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Abstract
Introduction: Isoniazid (INH) is a drug widely used in the treatment of tuberculosis. INH is metabolized to acetylisoniazid by
N-acetyltransferase (NAT) in the liver. The rate of INH acetylation is genetically determined. NAT isozymes are encoded at
2 loci; one encodes NAT1, formerly known as the monomorphic form of the enzyme, while the other encodes the polymor-
phic NAT2, which is responsible for individual differences in the ability to acetylate certain compounds. The objective of the
present study was to apply the genotyping of the fast and slow acetylators for personalized therapeutic dose.
Material and methods: Plasma concentrations of INH were determined with biological method in the authors modification.
This method warrants high accuracy and secured repeatable results. Genomic DNA was isolated from the blood samples.
DNA extracted by Blood DNA Kit and amplified by PCR by Spurr [1] with two primers. PCR product was cut separately with
4 different restriction enzymes: Dde1, Kpn1, Tag1, and BamH1.
Results: Four different NAT 2 alleles were detected in the study population. The presence of any 2 mutant alleles defines the
slow-acetylator genotype, whereas rapid acetylators have 1 or 2 wild-type NAT2*4 alleles.
Conclusion: On the basis of our results we suggest the using of NAT 2 genotyping for discrimination of the fast and slow
acetylators in monitoring of tuberculosis therapy.
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Streszczenie
Wstep: Izoniazyd (INH) jest lekiem powszechnie stosowanym w leczeniu gruZlicy, metabolizowanym w watrobie do acetylo-
izoniazydu przez enzym N-acetylotransferaze (NAT). Szybko$¢ acetylacji leku jest cechg zdeterminowang genetycznie.
Enzym jest kodowany przez dwa geny: NAT1 i NAT2, ktéry jest odpowiedzialny za wystgpowanie réznic w szybkosci
acetylacji réznych zwigzkdéw. W przedstawionej pracy badano zastosowanie metody genotypowania w okre$laniu typu
acetylacji (szybki, wolny acetylator).
Materiat i metody: Stezenie izoniazydu w surowicy okreslano metoda biologiczng, gwarantujacg wysoka doktadno$é
i powtarzalno$¢ wynikdw. Genomowe DNA izolowano przy uzyciu kitu firmy Qiagen, a nastepnie poddawano reakcji amplifi-
kacji wedtug Spurr [1]. Produkty PCR trawiono oddzielnie 4 enzymami restrykcyjnymi: Dde1, Kpn1, Tag1 i BamH1.
Wyniki: W badanej grupie zidentyfikowano wystepowanie 4 alleli genu NAT2. Obecno$¢ dwéch zmutowanych alleli identy-
fikowata wolny typ acetylacji, natomiast szybcy acetylatorzy mieli 1 lub 2 allele dzikie (NAT2*4).
Whioski: Zastosowanie metody genotypowania w okreslaniu mutacji w NAT2 u czlowieka umozliwia szybkie okreslanie
typu acetylacji w monitorowaniu biodostgpnosci izoniazydu.
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Wstep

Izoniazyd (INH) jest jednym z dwé6ch najwaz-
niejszych lekéw przeciwgruzliczych. Charakteryzu-
je sie silnym dzialaniem przeciwpratkowym, dobra
biodostepnoscia i zdolnoscig wnikania do komérek
zernych. Izoniazyd jest metabolizowany polimor-
ficznie przez enzym N-acetylotransferaze typu IL
W zaleznosci od szybkosci acetylacji INH w popula-
cji ludzkiej wyréznia sie dwie fenotypowo odmien-
ne grupy. Sa to szybcy (Sz.A.) i wolni (W.A.) acety-
latorzy, ktérzy po jednakowej dawce INH osiagaja
r6zne stezenia leku w surowicy i charakteryzuja sie
r6zna kinetyka wchlaniania oraz wydalania [2].

N-acetylotransferaze (NAT) zidentyfikowano
poczatkowo jako enzym biorgcy udzial w metabo-
lizowaniu ksenobiotyk6w. Obecnie wiadomo, ze
odgrywa on istotna role w biotransformacji wielu
lekéw z grupami arylaminowymi i hydrazydowy-
mi, jak réwniez zwigzkéw kancerogennych. NAT
katalizuje przeniesienie grupy acetylowej z acety-
loCoA na grupe aminowa wedlug schematu:

R-NH, + CH,;Co X S-CoA-R-NH-COOH, +
+ HS-CoA

Indywidualne réznice w aktywnos$ci enzymu
odkryto ponad 40 lat temu podczas badan nad szyb-
koscia eliminacji izoniazydu z organizmu czlowieka.

U czlowieka aktywno$é acetylotransferaz jest
kontrolowana przez dwa geny: NAT 1i NAT II, kt6-
re znajduja sie na 8. chromosomie i w 87% sa ho-
mologiczne. Stwierdzono réwniez istnienie pseu-
dogenu NATP, ktéry zawiera wiele ramek odczytu
i kodonéw stop [3].

Do niedawna uwazano, ze N-acetylotransfera-
za I koduje biatko, ktérego aktywnos$é w komorkach
wielu narzadéw nie wykazuje zr6znicowania mie-
dzyosobniczego. Zidentyfikowano istnienie 26 al-
leli genu NAT I, jednak tylko w kilku przypadkach
udalo sie zbada¢ ich wplyw na fenotyp acetylacji.

Aktywnoé¢ enzymu kodowanego przez NAT II
wykazuje polimorfizm, ktéry jest wynikiem muta-
cji punktowych. Rezultatem jest biatko o zmienio-
nej sekwencji aminokwas6w co wplywa na aktyw-
noé¢ enzymu. Mutacje moga tez dotyczy¢ sekwen-
cji regulacyjnej, powodujac zmiany w ekspresji
genu i ilosci syntetyzowanego bialka.

W pierwszych badaniach molekularnych
stwierdzono, ze trzy mutacje determinujg polimor-
fizm enzymu NAT II [4]. Obecnie zidentyfikowa-
no 13 substytucji nukleotydowych, z ktérych
9 wplywa na zmiane sekwencji aminokwaséw
itym samym na aktywno$é¢ N-acetylotransferazy II.
Allele NAT II zawierajace mutacje w pozycjach
G191A, T341C, A434C, G590A i G857A wiaza sie
z wolnym typem acetylacji, natomiast brak muta-

Tabela 1. Polimorfizm genu N-acetylotransferazy Il

Table 1. Polymorphism N-acetyltransferase Il gene

Genotyp Typ acetylaciji
Genotype Type of acetylation
NAT2*4/NAT2*4 Szybki
Fast
NAT2*4/NAT2*5 Szybki
Fast
NAT2*4/NAT2*6 Szybki
Fast
NAT2*4/NAT2*7 Szybki
Fast
NAT2*5/NAT2*5 Wolny
Slow
NAT2*5/NAT2*6 Wolny
Slow
NAT2*5/NAT2*7 Wolny
Slow
NAT2%*6/NAT2*6 Wolny
Slow
NAT2*6/NAT2*7 Wolny
Slow
NAT2*7/NAT2*7 Wolny
Slow

cji w tych pozycjach determinuje szybki typ ace-

tylacji [3].

Do identyfikacji genotypu acetylacji w oma-
wianej pracy wzieto pod uwage dziki allel NAT2*4
oraz 3 zmutowane allele: NAT2*5, NAT2*6
i NAT2*7.

Genotypy NAT II okreslane na podstawie alleli
(brak lub wystepowanie mutacji) i odpowiadajgce
im fenotypy acetylacji przedstawiono w tabeli 1.

Celem pracy byto:

1. Zastosowanie metody biologii molekularnej
do oznaczania mutacji determinujacych poli-
morfizm aktywnos$ci enzymu N-acetylotrans-
ferazy II.

2. Poréwnanie zidentyfikowanych typ6éw acety-
lacji metoda genetyczng i metoda biologiczna
(wskazniki biodostepnosci INH).

Na przeprowadzenie badan otrzymano zgode
Komisji Etycznej IGiChP nr KE-2/2004.

Materiat i metody

Materiatem do badan byly prébki krwi pobrane
od 10 zdrowych ochotnikéw. Krew do oznaczenia
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stezenia INH pobierano w czasie 0, 1, 2, 3 i 6 go-
dzin od podania leku, do okreslenia polimorfizmu
NAT II — jednorazowo w ilosci 5 ml.

Metodyka oznaczania polimorfizmu
N-acetylotransferazy metoda genetyczna

0Od zdrowych ochotnikéw DNA izolowano
z krwi obwodowej przy uzyciu kitu Blood DNA Kit
firmy Qiagen. Wyizolowane DNA poddano reak-
cji PCR ze specyficznymi starterami: NAT1:
5-GCTGGGTCTGGAGCTCCTC-3’; NAT2:5-TTGG-
GTATACATACACAAGGG-3'. Uzyskane produkty
amplifikacji poddano dziataniu restryktaz: BamH1,
Dde1, Kpn1 i Tag1 [5]. Enzymy Kpn1 i Dde1 iden-
tyfikowaty allel NAT2*5, Tagl — allel NAT2*6,
aBamH1 — allel NAT2*7. Uzyskane produkty tra-
wienia rozdzielano 8-procentowym zelem polia-
krylamidowym. Otrzymane prazki wizualizowano
bromkiem etydyny i poddano analizie w progra-
mie LabWorks 4.5.

Okreslanie typu acetylacji
metoda biologiczna

Stezenie czynnego izoniazydu w surowicy
okreslano metodg dyfuzji pionowej Schmiedla
w modyfikacji wlasne;j.

Do oznaczen uzyto szczepu Mycobacterium
aurum REB. Ze szczepu wyjsciowego przygotowy-
wano mianowang zawiesine, ktéra posiewano na
powierzchnie pozywki. Do prob6wek wprowadza-
no po 1 ml badanej surowicy. Po 5 dniach inkuba-
cji w temperaturze 37°C mierzono w milimetrach
strefy zahamowania wzrostu i wyliczano stezenie
INH na podstawie sporzadzonej prostej wzorcowe;j.

Zastosowano dwa kryteria rozré6znienia szyb-
kiego i wolnego typu acetylacji: indeks inaktywa-
cji I; (warto$¢ graniczna — 0,65) i stezenie reszt-
kowe INH w surowicy po 6 godzinach C, (warto$¢
graniczna — 0,8 ug/ml) [6].

Wyniki

W badanej grupie 10 zdrowych ochotnikéw
czesto$¢ wystepowania genotypéw NAT II okreslo-
no metodg molekularng (tab. 2).

U czterech os6b z allelem warunkujacym pro-
ces szybkiej acetylacji zidentyfikowano genotyp
NAT2*4/NAT2*5. Natomiast w grupie 6 wolnych
acetylatoréw fenotyp wolnej acetylacji warunkowa-
Iy nastepujace genotypy: NAT2*5/NAT2*6 u 4 oséb,
NAT2*6/NAT2*7 u 1 osoby i NAT2*7/NAT2*7
réwniez u 1 osoby. Uzyskane wyniki poddano ana-
lizie tacznie z danymi okreslajacymi typ acetylacji
oznaczony metoda biologiczng. Na rycinach 1-3
przedstawiono wykresy stezen izoniazydu ozna-

Tabela 2. Polimorfizm genu N-acetylotransferazy Il w ba-
danej grupie

Table 2. Polymorphism N-acetyltransferase Il gene in the

study group
Genotypy Ochotnicy
Genotypes Donors
n

Heterozygotyczni szybcy NAT2*4/NAT2*5 4

acetylatorzy

Heterozigotic fast

acetylators

Homozygotyczni NAT2*5/NAT2*6 4

i heterozygotyczni NAT2*6/NAT2*7 1

wolni acetylatorzy NAT2*7/NAT2*7 1

Homozigotic and
heterozigotic
slow acetylators

czonych metoda biologiczng oraz zdjecia przedsta-
wiajace analize restrykcyjna produktéw PCR uzy-
skane dla wolnego i szybkiego acetylatora oraz
typu heterozygoty.

Na rycinie 1a przedstawiono przebieg stezen
INH w ug/ml w surowicy jednego z ochotnikéw
oznaczony metoda biologiczna w przedziale czaso-
wym 0-6 godzin. Wyliczone ze stezen wskazniki bio-
dostepnosci wynosity I, = 1,1; G, = 1,83, wskazujac
na wolny typ acetylacji INH. Metoda genetyczna zi-
dentyfikowano mutacje w pozycji 857 w obydwu al-
lelach, wykryto homozygote NAT2*7/NAT2*7, co
réwniez wskazuje na wolny typ acetylacji (ryc. 1b).

Natomiast na rycinie 2a przedstawiono steze-
nia INH w ug/ml w surowicy jednego z ochotnikéw
oznaczone metoda biologiczng w przedziale cza-
sowym 0-6 godzin. Wskazniki biodostepnos$ci
wyliczone ze stezen wynosily I, = 0,35; C, = 0, co
wskazuje na szybki typ acetylacji INH. Metodg PCR
zidentyfikowano mutacje w pozycji 481 identyfiku-
jaca allel NAT2*5. Nie stwierdzono innych muta-
cji, co wskazuje na szybki typ acetylacji (ryc. 2b).

Stosujac biologiczng metode oznaczania typu
acetylacji, wéréd zdrowych ochotnikéw znalazty
sie osoby, u ktérych nie udato sie precyzyjnie okre-
§li¢ aktywnoéci N-acetylotransferazy. Wynikato to
z warto$ci granicznych wskaznikéw biodostepno-
sci leku I, i Gy. Grupa ta jest nazywana ,,grupg he-
terozygotyczna”. Zastosowanie metody genetycz-
nej wykrywajacej mutacje w genie N-acetylotrans-
ferazy Il umozliwito dokladne okreslenie typu ace-
tylacji w tej grupie (ryc. 3).

Na rycinie 3a zilustrowano stezenia INH
w ug/ml w surowicy jednego z ochotnikéw ozna-
czone metoda biologiczng w przedziale czasowym
0-6 godzin. Wyliczone ze stezen wskazniki biodo-
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Rycina 1. Typ wolnej acetylacji INH zidentyfikowany metoda biologiczng i genetyczna: A. Stezenie izoniazydu w surowicy zdrowego ochotnika
w czasie 6 godzin; B. Analiza restrykcyjna produktu PCR ($ciezka 1 — wzorzec 25 pz, $ciezka 2 — BamH1, $ciezka 3 — Ddel1, $ciezka 4
— wzorzec 50 pz, $ciezka 5 — Kpn1, $ciezka 6 — Tag1)

Figure 1. Identification of INH acetylation type by biological and genetical method for a slow acetylator: A. Concentration of INH in plasma of
healthy donor in 6 hours; B. Restriction analyze of PCR product (lane 1 — molecular size marker 25 pz, lane 2— BamH1, lane 3 — Dde1, lane
4 — molecular size marker 50 pz, lane 5 — Kpn1, lane 6 — Tag1)

A Wolny typ acetylacji B
Slow acetylator
NAT 2*4/NAT 2*5
T o0]
— < 354
€5 3
2 S 2,51
LB 24
3 = 1.5
ISR
“ 5§ 051
S 7y .
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Time [h] C,=0

6 5 4 3 2 1

Rycina 2. Typ szybkiej acetylacji INH zidentyfikowany metoda biologiczng i genetyczng: A. stezenie izoniazydu w surowicy zdrowego
ochotnika w czasie 6 godzin; B. analiza restrykcyjna produktu PCR ($ciezka 1 — wzorzec 25 pz, $ciezka 2 — BamH1, $ciezka 3 — Ddel,
$ciezka 4 — wzorzec 50 pz, $ciezka 5 — Kpn1, $ciezka 6 — Tag1)
Figure 2. |dentification of INH acetylation type by biological and genetical method for a fast acetylator: A. concentration of INH in plasma of
healthy donor in 6 hours; B. restriction analyze of PCR product (lane 1 — molecular size marker 25 pz, lane 2— BamH1, lane 3 — Dde1, lane
4 — molecular size marker 50 pz, lane 5 — Kpn1, lane 6 — Tag1)

stepnoéci wynosity I, = 0,53; G = 1,47, co uniemoz- Oméwienie

liwito okreslenie typu acetylacji INH. Metoda PCR

wykryto mutacje w pozycjach 590, 481 i 803 identy- Aktywnos$¢ polimorficznego enzymu N-acety-
fikujace allel NAT2*5 i NAT2*6. Taki uklad alleli lotransferazy II wptywa na metabolizm podstawo-
wskazuje na wolny typ acetylacji (ryc. 3b). wego leku przeciwpratkowego, szybkos¢ jego eli-
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Rycina 3. Typ acetylacji INH zidentyfikowany metoda biologiczng i genetyczng u heterozygoty (NAT2*5/NAT2%6): A. Stezenie izoniazydu
w surowicy zdrowego ochotnika w czasie 6 godzin; B. Analiza restrykcyjna produktu PCR ($ciezka 1 — wzorzec 25 pz, $ciezka 2 — BamH1,
$ciezka 3 — Dde1, $ciezka 4 — wzorzec 50 pz, Sciezka 5 — Kpn1, $ciezka 6 — Tag1)

Figure 3. Identification of INH acetylation type by biological and genetical method for a heterozygote (NAT2*5/NAT2%*6): A. Concentration of
INH in plasma of healthy donor in 6 hours; B. Restriction analyze of PCR product (lane 1 — molecular size marker 25 pz, lane 2— BamH1, lane
3 — Dde1, lane 4 — molecular size marker 50 pz, lane 5 — Kpn1, lane 6 — Tag1)

minacji z organizmu i — co za tym idzie — mozli-
wosé wywolania efektéw toksycznych. W zwiaz-
ku z tym przynaleznos¢ do okreslonego typu ace-
tylacji jest potencjalnym czynnikiem ryzyka wy-
stapienia uszkodzen watroby indukowanych przez
izoniazyd [7].

Czynnos¢ acetylacyjna watroby nie jest zalez-
na od plci i nie zmienia sie wraz z wiekiem [8].
Nalezy wobec tego przyjac¢, ze typ acetylacji jest
cecha osobnicza i nie znane sg, jak dotad, czynni-
ki wplywajace na jego zmiane. Zaden z produktéw
biotransformacji INH — acetyloizoniazyd i kwas
izonikotynowy — nie wykazuje biologicznej ak-
tywnosci. Biologiczny okres péttrwania INH wy-
nosi 1-3 godziny i réwniez zalezy od typu acety-
lacji.

Cze$¢ INH ulega wydaleniu w postaci biolo-
gicznie czynnej, natomiast reszta — w formie nie-
czynnych, zacetylowanych metabolitéw. Wigk-
szo$¢ INH (75-95%) wydala sie w formie zmeta-
bolizowanej wraz z moczem w ciggu 24 godzin [9].
W zaleznosci od typu acetylacji, w formie niezmie-
nionej wydala sie od 3 do 30% INH [10]. Wzajem-
ny stosunek tych frakcji zalezy réwniez od osob-
niczych zdolnosci acetylacji. Izoniazyd niewyda-
lony przez nerki ulega czeSciowemu wydaleniu
z katem i czeSciowemu rozktadowi do blizej nie-
znanych jeszcze metabolitéw.

Do rozrézniania typéw acetylacji stosuje sie
r6zne kryteria, ktére wiazg sie z zastosowang me-
todg badania (chemiczng lub biologiczng), wykry-

waniem INH lub jego metabolitéw oraz materialem
biologicznym, w ktérym prowadzi sie oznaczenia.

Zastosowanie metod biologii molekularnej
umozliwia doktadne okreslenie typu acetylacji.
Aktywno$é N-acetylotransferazy II warunkuja
kombinacje 29 r6znych alleli, zawierajacych od
jednej do czterech zmian w sekwencji nukleotydo-
wej. Dominujacy allel NAT2*4 warunkuje pelna
aktywno$¢ enzymu i fenotyp szybkiej acetylacji
(brak mutacji w analizowanych pozycjach w genie
NAT II), pozostale allele sa odpowiedzialne za fe-
notyp wolnej acetylacji [11].

Czestos¢ wystepowania poszczegélnych alle-
li r6zni sie w poszczegdlnych grupach etnicznych
i geograficznych. W populacji kaukaskiej, w kté6-
rej wolni acetylatorzy stanowig okoto 50%, najcze-
$ciej wystepuja allele NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7.
Ludzie fenotypowo okreélani jako szybcy acetyla-
torzy maja jeden lub dwa allele kodujace enzym
o wysokiej aktywnosci, natomiast wolni acetyla-
torzy maja dwa allele kodujace biatko o obnizonej
aktywnosci [12].

Ro6znice w dynamice metabolizowania INH
u wolnych i szybkich acetylatoréw determinuja ste-
zenie leku i jego metabolitéw. U szybkich acetyla-
toréw biodostepnoéé leku mierzona C,,,, i AUC .54,
jest duzo mniejsza niz u wolnych acetylatoréw,
a przeciwpratkowe stezenie INH utrzymuje sie
krétko. U wolnych acetylator6w znacznie czesciej
wystepuja objawy niepozgdane zwigzane z kumulacja
i toksycznym dziataniem leku i jego metabolitéw.
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W zwigzku z tym, powinni by¢ oni poddani obser-
wacji, aby ztagodzi¢ dziatania niepozadane lub ich
uniknaé [13, 14].

Oznaczenie stezenia INH w surowicy chorych
leczonych na gruzlice ma duze znaczenie w mo-
nitorowaniu leczenia gruzlicy i kontrolowaniu
przyjmowania lekéw przez chorych.

Whioski

1. Zidentyfikowanie mutacji w genie NAT II
umozliwialo okreslenie typu acetylacji INH
i bylo zgodne z typem wyznaczonym na pod-
stawie kryteriéw stosowanych w okreslaniu
biodostepnosci leku.

2. Zastosowanie metody genotypowania umoz-
liwia jednoznaczne okre$lenie typu acetylacji
u 0s6b z heterozygotycznym typem acetylacji
okre$lonym metoda biologiczna, czego nie
umozliwia metoda biologiczna.
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