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Begrippen in de farmacogenetica

Het genotype is de erfelijke informatie over een bepaalde eigenschap van een individu. Deze informatie bevindt
zich in de genen, in het dna dat bestaat uit nucleotiden. Het deel van het dna met informatie voor één specifieke
erfelijke eigenschap wordt gen genoemd. Het dna is verdeeld in chromosomen die meestal in paren voorkomen.
Een persoon heeft van een gen over het algemeen twee kopieén (allelen), een op elk van de chromosomen van
een chromosomenpaar.

Het fenotype geeft aan wat de uiteindelijke verschijningsvorm van een bepaald genotype is. Dit kan de
functionaliteit van een eiwit (bijvoorbeeld het enzym of de receptor) betreffen, maar ook de verschijningsvorm van
een ziekte. Het fenotype vloeit voort uit het genotype dat men bezit, de mate van expressie van het desbetreffende
gen en de combinatie met omgevingsfactoren bijvoorbeeld comedicatie, voeding en ziektetoestanden.

Van dna dat codeert voor een eiwit kunnen variaties bestaan in de bevolking. Variaties kunnen er toe leiden dat
allelen coderen voor niet of minder actieve eiwitten. De eenvoudigste vorm van variaties zijn 'single-nucleotide
polymorphisms' (SNP’s), waarbij een bepaald deel van een gen slechts in één nucleotide verschilt. Als een
genvariant bij ten minste 1% van de bevolking voorkomt, spreekt men van een genetisch polymorfisme.
Wildtype is de benaming voor het meest voorkomende actieve allel. Voor een bepaald allel kan sprake zijn van
verschillende polymorfismen.

Namen van genen worden schuingedrukt weergegeven. In sommige gevallen kan de afkorting van de naam van
een gen afwijken van die van de naam van het genproduct. Dit is bijvoorbeeld het geval voor
dihydropyrimidinedehydrogenase, waarbij het gen wordt afgekort tot DPYD en het enzym tot DPD.

Veranderde metabole capaciteit en klinische gevolgen

Fluorouracil wordt voor meer dan 80% door dihydropyrimidinedehydrogenase (DPD) omgezet in de inactieve

metaboliet dihydrofluorouracil. DPD is vooral aanwezig in de lever, maar ook in de meeste andere weefsels. Een

lagere metabole activiteit van DPD leidt tot verhoogde intracellulaire concentraties van fluorodeoxyuridine-
monofosfaat, de actieve metaboliet van fluorouracil en diens prodrug capecitabine. Hierdoor neemt het risico op
bijwerkingen als neutropenie, trombopenie en ‘hand-foot’-syndroom toe.

Variaties in het gen dat codeert voor het DPD-enzym kunnen leiden tot een verlaagde of afwezige enzymactiviteit.

Op basis van de aanwezige metabole capaciteit van DPD en de uit te voeren aanpassing van de therapie kan de

populatie in vijf fenotypes worden opgedeeld (hieronder gerangschikt naar afnemende activiteit):

- genactiviteitsscore 2 (AS 2): ‘normale’ metabole capaciteit (normal metaboliser (NM); twee volledig actieve
allelen)

- genactiviteitsscore 1,5 (AS 1,5): verlaagde metabole capaciteit (€én volledig actief en één verminderd actief
allel)

- genactiviteitsscore 1 (AS 1): gehalveerde metabole capaciteit veroorzaakt door één enkele genvariant (één
volledig actief en één inactief allel)

- fenotypering (FENO): sterk verlaagde metabole capaciteit (twee verminderd actieve allelen of één inactief
allel en één verminderd actief allel of meer algemeen twee genvarianten die tot een verminderd actief allel
leiden of één genvariant die tot een inactief allel leidt en één genvariant die tot een verminderd actief allel
leidt)

- genactiviteitsscore 0 (AS 0): afwezige metabole capaciteit (twee inactieve allelen of meer algemeen twee
genvarianten die tot een inactief allel leiden)

Ook binnen een groep met een bepaalde genactiviteitsscore bestaat variatie in de metabole capaciteit.

Omdat het genotype slechts voor een deel de metabole capaciteit bepaalt, zijn adviezen voor dosisaanpassing
op basis van het genotype niet meer dan een handvat om de gewenste intracellulaire concentratie van de actieve
metaboliet te bereiken. Voor fluorouracil kan farmacokinetische dosisaanpassing (op basis van plasma-
concentraties of AUC) mogelijk nuttig zijn om de dosering te optimaliseren. Hoewel capecitabine grotendeels in



de weefsels wordt omgezet in fluorouracil, kan farmacokinetische dosisaanpassing (op basis van de plasma-
concentraties of AUC van fluorouracil) ook voor capecitabine worden toegepast.

Genotypering

Bij genotypering wordt het genotype vastgesteld. Het geeft aan welke varianten van het gen voor DPD het geteste
individu bezit. In het verleden kregen genvarianten een naam die bestaat uit een ster (*) en een nummer, een
voorbeeld van een mogelijk DPD-genotype is DPYD*1/*2A. Later ontdekte genvarianten zijn echter niet opge-
nomen in deze nomenclatuur. Daarom wordt een deel van de allelen aangegeven met het nucleotidenummer
gevolgd door de nucleotideverandering (of met het aminozuurnummer voorafgegaan door het symbool van het
aminozuur in het wildtype eiwit en gevolgd door het symbool van het aminozuur in de variant).

Voor DPD bestaan zeer veel variaties, er zijn meer dan 30 verschillende genvarianten geidentificeerd en
beschreven in de literatuur. De varianten die tot een verlaagde DPD-activiteit leiden, komen alle in lage frequentie
voor en niet van elke variant is even goed bekend of de DPD-activiteit veranderd is, waardoor een betrouwbare
genotyperingstest voor DPD ontbreekt. Een aantal allelen is in Tabel 1 weergegeven, ook de functionaliteit is
hierin opgenomen. Bij genotypering wordt meestal gescreend op slechts de meest voorkomende en best
onderbouwde allelvarianten. Op dit moment zijn dit *2A, *13, 2846A>T en 1236G>A. Hierdoor kan het zijn dat
minder vaak voorkomende varianten gemist en ten onrechte als wildtype getypeerd worden (zie ook het document
‘Onzekerheden in genotyperingsuitkomsten’ op de KNMP-site).

Tabel 1. DPYD-genvarianten en metabole capaciteit

metabole capaciteit sterke onderbouwing matige onderbouwing zwakke onderbouwing
voor functionaliteit (of in | voor functionaliteit (in voor functionaliteit
het geval van *1 per vitro en klinische/ex vivo | (alleen in vitro data en/of
definitie) data) beperkte klinische/ex
Vivo data)
volledig functioneel *1 *4 = 1601G>A
(wildtype; genactiviteits- | *5 = 1627A>G *6 = 2194G>A
score 1) *9A = 85T>C *OB = 85T>C +
2657G>A
*11 = 1003G>T
62G>A
496A>G
IVS10-15T>C
1896C>T

verminderd functioneel 1236G>A/ 1129-
(genactiviteitsscore 0,5) | 5923C>G (hapB3)*

2846A>T
volledig disfunctioneel *2A = IVS14+1G>A *3 = 1897delC 257C>T&
(inactief of nulallel; *13 = 1679T>G”» *7 = 295-298del TCAT 300C>A%
genactiviteitsscore 0) *8 = 703C>T 1651G>A
*10 = 2983G>T 1024G>A%
*12 = 1156G>T 1025A>G4
1475C>T&
1774C>T&

duplicatie exons 17+18%

$ Variant 1236G>A, die niet tot een aminozuurverandering leidt, is in compleet linkage disequilibrium met variant
1129-5923C>G, die tot afwijkende splicing van een deel van het mRNA leidt, waarbij een prematuur stopcodon
ontstaat. De resulterende DPD-activiteit bedraagt ongeveer de helft van de normale activiteit. Beide varianten
maken deel uit van haplotype B3.

% Voor deze varianten is er bewijs uit studies of uit een casus waarin de DPD-activiteit werd gemeten, dat de
varianten (aminozuur-substitutie (Ile560Ser) voor *13) leiden tot een inactief enzym.

& Deze varianten werden gevonden in een casus met toxiciteit en hebben in vitro een zeer lage enzymactiviteit.

Vertaling genotype naar fenotype

Wanneer het genotype van een individu is vastgesteld en men wil weten wat de metabole capaciteit voor DPD is,
moet het genotype naar het fenotype worden ‘vertaald’. Als er sprake is van twee genvarianten die niet beide tot
een inactief allel leiden, moet dit worden vertaald in het fenotype ‘fenotypering’ (‘(FENQ’). Als dit niet het geval is
moet voor de vertaling van het genotype naar het fenotype de genactiviteitsscore van beide genvarianten (beide
allelen) bij elkaar worden opgeteld (zie tabel 2). Indien er meer dan twee genvarianten zijn, dient het genotype te
worden vertaald in ‘genactiviteitsscore 0’ (‘AS 0’) als twee of meer van deze genvarianten tot een inactief allel
leiden en in ‘fenotypering’ (‘FENQ’) als dit niet het geval is. In weinig voorkomende gevallen kunnen bij twee



verschillende genvarianten, de varianten op hetzelfde allel liggen in plaats van op verschillende allelen. Omdat
bij twee of meer genvarianten altijd wordt geadviseerd om de DPD-activiteit te bepalen en de dosering
overeenkomstig aan te passen, hoeft hier geen rekening mee te worden gehouden bij de vertaling van het
genotyperingsresultaat naar het voorspelde fenotype.

Tabel 2. Verband tussen genotyperingsresultaat en voorspeld fenotype

genotyperingsresultaat voorspeld fenotype

geen genvariant die tot verminderde DPD-activiteit leidt (*1/*1) genactiviteitsscore 2 (normal metaboliser)
€én verminderd functionele genvariant (*1/1236A of *1/2846T) genactiviteitsscore 1,5

één volledig disfunctionele genvariant (*1/*2A of *1/*13) genactiviteitsscore 1

twee verminderd functionele genvarianten of één volledig fenotypering

disfunctionele genvariant en één verminderd functionele
genvariant (1236A/1236A, 2846T/2846T, zowel 1236A als
2846T, zowel *2A als 1236A, zowel *2A als 2846T, zowel *13 als
1236A of zowel *13 als 2846T)

twee volledig disfunctionele genvarianten (*2A/*2A, *13/*13 of genactiviteitsscore 0
zowel *2A als *13)

Fenotypering

Bij fenotypering wordt het fenotype vastgesteld, dit houdt in: het meten of schatten van de activiteit van het DPD-
enzym. Mogelijke fenotyperingsmethoden zijn het bepalen van de DPD-enzymactiviteit in perifere mononucleaire
bloedcellen [Kuilenburg, 2000] of het meten van de uracilconcentraties in plasma of urine [Ploylearmsaeng, 2006],
waarbij de eerste methode de beste betrouwbaarheid heeft. Afhankelijk van de exacte gebruikte methode voor
de bepaling, is de gemiddelde Kaukasische DPD-enzymactiviteit 9,9 + 2,8 nmol/uur per mg eiwit [Kuilenburg,
2002] of 9,6 £ 2,2 nmol/uur per mg eiwit [Pluim 2015].

Methoden die tegenwoordig minder worden gebruikt zijn de 2-3*C-uracilademtest [Mattison, 2004] of de bepaling
van uracil/dihydrouracilratio’s in het plasma [Ciccolini, 2006; Zhou, 2007]. In de eerste test wordt de vorming van
13CO2 gemeten die ontstaat bij afbraak van 2-13C-uracil door DPD en andere enzymen van de katabole route van
pyrimidines. In de tweede test wordt de omzetting van het endogene substraat uracil gemeten. Ook is het mogelijk
om de activiteit van het DPD-enzym te bepalen door het analyseren van de omzetting van een eenmalige dosis
uracil [van Staveren, 2013].

Alle bestaande fenotyperingsmethoden hebben nadelen ofwel op het gebied van nauwkeurigheid en sensitiviteit
ofwel op het gebied van uitvoerbaarheid voor screening van grote aantallen patiénten (kosten en benodigde tijd).

Etnische variatie in prevalentie fenotypes en allelfrequentie

Fenotype- en allelfrequenties per bevolkingsgroep zijn weergegeven in tabel 5.

De frequentie van voorkomen van de verschillende DPD-allelen alsmede van de verschillende fenotypes lijkt sterk
te variéren tussen verschillende naties en etnische groeperingen. In de Nederlandse bevolking bevat het meest
voorkomende verminderd functionele allel de genvariant 1236A en het meest voorkomende volledig disfunctio-
nele allel de genvariant *2A.

Gebaseerd op de DPD-enzymactiviteit heeft in de Kaukasische populatie ongeveer 3-5% een partiéle DPD-
deficiéntie en 0,1-0,2% een volledige DPD-deficiéntie (Tuchman 1985). Dit komt redelijk overeen met de op basis
van de frequenties van de genvarianten *2A, 2846 A>T, 1236G>A en *13 berekende prevalentie van
respectievelijk genactiviteitsscore 1 + genactiviteitsscore 1,5 (3-12%) en genactiviteitsscore 0 + fenotypering
(0,02-0,4%).

Mattison 2006 verwijst naar studies die een verhoogde fluorouraciltoxiciteit (leukopenie en anemie) en een
verlaagde algehele overleving laten zien in Afro-Amerikaanse patiénten met colorectaal carcinoom in vergelijking
met Kaukasische patiénten. Gebaseerd op de DPD-enzymactiviteit toonde de studie, in overeenstemming
hiermee, een trend voor een 2,9 maal zo hoge prevalentie van een partiéle DPD-deficiéntie (8%) in 149 gezonde
Afro-Amerikanen in vergelijking met 109 gezonde Kaukasiérs (2,8%) (p = 0,07). De op basis van de enzym-
activiteit waargenomen 8% Afro-Amerikanen met een partiéle DPD-deficiéntie is 9,5 maal zo hoog als de op basis
van de frequenties van de genvarianten *2A, 2846 A>T, 1236G>A en *13 berekende prevalentie van genactivi-
teitsscore 1 + genactiviteitsscore 1,5 in Afro-Amerikanen (0,84%). Bepaling van deze vier genvarianten levert dus
weinig informatie op over de DPD-enzymactiviteit en dus het risico op ernstige toxiciteit in Afro-Amerikanen.
Mogelijk spelen bij Afro-Amerikanen andere genvarianten of niet-genetische factoren een rol. De hogere
prevalentie van op DPD-enzymactiviteit gebaseerde DPD-deficiéntie die Mattison 2006 vond in vrouwen dan in
mannen (3,1 maal hoger in Afro-Amerikanen en 1,8 maal in Kaukasiérs) suggereert in ieder geval dat ook niet-
genetische factoren een rol spelen.

Ook in andere niet-Kaukasische bevolkingsgroepen, met name Oost-Aziaten, worden lage frequenties gevonden
van de genvarianten *2A, 2846 A>T, 1236G>A en *13. Het is niet bekend of dit correspondeert met een hogere



DPD-enzymactiviteit in deze bevolkingsgroepen of dat er net als bij Afro-Amerikanen andere factoren zijn, die de
enzymactiviteit in personen uit deze bevolkingsgroepen bepalen.

Tabel 5. Etnische variatie in prevalentie van op basis van de genactiviteit voorspelde fenotypes en genvariant-

frequentie
prevalentie voorspeld fenotype (%)* genvariantfrequentie (%)
bevolkings- |gebied of |GAS FENO |GAS |GAS |GAS|*2A 2846 1236 *13
groep subgroep |0 1 15 2 A>T G>A
Kaukasisch 0,001- |0,02- 0,2- |26- |88 [0-14 |1 0,3-3,7 |0,1
0,023 0,36 2,8 8,8 97
Nederland |0,005 |0,14 1,35 |6,1 92 0,65 0,75 2,4 0,05
Finland 0,06 0,075 |46 2,4 93 [2/4 0,04 1,2 0,008
Europa 0,004 |0,1 1,3 50 94 10,6 0,5 2,1 0,06
zonder
Finland
Aziatisch
Zuidwest- 0-0,75
Azié
Oost-Azié |0 < 0 0,06 |100 |0 0,005 |0,025 |0
0,0001
Zuid-Azié 0,002 |0,04 0,8 3,4 96 |04 0,05 1,7 0
Afrikaans
Afro-Ameri- 0
kaans
Afrikaans/ |< 0,002 (0,24 |0,7 99 0,06 0,08 0,26 0,008
Afro-Ameri- | 0,0001
kaans
Latijns- 0,0001 |0,007 |0,2 15 98 0,11 0,26 0,5 0
Amerikaans/
Amerikaans,
gemengde
etniciteit
Asjkena- 0,003 (0,01 1,0 15 98 |05 0,04 0,7 0
zisch joods

# De prevalenties van de voorspelde fenotypes zijn berekend uit de gevonden genvariantfrequenties.
GAS = genactiviteitsscore, FENO = fenotypering
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