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Je moznd farmakogenetickad predikcia
terapeutickej ucinnosti paroxetinu?
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Variabilita odpovede na antidepresiva moze byt spojena s dostupnostou lieku k cielovej Strukture. P-glykoprotein (P-gp) nachadzajuci
sa v hematoencefalickej bariére je k6dovany génom mnohopocetnej liekovej rezistencie 1 (MDR1) a posobi ako bunkova efluxna pumpa.
V nasej praci sme skiimali mozny vplyv polymorfizmu G2677T génu MDR1 vo vztahu k terapeutickej G¢innosti paroxetinu (substrat P-gp)
u 50 pacientov s depresivnou poruchou. Na genotypizaciu bola pouzita metéda PCR-RFLP (PCR-restriction fragment length polymorphism),
ktora stanovuje genotypy na zaklade tzv. polymorfizmov dizky restrikénych fragmentov. Terapeuticki odpoved sme hodnotili prostred-
nictvom Hamiltonovej hodnotiacej skaly pre depresiu. Zlyhanie terapeutickej odpovede bolo signifikantne castejsSie u nositelov G alely
(Gvs.T:p=0,018; TT vs. GG: p = 0.009; Fisherov presny resp. X2 test). Nase vysledky poukazuji na mozné ovplyvnenie terapeutickej efektivity
paroxetinu uvedenym polymorfizmom.
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Is pharmacogenetic prediction of therapeutic efficacy of paroxetine possible?

Variability in antidepressant response may be linked to availability of the drug at the target side. P-glycoprotein (P-gp) located in the blood
brain barrier is encoded by the multidrug resistance 1 (MDR1) gene and acts as a cellular efflux pump. We monitored the influence of G2677T
polymorphism of MDR1 gene on therapeutic efficacy and tolerability of paroxetine (substrate of P-gp) in 50 depressive patients. PCR-restriction
fragment length polymorphism was used for genotyping. Therapeutic response was evaluated using the Hamilton Rating Scale for Depression.
A failure of therapeutic response was significantly more frequent in patients with G allele (G vs T: p=0,018; TT vs GG: p=0.009; Fisher exact or
X2test). We failed to show any evidence that G2677T polymorphism could influence the occurence of tested side effects of paroxetine. Our

results demonstrate that G2677T/A polymorphism could play the role in inter-individual variability in therapeutic response to paroxetine.
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Uvod

V stcasnosti 30 az 40 % pacientov nevy-
kazuje signifikantnu odpoved na terapeutické
davky antidepresivnej liecby podavanej 6 az
8 tyzdnov, teda viac ako 50 % redukciu pocia-
to¢ného skére na Hamiltonovej hodnotiacej
skale pre depresiu (Hamilton rating scale for
depression; HAMD) (14). Interindividuélna va-
riabilita v odpovedi na psychotropné lieCiva je
¢astou pric¢inou polypragmazie, dlh3ej hospi-
talizacie, vyssieho vyskytu neziaducich ucin-
kov lieku a neustupujtcich symptémoyv, ktoré
napokon moézu vyustit do suicidia (11). Z tohto
doévodu by skord identifikdcia respondérov na
Specifickd antidepresivnu lie¢bu mohla byt
velkym prinosom z klinického i ekonomického
pohladu.

MozZnou pri¢inou interindividudlnej variabi-
lity v odpovedi na antidepresiva je ich rozdielna
penetracia do CNS. Bola pozorovand zaujimava
asociacia medzi variantmi génov kédujucich
transportné proteiny hematoencefalickej bariéry
a odpovedou na niektoré antidepresiva.

Farmakogenetika v psychiatrii

Predpoklada sa, ze genetické faktory prispie-
vaju priblizne az 50 percentami k odpovedi na
antidepresiva (3). V suc¢asnosti jednym z najviac
sflubnych pristupov v psychiatrickom vyskume
je farmakogenetika. Jej hlavnym cielom je in-
dividualizacia terapie a moznost predpovedat
pravdepodobnost liecebnej odpovede i riziko
toxicity skor, ako je lie¢ba podavana (1).

Pri mnoZstve modernych antidepresiv, vra-
tane selektivnych inhibftorov spatného vychy-
tdvania serotoninu (SSRI), je zndme, ze sérové
koncentracie nie su vyuzitelné na predikciu Gcin-
nosti v klinickej praxi (13). Liec¢ivd mozu byt totiz
transportérmi v CNS aktivne premiestfiované
nezavisle od sérovych koncentracif a terapeutic-
ky vysledok moze byt modifikovany (17).

P-glykoprotein (P-gp), ktorym sa v nasej praci
zaoberdme, bol objaveny v roku 1976 v suvislosti
so Studiom mechanizmu rezistencie nddorovych
buniek na chemoterapeutikd. Anglicky byva ten-
to fenomén oznacovany ako ,MDR" (multidrug
resistance). Hlavnou pri¢inou MDR je zvysend ex-
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presia P-gp na membranach nadorovych buniek
anasledny zvyseny eflux cytostatik do extracelular-
neho priestoru (9). O 10 rokov neskér bol izolovany
[udsky gén mnohopocetnej liekovej rezistencie 1
(MDRYT) z rezistentnych karcinémovych buniek
a bolo opisané, Ze kéduije ludsky P-gp (5).

Pri skimant interindividudinej variability Gcinku
psychofarmak je délezité lokalizacia P-gp v hema-
toencefalickej bariére (2). Pre biologickd dostup-
nost, distribuciu a eliminaciu jeho substratov ma
vyznam pritomnost P-gp v enterocytoch, Zi¢ovych
kandlikoch i rendlnom proximalnom tubule (10).

Hoci P-gp ochranuje CNS, jeho zmenend ex-
presia na hematoencefalickej bariére sprevadza
viac neuropatolégif. Redukovana expresia alebo
transportna funkcia P-gp v tejto lokalizacii je spo-
jena napr. s Alzheimerovou, Jacob-Creutzfeldovou
a Parkinsonovou chorobou, HIV infekciou; zvyse-
na expresia P-gp je spajana s epilepsiou a limi-
tovanou Ucinnostou terapie tumorov mozgu
a viacerych dusevnych poruch (4).

Pre P-gp je typicka Sirokd substratova speci-
ficita, jeho substratmi s mnohé xenobiotika, en-



dogénne hormony i lie¢iva vratane antidepresiv
(paroxetin, venlafaxin, amitriptylin a citalopram,
pre escitalopram su data sporné, fluoxetin a mir-
tazapin nie su jeho substratmi) (16, 17, 18, 19).

Polymorfizmus G2677T/A génu
MDRT1 a jeho ucinky

Polymorfizmy st zndme ako alelické obmeny
so stabilnymi populacnymi frekvenciami 1 % alebo
viac, ktoré moézu vyustit do funkeéného alebo ne-
funkéného génového produktu (t. j. proteinov). Do
sucasnosti bolo v géne MDR1 zaznamenanych viac
ako 100 bodovych polymorfizmov (zdmena jednej
bazy na Specifickom mieste génu zainu). V nasej pré-
ci sme sa zaoberali moznym vplyvom polymorfizmu
G2677T/A génu MDRT na terapeutickl odpoved na
paroxetin. Polymorfizmus G2677T/A je lokalizovany
v exdéne 21 a kododne 2677 a vedie k zamene ami-
nokyseliny alaninu (Ala) za serin (Ser) alebo treonin
(Thr). Niektoré Studie poukazali na to, Ze variant G
polymorfizmu G2677T/A je spojeny s vysSou expre-
siou a funkciou P-gp (6), hoci boli opisané tiez opac-
né vysledky a vyznam jednotlivych alel daného po-
lymorfizmu preto zostdva stéle kontroverzny (12).

Subor pacientov a metodika

Do studie bolo zahrnutych 50 pacientov (33 Zien
a 17 muzov) vo veku od 20 do 61 rokov (priemerny
vek = 41,4 rokov) s diagnézou prvej depresivnej
epizddy alebo recidivujlcej depresivnej poruchy.
VSetci pacienti boli slovenskej narodnosti (kaukauz-
ska populdcia). Viyskumny protokol bol schvaleny
lokdlnou etickou komisiou a kazdy pacient podpisal
informovany suhlas so studiou. Pri vybere pacientov
sme pouzili nasledujuce inkltizne kritérid: vek 18 az
65 rokov, pacienti s prvou alebo opakovanou epizo-
dou depresie podla MKCH-10, véetci pacienti museli
uZfvat paroxetin kontinudlne 6 tyzdrov a skore na
21 polozkovej verzii HAMD muselo byt na zaciatku
studie najmenej 18 bodov. Pacienti neboli zahrmuti
do étudie, ak spifali akékolvek z nasledujticich kritérif:
a) hlavna psychiatricka diagnéza ind ako depresia,
b) trvanie sucasnej depresfvnejepizddy viac ako 2 roky
za Ucelom vylucenia chronickej depresie, c) skodlivé
uzfvanie resp. zavislost od alkoholu a inych drog,
okrem fajcenia tabaku, d) organické psychiatrické
poruchy a poruchy osobnosti, €) pritomnost psy-
chotickych symptémoyv, f) tehotenstvo, g) klinicky
nestabilné somatické ochorenie, h) elektrokon-
vulzivna lie¢ba v predchadzajucich 6 mesiacoch.
Depresivne symptomy boli sledované prostrednic-
tvom HAMD-21 na zaciatku a po 6 tyzdroch liecby
paroxetinom v terapeutickom rozmedzi. Pacienti
bud pred studiou neuzivali Ziadne antidepresivum,
alebo uzivali antidepresivum bez efektu. Po 7 dhoch
po jeho vysadeni bol do lie¢by nasadeny paroxetin

v inicidlnej davke 10 az 20 mg denne. Pri predcha-
dzajucej lie¢be fluoxetinom bol interval zaradenia
do studie po jeho vysadeni stanoveny na 6 tyzdrov,
ale takyto pacient sa v nasom subore nevyskytol.
Inicidlna terapeuticka davka paroxetinu mohla byt
navysena do 40 mg denne od 6smeho az jedend-
steho dna do konca Studie. Subeznd lie¢ba inymi
psychofarmakami nebola povolend, s vynimkou
nizkych dévok symptomatickej benzodiazepinovej
lie¢by do 1 mg alprazolamu denne v minimalnom
trvani. Ako respondéri boli definovani pacienti, u kto-
rych doslo od zaciatku do konca Studie k redukcii
skére HAMD-21 0 50 % a viac. Tolerancia lie¢by bola
hodnotend prostrednictvom otazok na pritomnost
alebo absenciu 2 najcastejsich neziaducich Ucinkov
lie¢by paroxetinom, nauzey a sexudlnej dysfunkcie,
na zaciatku studie a po 6 tyzdroch liecby.

DNA extrakcia a genotypizacia

DNA sme ziskavali izolacnym kitom (Wizard®
Genomic DNA Purification Kit, Promega Corporation,
USA) zo 600 pl periférnej vendznej krvi odobratej do
ependorfiek s protizrézavym cinidlom (1 % roztok
Na,EDTA). Kvoli vyskytu extrémne nizkeho poctu
nositelov alely 2677A v kaukazskej populdcii bol
do analyzy polymorfizmu G2677T/A zahmuty len
alelicky variant 2677T. Na genotypizaciu bola pouzita
metdda PCR-RFLP (polymerase chain reaction-rest-
riction fragment length polymorphism), pri ktorej sa
stanovuju jednotlivé genotypy na zaklade tzv. poly-
morfizmov dizky restrikénych fragmentov (sekvencie
pouzitych primerov F: 5-TTACCCAGAATATAGCAAA-
TCTTGG-3"aR: 5-CATATTTAGTTTGACTCACCTTCT-
CAG-3").PCR reak¢na zmes obsahovala: priblizne 200
ng genomickej DNA, 1 x PCR pufor s 1.5 mM MgCl,
(Solis BioDyne, Estonia), 200 uM deoxynukleotid tri-
fosfatovej (ANTP) zmesi (Jena Bioscience, Germany),
04 uM kazdého primeru (Sigma-Aldrich, Germany)
a 1U HOT FIREPol” DNA polymerazy (Solis BioDyne,
Estonia). Zmes bola doplnend sterilnou vodou do ko-
nec¢ného objemu 25 pl. Vysledné PCR produkty boli
Stiepené pri 37 °C cez noc pouzitim restrikénej endo-
nukledzy Hpy188! (New England BioLabs, UK). Ziskané
restrikéné fragmenty boli separované elektroforé-
zou na 3 % agarézovom géle 90 minut pri 140 V
a analyzované po 30 minutovej inkubécii s GelRed
(Biotium, USA) pod UV Ziarenim (obrézok 1).

Statisticka analyza vysledkov
Na analyzu vysledkov bol pouZity Statisticky pro-
gram GraphPad Prism (verzia 5.00, GraphPad Software,
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Obrdzok 1. Agarozovid elektroforéza PCR produktu
po stiepeni restrikcnou endonukledzou Hpy188I

1 2 i i 4 5

Legenda: fragment a: 198 bp, fragment b: 173 bp;
drdhy 1, 4: homozygoti pre variantnd alelu T; drdhy 2,
3:homozygoti pre Standardnt alelu G; drdha 5: hete-
rozygot; M = marker (DNA 100 bp ladder)

Inc., USA). Pri overovan( asociécif znakov delenych do
kategorif (alely, genotypy) boli pouzivané kontin-
gencné tabulky zalozené na Pearsonovom y2-teste
resp. Fisherovom presnom teste. Zistené frekvencie
genotypov v populdcii boli porovnané s ocakava-
nymi frekvenciami na zéklade Hardy-Weinbergovho
zékona. Na posudenie relativnych vztahov medzi
respondérmi a nonrespondérmi boli uréené pomery
sanci (OR, odds ratios) a koreSponduijuice 95 % interva-
ly spolahlivosti (Cl, confidence intervals). Vo vietkych
testoch sa za signifikantny vysledok povazovala hod-
nota pravdepodobnosti omylu p < 0,05.

Vysledky

Terapeuticka odpoved na paroxetin vo
vztahu k pohlaviu

V' nami sledovanom subore pacientov s depre-
sivnou poruchou bolo vyssie zastUpenie Zien (n =
33;66 %) ako muzov (n = 17,34 %) (tabulka 1).V praci
sme preto najprv sledovali, ¢i status respondéra
a nonrespondéra suvisf s pohlavim jednotlivych
pacientov. V tomto pripade sme nepozorovali Sta-
tisticky signifikantny rozdiel (p = 1,000; OR = 1,048
(0,3087 - 3,556)) (tabulka 1). ZastUpenie respondé-
rov a nonrespondérov bolo porovnatelné v oboch
skupinach hodnotenych pacientov (respondéri:
muzi — 64,7 %; Zeny — 63,6 %; nonrespondéri: muzi
- 35,3 %; Zeny — 364 % ). Z uvedenych vysledkov
vyplyva, ze pohlavie nie je hlavnym faktorom zod-
povednym za interindividualne rozdiely pozorova-
né v lie¢ebnej odpovedi na paroxetin.

Terapeuticka odpoved na paroxetin
v zavislosti od polymorfizmu G2677T
génu MDRI1

Pre genotypy sledovaného polymorfizmusme
u vysetrovanych oséb zistili genetickd rovnovahu

Tabulka 1. ZastUpenie respondérov a nonrespondérov podla pohlavia

Pohlavie Suborn Respondéri Nonrespondéri
Muzi 17 11 (64,7 %) 6 (35,3 %)
Zeny 33 21 (63,6 %) 12 (36,4 %)
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Graf 1. Alelové frekvencie polymorfizmu
G2677T u respondérov a nonrespondérov

Graf 2. Genotypové frekvencie polymorfizmu

drovni vyskumnych zdmerov. Hlavnym ciefom do
G2677T u respondérov a nonrespondérov

buducnosti je ndjst mozné klinické korelaty a ich

80%-+ 60% ) ]
uplatnenie v praxi.
70%] 50%}
60%- Tdto prdca bola podporend grantom VEGA
50%-- 0% 1/0302/10.
40%- Respondéri 30%. Responderl
0% 20%; - Literatara
20% Nonrespondéri Nonresponderl
10%. 1. Arranz MJ, et al. Difficulties in replication of results. Lancet
10%-
2000; 356: 1359-1360.
0%:+— 0%!

2. Cordon-Cardo C, et al. Multidrug-resistance gene (P-glyco-
protein) is expressed by endothelial cells at blood-brain bar-
rier sites. Proc Natl Acad Sci USA 1989; 86: 695-698.

G T

Tabulka 2. Genotypové a alelové frekvencie polymorfizmu G2677T génu MDRI1: respondéri verzus

nonrespondéri 3. Crisafulli C, et al. Pharmacogenetics of antidepressants.
Genotyp/alela Respondéri Nonrespondéri P OR 95%Cl Front Pharmacol 2011; 2(6) Epub 2011, Feb 16.
G 31 (48,4 %) 27 (75,0 %) 1,00 Ref 4. Gerstner ER, et al. Increased permeability of the blood-brain
- barrier to chemotherapy in metastatic brain tumors: establishin
T 33 (51,6 %) 9 (250 %) a0,018 031 013-077 a treatment paradigmj Clin Oncol 2007; 25: 2306-2312. ’
GG 8 (25,0 %) 9 (50,0 %) 1,00 Ref. 5.Chen C, et al. Internal duplication and homology with bacte-
GT 15 (46,9 %) 9 (50,0 %) a0,358 0,53 015-1,88 rial transport proteins in the mdr1 (P-glycoprotein) gene from
1T 9 (28,1 %) 0 (0,0 %) a0,009* 0,05 0-094 multidrug-resistant human cells. Cell 1986; 47: 381-389.
GT+TT 24 (750%) 9 (50,0 %) a0,139 0,33 01-113 6.Kato M, et al. ABCB1 (MDR1) gene polymorphisms are as-
IR 9281 %) 0 (0,0 %) 1,00 Ref. sociated with the clinical response to paroxetine in patients
" with major depressive disorder. Prog Neuropsychopharma-
GT 15 (46,9 %) 9 (50,0 %) b0,039 11,65 0,61 — 224,05 col Biol Psych 2008; 32: 398-404.
GG 8 (250%) 9 (50,0 %) b0,009* 21,24 107 - 422,84 7. Kim RB. Identification of functionally variant MDR1 alle-
GG+GT 23 (719 %) 18 (100,0 %) b0,018* 14,96 0,82 - 274,31 les among European Americans and African americans. Clin

a = x2-test; b = Fisherov exaktny test; ref. — referencnd alela alebo genotyp

zhodnu s Hardy-Weinbergovou predikciou
(p =0,995). Pri porovnavani frekvencii jednotli-
vych genotypov a alel u Zenského a muzZského
pohlavia neboli medzi oboma skupinami sledo-
vané Statisticky signifikantné rozdiely.

Pri hodnoteni terapeutickej odpovede bolo
u respondérov zaznamenané signifikantne cas-
tejSie zastupenie variantnej alely T(Gvs. T: p =

18) (graf 1, tabulka 2).

Pri analyze genotypov sme pozorovali, Ze v3etci
pacienti homozygotni pre alelu T (n = 9) boli re-
spondéri (GG vs. TT: p = 0,009). Naopak, nositelia
aspon jednej alely G signifikantne Castejsie zlyhavali
v terapeutickej odpovedi v porovnani s pacientmi
sgenotypom TT (TTvs.GT:p=0,039;TTvs.GG:p=
0,009, TT vs. GG + GT. p = 0,018) (graf 2, tabulka 2).

Diskusia

Rezistencia na liecbu je beznym problémom
v lie¢be velkej depresie. Z toho vyplyva dolezitost
hladania pri¢in nedostato¢nej efektivnosti antide-
presiv. Predpoklada sa, Ze klinickd Ucinnost systémo-
vo poddvanych lieciv pdsobiacich na CNS zavisi od
schopnosti lieciva prestipit hematoencefalickt ba-
riéru, €o je regulované jej transportérmi (napr. P-gp).
V prezentovanej praci sme sa zaoberali moznym
vplyvom variantov polymorfizmu G2677T génu
MDR1 na terapeuticku efektivitu a tolerancny profil
paroxetinu. Zistili sme signifikantne vyssie zastUpe-
niealely T(Gvs.T. p=0,018) u respondérov. Naopak,
nositelia aspor jednej alely G boli signifikantne cas-
tejsie nonrespondérmi (TT vs. GT. p = 0,039; TT vs.
GG:p=0,009; TT vs. GG + GT. p = 0,018). Jednym

z vysvetleni tejto skutocnosti méze byt to, Ze po-
lymorfizmus G2677T mbze viest k vyssej expresii
P-gp alebo aktivnejsim proteinovym formam a tym
k rezistencii na klinickd odpoved. Nedavne prace
poukazali na to, Ze jedinci s genotypom 2677TT
vykazovali nizsiu expresiu P-gp mRNA, ako ti' s ge-
notypom GG2677 (8). Na druhej strane, niektoré
farmakokinetické studie poukazali na opacny efekt
variantnej alely 2677T, a to na zvysenie v transport-
nej aktivite (7) v porovnani s alelou G2677. Dalsi
autori poukdzali na nesignifikantny trend expresie
P-gp v suvislosti s polymorfizmom G2677T (15).
Tieto rozdielne pozorovania mohli byt sposobené
interetnickou variabilitou variantov G2677T. Nie je
vylicené, Ze dany polymorfizmus mdze mat roz-
dielny Ucinok v zavislosti od druhu lieciva (7).
Nase vysledky poukazuju na to, Ze remisia
depresivnych symptémov pri lie¢be paroxeti-
nom by mohla zavisiet od variantov polymor-
fizmu G2677T génu MDRI. Posudenie kapacity
lieCby posobit ako substrat P-gp a suc¢asne MDRI
genotypu pacienta by preto mohlo byt silnym
prediktorom dosiahnutia remisie. Na potvrdenie
tychto vysledkov a identifikaciu ich biologickej
bazy je potrebna analyza vdcsej vzorky pacien-
tov a in vitro a in vivo funkené stidie. Idedlne by
mala byt pre vyber vhodnej lie¢by vyuzivana
kombindcia genetickej a negenetickej informacie
(enviromentalne, klinické, demografické fakto-
ry), ale genetické testovanie moéze byt uzitocné
ako ,predliecebny test”. V sicasnej dobe nie je
stanovovanie genotypu P-gp beznou metodi-
kou v klinickej praxi psychiatrov, prebieha len na
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