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KORELACE GENOTYPU A FENOTYPU CYP2C19: FENOKONVERZE, POPULACNI SPECIFIKA A MODERNI SEKVENACNI PRISTUPY V PERSONALIZOVANE FARMAKOTERAPII

strukturdlnich variant, jako jsou ,copy num-
ber” varianty (CNV) ¢i hybridni alely je mozné
detekovat pomoci novych technologii, jako
je sekvenovani nové generace (NGS) (22, 23).
Je vsak nutno doplnit, Ze zatimco naptiklad
u genu CYP2D6 predstavuji tyto strukturdini
varianty zcela zadsadni soucast farmakogene-
tické interpretace, u genu CYP2C19 je jejich
celkovy klinicky vyznam a frekvence vyskytu
v populaci obecné mensi (18, 24).

Jednotlivé metody se od sebe vyrazné
lisi nejen pokrytim variant, ale i praktickymi
parametry relevantnimi pro klinické nasazeni.
Prehled klicovych charakteristik je uveden
v tabulce 1.

Konven¢ni metody jako TagMan a PCR-
RFLP jsou v klinické praxi dobfe zavedené
a pro detekci nejcastéjsich alel *2 a *17 zcela
dostacujici. Jejich nevyhodou je viak design,
kdy je analyza omezena pouze na varianty
explicitné zahrnuté v testovacim panelu. Pro
standardni klinické testovani doporucuje
Asociace pro molekuldrni patologii (AMP)
pouze tfi varianty CYP2C19 (20). V nomenkla-
tufe hvézdic¢kovych alel a sub-alel je pfitom
v databazi PharmVar aktualné popsano vi-
ce nez 70 variant CYP2CI19, z nichz mnohé
maji klinicky relevantni funk¢ni dopad, ale
konvencnimi metodami je detekovat nelze
(2). Specifickym problémem konvencnich pfi-
stupu je také nemoznost fazovani haplotypt
(haplotype phasing), tedy pfifazeni variant ke
konkrétnim aleldm na kazdém zhomolognich
chromozomd (2). Zejména u pacientd s vice
heterozygotnimi variantami m{Zze neznalost
fazovani vést k chybné diplotypové klasifi-
kaci a ndsledné nespravné predikci fenoty-
pu (2). Tento problém je obzvlasté aktudlni
u populaci s vysokou frekvenci alely *17, kde
kombinace *2/*¥17 (IM) zvy3uje riziko chybné
diplotypové klasifikace pfi absenci fazovani
haplotypu nebo pfi nedostatecné Sirokém
testovacim panelu (2, 27).

Technologie NGS, zejména tzv. short-read
NGS platformy, tato omezeni ¢astecné pre-
konavaji diky schopnosti soucasné detekce
velkého poctu variant a CNV v ramci jed-
noho analytického procesu (25). Nicméné
i short-read NGS md své limity v podobé
omezené délky cteni (cca 150-300 bp), kte-
rd neumoznuje primé fazovani vzdalenych

variant u jedné molekuly DNA (18). Na toto

Tab. 1. Srovndni hlavnich metod genotypizace CYP2C19 v klinické praxi (25, 26)

Metoda Pokryti variant Detekce Rych’Iost Naklady Vh<‘>dn’ost pl.‘O
CNV analyzy rutinni praxi

TagMan / Nizké (pfedem definované . ny .

AS-PCR SNP) Ne Rychla (2-4 h) | Nizké Viysokd

PCR-RFLP Nizké (1-2 varianty) Ne Stredni Nizké Stredni

SNP array . . P .o .

(ADME panel) Stfednf (stovky SNP) Omezend | Stredni Stredni Stfedni

Kratké NGS | Vysoké Céste¢nd | Delsi (1-2 dny) | Stredni-vysoké | Rostoucl

Dlouhé NGS | Velmi vysoké Ano Delsi Vysoké Zatim vyzkumna

omezeni reaguje rozvijejici se technologie lon-
g-read sekvenovani (sekvenovani dlouhych
Cteni), reprezentovana napiiklad platformami
PacBio HiFi (Single Molecule, Real-Time; SMRT)
a Oxford Nanopore Technologies (ONT) (25).
Tyto platformy generuji ¢teni v délce tisicti az
desitek tisicli bazi, coZz umoznuje pfimé fazo-
vani alel, spolehlivou detekci strukturalnich
variant a identifikaci vzacnych i dosud nepo-
psanych funk¢nich alel (25). Studie vyuzivajici
long-read sekvenovani pro analyzu CYP genl
prokdzaly schopnost detekce hybridnich alel
a novych sub-alel, které by metodami krét-
kych ¢teni nebyly zaznamendny (28). Volba
konkrétni genotypizacni metody by tedy méla
reflektovat jak klinicky kontext (urgentnost
vysledku, dostupnost laboratore, spektrum
testovanych [éciv), tak populacni specifika
cilové skupiny pacientl. Pro rychlé analyzy
postacuji point-of-care platformy s TagMan
sondami (29). Pro komplexni preemptivni
farmakogenetické testovani v rdmci perso-
nalizované mediciny jsou perspektivni NGS
panely pokryvajici desitky klinicky relevant-
nich gent (30).

Cilené NGS panely
pro farmakogenetické analyzy
a sekvenovani exomu

Technologie NGS umoziuje simultanni
analyzu velkého poctu variant napfi¢ celym
genem nebo rozsdhlym panelem farmako-
geneticky relevantnich genli v ramci jed-
noho analytického procesu. Specializované
farmakogenetické NGS panely typicky pokry-
vaji 50-200 klinicky relevantnich gen(, v¢etné
CYP2C19, pfi vysokém sekvenacnim pokryti
(tj. hloubka ¢teni udavajici, kolikrat je kazda
nukleotidova pozice nezavisle prectena), coz
zajistuje spolehlivou detekci i minoritnich alel
a CNV, jako jsou duplikace nebo delece celého
genu (31, 32). Pilotni studie Mayo Clinic uka-
zala, Ze 99% z 1013 Ucastnikd neslo alespon
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jednu klinicky relevantni variantu v péti kli-
¢ovych farmakogenetickych genech vcéetné
CYP2C19, pficemz Cast téchto variant by byla
mimo detekéni rozsah konvenénich genoty-
pizacnich analyz (33).

V soucasnosti je k dispozici fada komer¢-
nich farmakogenetickych NGS paneld, které
pokryvaji geny s nejvyssim klinickym vyzna-
mem podle guidelines CPIC, v¢etné CYP2CT9,
CYP2D6 nebo SLCO1BT (31). Tyto panely vyuzi-
vaji pravidelné aktualizované databdze variant
a jejich bioinformatické pipelines jsou konci-
povany tak, aby na zakladé alelovych definic
PharmVar a mapovani CPIC/ClinPHx umozno-
valy automatizované ptifazeni detekovanych
variant k diplotypim a fenotypovym kate-
goriim (22, 34). Vyhodou oproti konvenénim
metodam je tedy nejen 3irsi pokryti variant,
ale i standardizovana interpretace vysledka
s primym klinickym vystupem (22, 34).

Ani cilené NGS panely viak nejsou bez
limitaci. Klicovym problémem z(stava inter-
pretace variant nejasného klinického vyznamu
(variants of uncertain significance, VUS), je-
jichz funk¢ni dopad na aktivitu enzymu nebyl
dosud experimentélné ovéren (35). Vyskyt
VUS komplikuje klinické rozhodovani a vy-
zaduje konzultaci se specialistou na klinic-
kou farmakogenetiku (35). DalSim omezenim
je rozsah pokryti — cilené panely jsou svou
definici omezeny na predem vybrané geny
a nemohou zachytit varianty mimo jejich za-
bér. Toto omezeni je zvlasté patrné u gend
s vysokou strukturalni komplexitou, jako je
CYP2D6, u néjz jsou Casté rozsdhlé genomové
prestavby vyzadujici specializované bioinfor-
matické algoritmy (24).

Alternativou prekondvajici omezeni dana
predvybérem genl je sekvenovani celého
exomu (whole exome sequencing, WES). WES
umoznuje simultanni analyzu veskerych kéduji-
cich oblastigenomu, ¢imz v principu zachycuje
i varianty ve farmakogeneticky relevantnich
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