 1 min pfi 8000 ot/min. Eluat byl dikladné zhomogenisovan.

U vzorka izolatd byla zméfena koncentrace a Cistota. Koncentrace a Cistola byla
méfena spektrofotometricky na pfistroji NanoDrop 1000 (Thermoscientific, USA). Takto

pfipravené vzorky byly pouzity pro PCR reakci.

Obr. 31 Temperovani vzorkud v laboratofi FNHK UKBD (autorka 27.4.2009)
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5.2.2.3 Amplifikace PCR produktu

Pro provedeni PCR reakce bylo potfeba vytvofit reakéni smés (20 pl), ktera byla
pfidana ktemplatové DNA. Pro vytvofeni smési byl pouzit LightCycler®
Fast - Start Kit od firmy Roche.

Tento kit obsahuje:

1a) LightCycler Fast - start Enzym

1b) LightCycler Fast - start reaction Mix HybProbe

Tato vialka obsahuje FastStart Tag DNA Polymerasu, smés reakéniho pufru
dNTP (dUTP misto dTTP), 10 mM MgCI2.

2) MgCl, stock solution (25mM)

3) H,O

Kit byl skladovan pfi -15°C do -25°C.

Dale byla pouzita smés primeri a sond.. Slozeni primerd a sond je uvedeno
v tabulce 6.

Tab. 6. Oligonukleotidové sekvence primeru a pouzité sondy pro TPMT

Amplifikovany Nazev Sekvence (5" - 3") pozice
exon
Intron9
Exon 10 Forward aatccctgatgtcattcttcatagt
primer
Exonl0
Reverse cacatcataatctcctctcc
primer
TPMT*3C LCR-tatAtctacttacagaaaagtaaa-PHO EX(()Sn)lo
Intron6
Exon 7 Forward ctccacacccaggtccacacatt
primer
Exon7
Reverse gtatagtatactaaaaaattaagacagctaaac
primer
TPMT"3B ggcaactaatgCtcctctatcatcc-FL E?XQ) !
Intron4
Exon 5 Forward cctgcatgttctttgaaaccctatgaa
primer
Exon5
Reverse gcttgagtacagagaggctttgacctc
primer
TPMT*2 LCR-ggtctgCaaacctgcataa-PHO Eéfg)S
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Pozn. TPMT*3A obsahuje mutace TPMt*3B a TPMT*3C, proto zde neni

uvedena samostatné.

LCR: LC-RED 640, PHO: fosfat, FL: fluorescein, S: strand, AS:anti strand

Smés pro PCR reakci byla pfipravena rozmrazenim vialky s reakéni smési,
centrifugaci obou vialek (reakéni smés (1b) a Fast-start enzyme (1a)) a pfepipetovanim
obsahu reakéni smési do vialky obsahujici enzym. Smés byla jemné promichana.
Konecna smés pro PCR reakci byla pfipravena podle tab. 7a) a 7b)

Tab.7a) Priprava reakéni PCR smési pro vySetfeni mutaci *2, *3B, *3C v genu

TPMT
Komponenta Objem Zasobni Koneéna
(Roche) (ul) koncentrace koncentrace
H,O 13,9
MgCl, 1,6 25 mM 3mM

LightCycler Fast-start DNA

2 10 x koncetrovany | 1x koncentrovany
Master HybProbe

7b) Smés primert a sond (Tib MolBiol)

Koncentrace v Objem Koneéna
HybProbe LC Red ) ) . )
_ zasobnim roztoku zasobniho koncentrace
(5LC)/ fluorescein

(UM) roztoku (ul) (UMm)
Primer 1 10 1 0,50
Primer 2 10 1 0,50
Sonda 5LC 3 1 0,15
Sonda 3FL 3 1 0,15

Pipetovan 1 pl smési primer( a sond.

Na jednu reakci bylo pipetovana 1,5 yl DNA (~ 50 ng) a 18,5 ul reakéni smési.
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Na obrazku 32. a 33. jsou vidét kapilary se smési pouzité pro PCR (27.4.2009)

Obr. 32 Piipravena reakéni smés na PCR (autorka 27.4.2009)

Obr. 33 Pripravené kapilary do LightCycleru (autorka 27.4.2009)

Proces je propojen s pocitaovym programem, kde se sledoval priibéh reakce.

Tento program pro LightCycler je uveden v tab. 8.
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Tab. 8. Program pro reakci PCR pro LightCycler

Program | denaturace cyklus tani zchlazeni
Pred kvantifikace Kfivka tani
inkubace
cyklus 1 45 - 60 1 1
segment |1 1 2 3 1 2 3 1
Teplota | 95 95 60 72 95 40 75 |40
(°C) (pro TPMT*2
55)
¢as 10 min 10s | 10s 15s |30s |2min [Os 30s
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6. Vysledky
6.1 Analyza alel

Bylo sledovano 55 pacientt Détské kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
Cilem bylo detekovat v8echny tfi mutace nachazejici se na exonu 7 a 10 TPMT*3B
a TPMT*3C v tomto pofadi a na exonu 5 TPMT*2 pomoci real time PCR metody.

Na zakladé intenzity emise fluorescence a poctu cykll byla ziskana amplifikaéni
kfivka. Analyza alel probéhla na zakladé rozdilné teploty tani hybridizacnich sond.
Na zakladé srovnani rozdilné teploty tani hybridizacnich sond u jednotlivych pacientl
jsme urcili typ mutace.

V tabulce 9. jsou uvedeny predpokladané a ziskané primérné teploty tani

v§ech pozorovanych vzorku

Tab.9 Pfehled pfedpokladanych a ziskanych primeérnych teplot tani u pacientt

Pozorované
. . . | Predpokladana ) o
Predpokladana o Pozorovana | teplota tani
teplota tani
TPMT teplota tani wt ) teplota tani °C)u
mutované alely
(°C) 0 (°C) u wt mutované
alely
TPMT*2 63 51 - -
TPMT*3B 54 60 52 58
TPMT*3C 51 59 49 57
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Na obrazku 34. jsou zobrazeny vysledné ziskané kfivky.

Wild type alela
(TPMT*1)

TPMT*3B

Fluorescence -d(F1)/dT

| I | [ I | I I [ I | [ I [ [
2.0 a44.0 46.0 az.0 600 £2.0 &4.0 66.0 s2.0 60.0 g2.0 B0 66.0 g2.0 T0.0 7zorz0

Temperature {*C)
34 a) Na obrazku je zobrazena kfivka wild type alely ve srovnani s mutovanou
alelou TPMT*3B, ktera byla detekovana v kanalu 1.
Pro wild type alelu je typicky jeden pik s prumérnou teplotou tani 52 °C,
pro mutovanou alelu TPMT*3B (G460A) je typicky pik pfi primérné teploté 58 °C.
Pro zdravého jedince jsme ziskali jeden pik (wild type alela), pro homozygota pacienta

jeden pik (TPMT*3B) a pro heterozygota pacienta dva piky (wild type alela
a TPMT*3B).

o 7W ild type alela
/ (TPMT*1)
TPMT*3C
/

. /

Fluorescence -d(F1)/dT

0.10-
0.05 | | | | ] | | | | | [ [ | |
440 46.0 450 S0.0 sz20 54.0 56.0 85.0 60.0 gz.0 64.0 G6.0 63.0 700 71.0

Temperature (°C)

34 b). Na obrazku je zobrazena kfivka wild type alely ve srovnani s mutovanou
alelou TPMT*3C, ktera byla detekovana v kanélu 1.

Pro wild type alelu je typicky jeden pik s primérnou teplotou tani 49 °C, pro
mutovanou alelu TPMT*3C (A719G) je typicky pik pfi prim. teploté 57 °C.
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Pro zdravého jedince jsme ziskali jeden pik (wild type alela), pro homozygota pacienta
jeden pik (TPMT*3C) a pro heterozygota pacienta dva piky (wild type alela
a TPMT*3C).

V nasem pfipadé nebyla prokdzana mutace TPMT*2, proto také z tohoto
divodu zde neni uveden graf popisujici tuto mutaci. Z 55 pacientd jsme méli nejvétsi
zastoupeni genotypu wt/wt s obéma zdravymi alelami (51 pfipadl) a v 4 pfipadech
jsme se setkali s heterozygotnimi pacienty pro mutaci TPMT*3A (TPMT*3B
a TPMT*3C). Naobrazku 35 je uveden graf, ktery popisuje ziskané vysledky

Vv procentech.

o wt/wt

ETPMT*1/TPMT*3A

Obr. 35 Procentualni zastoupeni TPMT alel pro sledovanou skupinu jedincu
Z grafu je zfejmé, ze ve sledované skupiné pfevladl genotyp wt/wt s obéma zdravymi
alelami (92,73%), v mensi mife byl zastoupen genotyp TPMT*1L/TPMT*3A (7,27%).
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6.3 Porovnani shody genotyp/fenotyp

Genotyp a fenotyp TPMT spolu Gzce souvisi (kap. 4). V tabulce 10. je uveden
prehled vysledku aktivit enzymu TPMT a genotypu TPMT.

Tab. 10. Pfehled aktivit a genotypu TPMT

Bislo Pohlavi nmol/ml.Ery.hod
pacienta. (vM - muz Normalizovana na TPMT
Z - zena) hematokrit
TPMT 1 Z 41,0 wt/wt
TPMT 2 M 20,7 wt/wt
TPMT 3 Z 27,6 wt/wt
TPMT 4 Z 21,9 wt/wt
TPMT 5 M 14,4 TPMT4/TPMT3A
TPMT 6 Z 30,4 wt/wt
TPMT 7 M 24,2 wt/wt
TPMT 8 Z 27,4 wt/wt
TPMT 9 M 23,8 wt/wt
TPMT 10 M 21,8 wt/wt
TPMT 11 Z 37,7 wt/wt
TPMT 12 M 31,2 wt/wt
TPMT 13 M 20,7 wt/wt
TPMT 14 Z 15,1 wt/wt
TPMT 15 Z 40,9 wt/wt
TPMT 16 M 30,7 wt/wt
TPMT 17 M 27,5 wt/wt
TPMT 18 Z 38,4 wt/wt
TPMT19 Z 33,6 wt/wt
TPMT 20 M 40 wt/wt
TPMT 21 Z 27,2 wt/wt
TPMT 22 M 29,6 wt/wt
TPMT 23 Z 32,6 Wt/wt
TPMT 24 M 31,8 wit/wt
TPMT 25 Z 7,7 TPMT1/TPMT3A
TPMT 26 Z 29,9 wt/wt
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TPMT 27 M 24,1 wi/wt
TPMT 28 Z 6,2 TPMT1/TPMT3A
TPMT 29 M 23,6 wi/wt
TPMT 30 M 24,0 wi/wt
TPMT 31 Z 66,1 wit/wt
TPMT 32 M 30,1 wi/wt
TPMT 33 Z 34,8 wt/wt
TPMT 34 Z 16,8 TPMT1/TPMT3A
TPMT 35 Z 32,8 wt/wt
TPMT 36 Z 27,3 wt/wt
TPMT 37 M 29,7 wit/wt
TPMT 38 M 12,5 wi/wt
TPMT 39 M 33,1 wi/wt
TPMT 40 M 23,2 wi/wt
TPMT 41 M 36,2 wit/wt
TPMT 42 Z 25,9 wt/wt
TPMT 43 Z 28,0 wt/wt
TPMT 44 Z 26,6 wt/wt
TPMT 45 M 41,3 wi/wt
TPMT 46 Z 35,5 wt/wt
TPMT 47 Z 28,4 wt/wt
TPMT 48 M 30,0 wi/wt
TPMT 49 M 24,2 wi/wt
TPMT 50 M 19,7 wi/wt
TPMT 51 M 23,5 wit/wt
TPMT 52 M 57,5 wi/wt
TPMT 53 Z 18,6 wt/wt
TPMT 54 M 31,5 wt/wt
TPMT 55 Z 21,8 wit/wt

Tab.10. Hodnoty aktivity TPMT se pohybuiji vV rozmezi
6,2 — 66,1 nmol/ml.Ery.Hod. NizSi hodnoty aktivity jsou spojeny s pfitomnosti mutace
v genu pro TPMT, vySSi hodnoty aktivity najdeme u genotypu wt/wt s obéma zdravymi

alelami.
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Na obr. 36 Je znazornén histogram poctu pacientl a aktivita TPMT.

Cetnost vs aktivita

cetnost
= =
oOwWoOhWwMNUL

10 20 30 40 50 60 70

nmol/{ml.Ery.hod)

Obr. 36 Pocet pacientl v zavislosti na aktivité
Z histogramu je zfejmé, Ze nejvétSi zastoupeni pacientd ve sledované skupiné
je vrozmezi aktivity 20 —-30 nmol/ml.Ery. hod. Pro hodnotu aktivity vétsi nez
60 nmol/ml.Ery.hod je zastoupen pouze jeden pacient, pro velmi nizké hodnoty aktivity

v tomto pfipadé jsou zastoupeny pouze dva pfipady.

Na obr. 37 je zobrazen graf, ktery ukazuje souvislost mezi aktivitou enzymu
TPMT a genotypem TPMT.

70 4

60 -

50 -

40 -

30 -

nmol/{ml.Ery.hod)

20
¢

$
0- TPMTT TPMT3A

10 -

Obr. 37 ZAavislost aktivity enzymu TPMT na genotypu TPMT
Obr.37 Pocet zdravych jedinct (wt/wt genotyp) pfevazuje nad poctem pacientl
heterozygotli (TPMT1/TPMT3A). Tento graf potvrzuje, Ze hodnoty aktivity TPMT
(nmol/mi(ery.Hod)) jsou pro pacienty heterozygoty (TPMT1/TPMT3A) niz8i ve
srovnani se zdravymi jedinci (wt/wt).
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7. Diskuse

Genetické polymorfismy TPMT genu jsou dulezitym faktorem zodpovédnym
za velké rozdily v thiopurinové toxicité a v u€innosti terapie thiopurinovymi léCivy.

Pacienti s dédicné podminénou snizenou aktivitou enzymu TPMT, ktefi jsou
lé€eni standardnimi davkami thiopurinovych Ié€iv, jsou v riziku rozvoje thiopurinové
toxicity jako je napf. myelosuprese. Na druhé strané u pacientl s vyrazné zvySenou
aktivitou enzymu TPMT je riziko, Ze na léEbu standardnimi davkami thiopurinovych
IéCiv vUbec neodpovi nebo dojde k navratu onemocnéni, kvuli kterému byla
thiopurinova léCiva nasazena (Karas-Kuzelicki a Mlinari¢-Rascan, 2009). Genotypizace
TPMT tak predstavuje velky vyznam v klinické mediciné.

Vyskyt téchto mutaci v populaci je sporadicky. PfFiblizné jeden pacient
z300 (0,3%) ma aktivitu enzymu téméfF nedetekovatelnou nebo pfiliS nizkou,
6% - 11% jedincl vykazuji stfedni aktivitu a 89% - 94% sledovanych jedincu vykazuji
vysokou aktivitu TPMT (Seki et al., 2000; Schiitz et al., 2000; Wusk et al., 2004).

Fakhoury et al. (2007) publikovali ve své studii, Zze 89% pacientl ze
sledovanych skupin byli zdravi jedinci, 10,2% byli heterozygotni pacienti (TPMT *3A,
TPMT*3C, TPMT"2) a 0,8% byli homozygoti (TPMT*3C). V dalsi studii (n=191) 164
(86%) dobrovolnikd byli zdravi jedinci, 26 jedincu (13,5%) heterozygotni pacienti
(TPMT*3A, TPMT*3C, TPMT*2) a jeden znich (0,5%) byl homozygotni pacient
(TPMT*3A) (Spire-Vayron de la Moureyre et al., 1998).

70% znamych mutaci tvofi TPMT”3, ztoho vétdina pfipadd na TPMT" 3A
(55%), 7% na TPMT*3B a 13% na TPMT "3C (Schiitz et al., 2000).

V nasem souboru pacientl bylo sledovano 55 dobrovolnikd. 92,7 % (n=51)
Z nich predstavovali zdravi jedinci, 7,27 % (n=4) z nich byli heterozygotni pacienti
(TPMT™3A). V této vySetfované populaci se nevyskytoval Zadny homozygotni pacient.

Pro urCeni genotypu enzymu TPMT se v souCasné dobé pouzivaji rizné
techniky. DNA je izolovana zvenozni krve a genotypizovana PCR technikami,
PCR-RFLP, PCR-SSCP, AS-PCR, real-time PCR. Zavadéji se mikroCipové a Cipové
techniky.

PCR-RFLP ve své studii vyuZili Oender et al. (2006) ke genotypizaci nejvice se
vyskytujici mutace TPMT*3A. Byla sledovana podetna skupina pacientd (n=871).
V jejich studii pacienti heterozygoti TPMT*3A predstavovali 6,81%, heterozygoti
TPMT*3C piedstavovali 0,23%, ostatni byli zdravi jedinci. Pouzitim PCR-RFLP
dokazali takto pocetnou skupinu pacientd analyzovat v poméré kratké dobé
(Oender et al., 2006).
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Xin et al. (2009) genotypizovali pacienty pro TPMT*3A, TPMT”3B
aTPMT*3C metodou PCR-RFLP stejné jako Oender et al. (2006) a pro
TPMT*2 pouzili AS - PCR. Pro fenotypizaci byla pouzita RP - HPLC metoda. Hodnoty
aktivity byly naméreny v rozmezi 13,04 — 68,25 U. 84% jedincu pfedstavovalo zdravou
¢ast populace a 16% jedincu byli heterozygoti. V této studii nebyl nalezen zadny
homozygotni pocient. U heterozygotnich pacientll byly naméfeny hodnoty aktivity
13,04 — 23,70 U. Vy3Si hodnoty nez 23, 70 U odpovidaly zdravym jedincim.

Chrzanowska et al. (2006) analyzovali 87 pacientd a pro fenotypizaci byla
pouzita RP-HPLC. Hodnoty aktivity byly vV rozmezi
12,2 — 45,5 nmol 6 - mMP/g/Hb/h. Rozmezi hodnot pro heterozygoty se pohybovalo
122-20,6 nmol 6-mMP/g/Hb/h a pro zdravé jedince 22,7 -45,5nmol
6 - mMP/g/Hb/h. Pro genotypizaci byly pouzity PCR-RFLP a AS-PCR. Zdravi jedinci
byli zastoupeni v 88,5% a heterozygotni pacienti (TPMT*3A) v 11,5% (Chrzanowska
et al., 2006).

Spire-Vayron de la Moureyre et al. (1998) pouzili pro genotypizaci
PCR-SSCP pro jeji rychlost a jednoduchost a pro fenotypizaci pouzili RC. Primérna
naméFena hodnota aktivity byla 20,85 U ml™ RBC, hodnoty aktivity se pohybovaly
0d 0,3-50 U mI* RBC. Hodnoty aktivity mensi nez 5 U ml™ RBC byly nalezeny
u homozygotnich pacientli, pro heterozygoty byly naméfeny hodnoty v rozmezi
5-20U ml' a pro zdravé jedince se hodnoty aktivity pohybovaly v rozmezi
10 -50 U ml* Doslo k prekryvu hodnot pro heterozygoty a pro zdravé jedince
(Spire-Vayron de la Moureyre et al., 1998).

Khalil N.M. a spol. (2005) vyuzili ve svém vyzkumu RP - HPLC. Bylo testovano
74 jedincl. 62 z nich byli pacienti s ALL a prumérna aktivita enzymu pro né byla
33,3 £ 11,2 (rozmezi 11,4 —55,4nmol/g/Hb/h). Pro zdravé jedince byla primérna
hodnota aktivity 62,8 + 7,7 (rozmezi 48,0 — 82,0 nmol/g/Hb/h).(Khalil et al., 2005).

NaSe vysledky se shoduji s pfedchozimi studiemi. Vyrazné vyssi hodnoty byly
potvrzeny u zdravych jedincu jako v pfedchozich studiich. Hodnoty aktivit byly pro
heterozygoty (TPMT*3A) byly: 6,2; 7,7; 14,4; 16,8 nmol/ml . Ery. Hod. Rozmezi pro
zdarvé jedince se pohybovalo 12,5 — 66,1 nmol/ml. Ery.hod.

Vyskyt mutace v TPMT genu neni pfili§ Casty.
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8. Zaveéery

Diplomova prace se vénuje genotypizaci a fenotypizaci TPMT. Bylo
genotypizovano a fenotypizovano 55 pacientu z détské kliniky ve Fakultni nemocnici

v Hradci Kralové.

e 51 pacientd byli zdravi jedinci (TPMT*1), 4 pacienti byli prokazani
jako heterozygotni jedinci (TPMT *3A).

e TPMT aktivita pro zdravé jedince byla v rozmezi
12,5-66,1 nmol/ml. Ery.hod. Primérna hodnota aktivity TPMT
u zdravych jedincl byla 27,56 nmol/ml . Ery. Hod.

e Aktivita enzymu u heterozygotnich pacientd méla hodnoty 6,2; 7,7;
14,4; 16,8 nmol/ml . Ery. Hod. Primérna hodnota aktivity TPMT pro
heterozygoty byla 11,28 nmol/ml . Ery. Hod.

e Hodnoty pro heterozygotni pacienty jsou niz8i ve srovnani s hodnotami
pro zdravé jedince, cozZ se shoduje s pfedchozimi studiemi.

e V pfipadé mutace v genu pro enzym TPMT se nejCastéji setkavame
s TPMT*3A.

o Ze zjiSténych fakt je tedy ziejmé, Ze nelze pouzivat genotypizaci
enzymu a fenotypizaci enzymu zvlast. Oba tyto zplsoby analyzy spolu

Uzce souvisi.
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AlH
AIH/PSC

AZA
CD
EDTA

FL
HPLC

hTPMT

JRA
LCR

MeOH

6-MP

6-MMP (6-MeMP)
PCR-AS
PCR-RFLP

PCR-SSCP

PHO
RC
SAH
SAM
6-TGN
TPMT

uc
wt

9. Seznam pouzitych zkratek

Autoimunitni hepatitida

Autoimunitni hepatitida/primarni sklerozujici
cholangoitida

Azathioprin

Crohn’s disease (Crohnova choroba)
Ethylenediaminetetraacetic acid
(ethylendiamintetraoctova kyselina)

Fluorescein

High performance liquid chromatogaphy (Vysokouc&inna

kapalinova chromatografie

human thiopurine S-methyltransferase
(lidské thiopurin S-methyltransferasa)
Juvenilni revmatoidni arthritida

LC — RED 640

Methanol

6-merkaptopurin

6-methylmerkaptopurin

Allelic specific PCR (Alelové specificka PCR)
Restriction fragmetn length polymorphisms
(Polymorfismus délky restrikEnich fragment)
Single strand conformation polymorfismus
(Polymorfismus konformace jednofetézcové DNA)
Fosfat

Radiochemicka metoda
S-adenosyl-L-homocystein
S-adenosyl-L-methionin

6-thioguaninové nukleotidy

Thiopurine S-methyltransferase

(thiopurin S-methyltransferasa)

Ulcerdzni kolitida

wild type
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