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de verklaring van onverklaarbare
dosis spiegel relaties

J.F.M. Roijers" en S.A. van der Vlies? .
T Centraal Klinisch Chemisch en
Hematologisch Laboratorium (CKCHL)
en 2 ZiekenhuisApotheek Midden-
Brabant (ZAMB)

TweeSteden Ziekenhuis,

Dr. Deelenlaan 5, 5042 AD Tilburg.

MW de Bruik heeft te kampen met
een zeer ernstige depressie waar-
voor de psychiater behandeling met
nortriptyline heeft opgestart.
Vanwege de blijvende lage bloed-
spiegels in relatie tot de gebruikte
dosering laat de psychiater, ter uit-
sluiting van therapieontrouw, de
medicatie onder streng toezicht
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innemen. De bloedspiegels blijven
echter laag.....

Hierboven geillustreerd voorbeeld is
een van die vele voorbeelden van
toepassing van farmacogenetica in
de klinische praktijk. Zowel uit
bevindingen van kliniek als laborato-
rium blijkt dat er een aanzienlijke
groep patiénten in de psychiatrie is
die niet reageert op reguliere
geneesmiddelendosissen. Deze
patiénten hebben een verlaagde of
verhoogde serumspiegel ten gevol-
ge van een versneld of vertraagd
metabolisme. Een bekend voorbeeld
hiervan is de groep van de tricycli-
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sche antidepressiva (TCA), zoals
amitryptiline, clomipramine, imipra-
mine, desipramine en nortriptyline.
Bij de omzetting van TCA spelen de
cytochroom P450 iso-enzymen
CYP2D6 (debrisoquine-4-hydroxyla-
se) en CYP2C19 (mefenytoine-4-
hydroxylase) een grote rol. Voor
patiénten met een afwijkende
serumspiegel van TCA kan

na uitsluiten van geneesmiddelinter-
acties en therapieontrouw, het geno-
typeren van deze enzymen nuttig
zijn bij het vinden van de oorzaak. In
2003 is in een gezamenlijk project
van het klinisch chemisch (CKCHL)
en klinisch farmaceutisch laboratori-
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um (KFL) ZiekenhuisApotheek
Midden-Brabant (ZAMB), beide
TweeStedenziekenhuis Tilburg, een
project genotypering opgestart. Het
resultaat hiervan is dat we in staat
zijn tot het uitvoeren van het geno-
typeren van de meest voorkomende
CYP2D6- en CYP2C19-allelen. Door
het screenen van deze allelen wor-
den de meest voorkomende muta-
ties gedetecteerd.

CYP2D6- en CYP2C19-allelen
Op dit moment zijn meer dan

dertig mutaties van het CYP2D6 gen
beschreven. De meest voorkomende
gemuteerde allelen in het Kaukasische
ras zijn CYP2D6*3 (2%), CYP2D6*4
{20%), CYP2D6*5 (2%) en CYP2D6%*6
(2%) [1]. De verschillende allelen
worden gekarakteriseerd door voor
die allelen specifieke mutaties. Het
CYP2D6*3 allel wordt gekarakteri-
seerd door een A, deletie, het
CYP2D6*4 allel door een G,g,,A sub-
stitutie, het CYP2D6*5 allel door een
deletie van het gehele CYP2D6 gen
en het CYP2D6*6 allel dooreen T
deletie. Deze vier allelen hebben
allen een deficiént enzym tot gevolg.
Aanwezigheid van twee afwijkende
allelen resulteert in een vertraagd
langzaam metabolisme (poor meta-
boliser) en daardoor een verhoogde
serumspiegel. Een versneld metabo-
lisme (ultrarapid metaboliser) wordt
veroorzaakt door een genduplicatie
van het CYP2D6*1, of *2 allel (2,5 %)
[2]. De aanwezigheid van een dupli-
catie van het CYP2D6%4 allel heeft
geen versneld metabolisme tot
gevolg omdat dit allel niet codeert
voor een actief enzym. Om deze
reden moet er, indien een duplicatie
en een CYP2D6*4 allel aanwezig is,
worden vastgesteld of het om een
duplicatie van het CYP2D6*1, *2 of
*4 allel gaat.

Voor het CYP2C19 gen zijn op dit
moment nog veel minder mutaties
beschreven. Het meest voorkomen-
de allel is CYP2C19*2. De prevalen-
tie van poor metabolisers als gevolg
van een CYP2C19 deficiéntie is 2-6%
in de Kaukasische populatie en 18-
23 % in de Orientaalse populatie [3].
In beide bevolkingsgroepen wordt
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de deficiéntie in 75-85% van de
gevallen veroorzaakt door het
CYP2C19*2 allel [4]. Afgezien van
een defect dat alleen gevonden is bij
Japanners zijn er nog geen andere
mutaties beschreven die verant-
woordelijk zijn voor CYP2C19-defi-
ciéntie. Bij personen die homozy-
goot zijn voor deze mutatie is het
metabolisme van onder andere ver-
schillende barbituraten, een aantal
antidepressiva en andere CYP2C19-
substraten sterk vertraagd.

Genotyperen in de praktijk
Voor er gestart kan worden met
genotyperen wordt DNA geisoleerd
uit 300 L EDTA-bloed. Om na te
gaan of de isolatie goed verlopen is
en omdat bij de analyse van de ver-
schillende CYP2D6 allelen verschil-
lende hoeveelheden DNA als uit-
gangsmateriaal wordt gebruikt,
wordt na isolatie de concentratie en
zuiverheid van het DNA bepaald
m.b.v. een fotospectrometer.

Voor het aantonen van de volgende
CYP2D6 en CYP2C19 allelen wordt
gebruik gemaakt van de moleculair
biologische technieken die in het
artikel ‘Moleculair biologische tech-
nieken voor de detectie van CYP2D6-
en CYP2C19-allelen’ (ook dit num-
mer) zijn beschreven.

CYP2D6*3:

Voor het aantonen van het CYP2D6*3
allel wordt gebruik gemaakt van een
tetra-primer PCR. In deze PCR wordt
eerst een deel van het CYP2Dé6-allel
geamplificeerd, waarna er een allel-
specifieke amplificatie volgt. Het niet
specifieke product heeft een lengte
van 1106bp (=baseparen). Bij de
allel-specifieke amplificatie ontstaat
een product van 580bp indien het
CYP2D6*3 allel aanwezig is en een
5563bp product indien er een wild-
type allel aanwezig is [5].

CYP2D6*4:

Voor het aantonen van het CYP2D6*4
allel wordt gebruik gemaakt van
real-time PCR op de LightCycler.
Indien het CYP2D6*4-allel aanwezig
is, zullen de hybridisatie probes bij
een lagere temperatuur van het DNA
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smelten. Indien er één piek zichtbaar
is bij een lage smelttemperatuur dan
is de patiént positief homozygoot
voor het CYP2D6*4 allel. Dit houdt
in dat de patiént geen wildtype (nor-
maal) allel heeft. Indien er twee pie-
ken aanwezig zijn, waarbij één piek
een lage smelttemperatuur heeft en
één piek een hoge smelttemperatuur
heeft dan heeft deze patiént zowel
een CYP2D6*4 allel als een wildtype
allel. Is er bij de patiént maar één
piek met een hoge smelttempera-
tuur zichtbaar dan houdt dit in dat
de patiént in ieder geval geen
CYP2D6*4 allel heeft [6].

CYP2D6*5:

Voor het aantonen van het CYP2D6*5
allel wordt gebruik gemaakt van een
multiplex long PCR. De primers
DPKup en DPKlow vormen een pro-
duct van 5.1kb als het CYP2D6 wild-
type allel aanwezig is. De Dup en
Dlow primers vormen een product
van 3.2kb als er een deletie van het
CYP2D6 allel heeft plaats gevonden,
CYP2D6*5 [5].

CYP2D6*6:

Voor het aantonen van het CYP2D6*6
allel wordt gebruik gemaakt van een
tetra-primer PCR. In deze PCR wordt
eerst een deel van het CYP2DS6 allel
geamplificeerd, waarna er een allel-
specifieke amplificatie volgt. Het niet
specifieke product heeft een lengte
van 750bp. Bij de allel-specifieke
amplificatie ontstaat een product
van 356bp indien het CYP2D6*6 allel
aanwezig is en een 421bp product
indien er een wildtype allel aanwe-
zig is [5].

CYP2D6*1/2/4x2:

Voor het aantonen van de duplicatie
wordt gebruik gemaakt van een mul-
tiplex long PCR en een controle long
PCR. Bij deze multiplex long PCR
ontstaat een product van 5,2kb als
er geen duplicatie aanwezig is en
een product van 3,6kb indien er een
duplicatie aanwezig is. Bij de contro-
le long PCR ontstaat alleen een pro-
duct indien er een duplicatie aanwe-
zig is. De lengte van het product van
de controle long PCR is 3,2kb [2]. Bij

jaargang 15, nr. 2 ~ 2004



aanwezigheid van een duplicatie en
een CYP2D6*4 allel moet nog uitge-
sloten worden of er een duplicatie is
van de allelen *1/2 of allel *4.
Daarvoor wordt een nested PCR
(PCR met als uitgangsmateriaal een
PCR product) uitgevoerd gevolgd
door een digestie met het enzym
Hphl. Bij aanwezigheid van het allel
*4 zal het 443bp grootte fragment
geknipt worden in drie fragmenten
van 262bp, 100bp en 71bp. Indien
allel *1 of *2 aanwezig is ontstaan
twee fragmenten met een lengte van
362bp en 71bp [1].

CYP2C19*2:

Voor het aantonen van het CYP2C19%2
aliel wordt gebruik gemaakt van een
PCR gevolgd door een digestie.

Bij deze methode wordt er gebruik
gemaakt van het feit dat bij een
CYP2C19*2 allel een knipplaats voor
het Smal enzym vervalt. Indien het
CYP2C19*2 allel aanwezig is, wordt
het PCR-product niet geknipt en is er
een fragment van 321bp zichtbaar.
Als het wildtype allel aanwezig is,
wordt het PCR-product door het
Smal enzym geknipt en ontstaan er
twee fragmenten met een lengte van
212bp en 109bp.

Twee praktijkvoorbeelden

Uit bovenstaande blijkt dat het
genotyperen voor CYP2D6 niet altijd
even eenvoudig is. De resultaten
van de verschillende analyses moe-
ten worden samengevoegd voordat
er een uiteindelijk resultaat kan wor-
den geformuleerd. Verder moet

steeds in het achterhoofd worden
gehouden dat er naast de allelen
waar hier naar gekeken wordt er ook
nog meer niet frequent voorkomen-
de allelen zijn. Ter verduidelijking
worden hier de resultaten van enke-
le praktijkvoorbeelden beschreven.
Van beide patiénten is een aanvraag
bij ons gedaan vanuit de kliniek. De
behandelend psychiaters bereikten
geen resultaat met voorgeschreven
therapieén. Beide patiénten bleken
therapietrouw te zijn en met TDM is
vastgesteld dat hun serumspiegels
voor de voorgeschreven TCA afwij-
kend hoog was {zie Figuur 1).

Bij patiént X werden de volgende
afzonderlijke resultaten gevonden:
Bij de tetra-primer PCR voor
CYP2D6%*3 werd naast het 1106bp
controle product het 553bp product
gevonden. Het 580bp product wat
specifiek is voor de aanwezigheid
van het CYP2D6*3 allel werd niet
gevonden, oftewel deze patiént
heeft geen CYP2D6*3 allel.

Bij de LightCycler analyse om aan
te tonen of het CYP2D6*4 allel aan-
wezig is werd één piek met een
lage smelttemperatuur gevonden.
Dit houdt in dat er bij deze patiént,
naast het CYP2D6*4 allel geen
wildtype allel werd gevonden
(figuur 1).

Bij de multiplex long PCR voor
CYP2D6*5 werd zowel een product
van 5,1kb als een product van 3,2kb
gevonden. Dit houdt in dat er bij
deze patiént een deletie van één
van de twee CYP2D6 genen heeft
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Figuur 1. LightCycler resultaten van de CYP2D6%*4 analyse. Blauw is een posi-
tief heterozygote controle; Paars is een wildtype controle; Oranje is een nega-
tieve watercontrole; Groen is patiént X en Rood is patiént Y.
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plaatsgevonden (figuur 2).

Bij de tetra-primer PCR voor
CYP2D6*6 werd naast het 750bp
controle product het 421bp product
gevonden. Het 356bp product, wat
specifiek is voor de aanwezigheid
van het CYP2D6*6 allel, werd niet
gevonden, oftewel deze patiént
heeft geen CYP2D6*6 allel.

Bij de multiplex long PCR voor de
duplicatie werd alleen het 5,2 kb
product gevonden. Dit houdt in dat
er bij deze patiént geen duplicatie
van het CYP2D6 allel aanwezig is.
Bij de analyse voor CYP2C19%*2 ,een
PCR gevolgd door een digestie met
Smal, werden drie fragmenten
gevonden met de lengten 321bp,
212bp en 109bp. Dit houdt in dat de
patiént naast een CYP2C19*2 allel
ook een wildtype allel heeft.
Uitgaande van de analyse voor
CYP2D6*4 zou de conclusie van dit
onderzoek zijn dat deze patiént posi-
tief homozygoot is voor CYP2D6%4,
oftewel dat deze patiént twee
CYP2D6%*4 allelen zou hebben. Als
echter alle resultaten naast elkaar
gelegd worden, blijkt dat deze
patiént een deletie van het CYP2D6
gen heeft. Dit houdt in dat deze
patiént in plaats van twee CYP2D6
allelen, maar één CYP2D6 allel heeft
en dat bij de andere CYP2D6 analy-
ses er maar naar één gen wordt
gekeken. De patient heeft dus geen
twee CYP2D6*4 allelen, maar één
CYP2D6*4 en één CYP2D6*5 allel.
Naast deze twee CYP2D6 allelen die
beiden een deficiént enzym tot
gevolg hebben heeft deze patiént
ook nog één CYP2C19%2 allel. Deze
patient zal vanwege een verlaagde
activiteit van het CYP2C19 en het
CYP2D6 iso-enzym bepaalde
geneesmiddelen minder snel
omzetten.

Bij patiént Y werden de volgende
afzonderlijke resultaten gevonden:
Bij de tetra-primer PCR voor
CYP2D6*3 werden geen specifieke
producten gevonden. Zowel het
1106bp controle product als het
580bp product, wat specifiek is voor
het CYP2D6*3 allel, als het 553bp
product wat specifiek is voor het
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Figuur 2. Resultaten van een
CYP2D6*5 analyse. Eén controle
die geen CYP2D6*5 allel heeft en
één controle die naast een wildtype
allel ook een CYP2D6*5 allel heeft.
X is het verkregen resultaat van de
hierboven beschreven Patiént X.

wildtype allel werden niet gevon-
den. De positieve en negatieve con-
troles waren goed.

Bij de LightCycler analyse, om aan
te tonen of het CYP2D6*4 allel aan-
wezig is, werden geen smeltpieken
gevonden. Omdat de LightCycler
een techniek is die gebaseerd is op
real time PCR was in het gedeelte
van de amplificatie zichtbaar dat er
geen productvorming had plaatsge-
vonden. Bij de controle samples was
wel duidelijk productvorming zicht-
baar en de smeltcurves waren bij de
controle samples ook zoals verwacht
(figuur 1).

Bij de multiplex long PCR voor
CYP2D6*5 werd alleen een product
van 3,2kb gevonden. Dit houdt in
dat bij deze patiént beide CYP2D6
genen gedeleteerd zijn.

Bij de tetra-primer PCR voor
CYP2D6*6 werden geen specifieke
producten gevonden. Zowe! het
750bp controle product als het
421bp product, wat specifiek is

voor het wildtype allel, als het 356bp
product wat specifiek is voor het
CYP2D6*6 allel, werden niet gevon-
den. De positieve en negatieve con-
troles waren goed.

Bij de multiplex long PCR voor de
duplicatie werd geen specifiek pro-
duct gevonden. Zowel de positieve
als negatieve controle waren goed.
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Bij de analyse voor CYP2C19*2, een
PCR gevolgd door een digestie met
Smal, werden twee fragmenten
gevonden met de lengten 212bp en
109bp. Dit houdt in dat de patiént
geen CYP2C19*2 allelen heeft.

Bij deze patiént verklaren de resulta-
ten afkomstig van de analyse voor
CYP2D6*5 het niet verkrijgen van
goede resultaten bij de andere
CYP2D6 analyses. Doordat beide
CYP2D6 genen gedeleteerd zijn, kun-
nen de primers gebruikt bij de ana-
lyses CYP2D6*3, CYP2D6%4,
CYP2D6*6 en CYP2D6*1/2/4x2 niet
meer binden op de voor de afzon-
derlijke primers specifieke stukjes
complementaire DNA. Dit verklaart
waarom er hij deze analyses geen
specifieke productvorming plaats-
vond. Deze patiént heeft een ver-
laagde activiteit van het CYP2D6 iso-
enzym, terwijl de activiteit van het
CYP2C19 iso-enzym normaal zal zijn.

Conclusie
Beide voorbeelden laten zien hoe
belangrijk genotyperingresultaten
kunnen zijn voor de individuele
patiént. Na het genereren van deze
data worden de resultaten altijd
teruggekoppeld aan een apotheker,
die de resultaten weer koppelt aan
de bloedspiegeluitslagen van de
voorgeschreven medicatie. De apo-
theker neemt vervolgens contact op
met de behandelend arts van de
patiént om het behandelprogramma
van de patiént indien nodig te ver-
anderen of bij te stellen. Op dit
moment zijn aanvragen voor een
genotypering afkomstig van een
behandelend arts uit de kliniek of
wordt een arts benaderd door een
apotheker om een genotyperingaan-
vraag te doen bij een patiént vanwe-
ge vraagtekens bij serumspiegels
en/of effectiviteit van een therapie.
Het kost enige tijd en inspanning om
aan het genotyperen bekendheid te
geven richting kliniek en artsen als
mogelijke diagnostiek in de behan-
deling van psychiatrische patiénten.
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