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1 UVOD A CILE PRACE

Ischemicka cévni mozkova piihoda (iCMP) vznikd nasledkem neprichodnosti
mozkové tepny, a to jejim uzavérem nebo zizenim aterosklerotickym platem.
Nasledkem je preruSené zasobovani mozku krvi a tim dojde Kk cerebralni ischemii.
PreruSeni je zptisobeno nasledkem lokalni tvorby krevnich srazenin (trombil) nebo
dojde K uvolnéni krevni sraZeniny na jiném misté v téle a jeji zachyceni v tepné
zasobujici mozek. Tento stav je oznacovan jako embolie. Cévni mozkova piihoda
se fadi mezi kardiovaskuldrni onemocnéni (plicni embolie, infarkt myokardu).
Jedna se o akutni stav s neodkladnou lékatskou pomoci a rychlosti rozpoznani
recidivy, nastaveni nejvhodnéjsi 1é¢by, snizeni krevniho tlaku, 1é¢ba diabetu, uprava
hladin cholesterolu. U pacientil se zjisténou fibrilaci sini je nastavena antikoagulaéni
1é¢ba a k sekundarni prevenci iCMP jsou podavana antiagregacni 1éCiva.

Clopidogrel je antitromboticky 1€k, patii do skupiny antiagregacnich 1é¢iv a je
inhibitorem pro agregaci trombocytti. Svym mechanismem u¢inku zabrafiuje navazani
latky adenosindifosfat na receptor P2Yi2 na povrchu membrany trombocyti.
Trombocyty tak ztraceji schopnost agregovat a tim se snizuje riziko tvorby trombu.

Na metabolismu Clopidogrelu se podili enzymy cytochromu P450, ptredevsim
enzym CYP2C19, ktery je produktem genu CYP2C19. Jednd se o jaterni enzym
pusobici zejména na antiagregacni 1é¢iva. Pfi metabolismu lé¢iv hraje dileZitou roli
geneticky polymorfismus. Polymorfni gen CYP2C19 ma standardni alelu CYP2C19*1
a tii vyznamné alelické varianty. Alela CYP2C19*2 a CYP2C19*3 je zodpovédna
za pomaly metabolismus lé¢iva, zatimco u rychlého metabolizatora se vyskytuje alela
CYP2C19*17. Na zéklad¢ zjisténého genotypu pak dochazi k Gpravam davkovani
1é¢iva.

Cilem teoretické ¢asti prace bylo vypracovat resersi 1é€by ischemické cévni
mozkové piihody 1é¢ené Clopidogrelem z pohledu farmakogenetiky se zaméfenim
na Clopidogrel. Praktickda c¢ast byla zaméfena na identifikaci vysetfenych
polymorfismt v genu CYP2C19 za pomoci real-time PCR u selektovanych pacienti
z Neurologického oddéleni nemocnice Vitkovice. Zjisténym genotypem lze vytipovat
pacienty, ktefi na 1écbu Clopidogrelem nebudou reagovat dostatecné a budou

vystaveni vyssimu riziku recidiv a nezadoucich uc¢inkd. Nasledné v selektovaném
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soubori pacientd byla urCena cCetnost jednotlivych polymorfismid a porovnana

s frekvencemi uvedenych v publikaci.

11



2 TEORETICKA CAST

2.1 Tromboembolicka nemoc

Tromboembolicka nemoc (TEN) zahrnuje hlubokou Zilni trombézu (DVT = deep vein
thrombosis) a plicni embolii (PE). Po akutnich koronarnich syndromech a cévni
mozkové ptihodé (CMP) se tadi K tietim nejcastéj$im vaskularnim onemocnénim
(Spencer et. al., 2006). TEN je charakterizovana vznikem krevni srazeniny (trombem),
ktera pii DVT vznika v zilach nohou a pazi, v ptipadé¢ PE se embolizuje a putuje
do plic (Crous-Bou et. al., 2016). Jedna se o Zzivot ohrozujici stav, ptredevsim

u hospitalizovanych pacientl po velkych operacich (Ju et. al., 2014).

2.1.1 Ischemicka cévni mozkova prihoda

Ischemicka cévni mozkova piihoda (iCMP) je nasledkem nahle nebo postupné okluze
mozkovych tepen, vzniklé na podkladé trombu nebo embolu. Ve vzniklé ischemické
oblasti mozku je naruSeny pratok krve, vazne piisun kysliku a glukézy do mozku, tim
dochazi k poskozeni bun€k v mozku. Jedna se o nahlou neurologickou poruchu
(Cheon et. al., 2018). Krizikovym faktorim vzniku iCMP se fadi hypertenze,
koronarni srde¢ni onemocnéni, genetickd predispozice — mutace G20210A v genu
kodujici  protrombin, aterosklerdza velkych tepen, diabetes mellitus, porucha
metabolismu lipidi a koufeni (Li et. al., 2017). Mezi symptomy patii dysartrie,
hemiparéza, smyslové ztraty (Topcuoglu et. al., 2017).

Lécba CMP je zahgjena trombolytickou terapii, kterd je limitovana ¢asovym
oknem s intervalem do 4,5 hodin od prvnich symptomd. Dojde-li k prodlevé je
provedena perkutanni intravaskularni intervence. Jsou nasazena antiagregacni lé¢iva.
Rozsah rehabilitace se posuzuje dle klinického stavu individualné (Hao et. al., 2014).

U pacientt po iCMP je vyssi riziko vzniku infarktu myokardu a recidiv
z diivodu vaskularnich rizikovych faktort a je nutna sekundéarni prevence (Boulanger

et. al., 2018).

2.1.2 Trombocyty

Trombocyty (krevni desti¢ky) jsou bezjaderna téliska a hraji dilezitou roli pii zastave
krvaceni (hemostaze) (Koupenova et. al., 2018). Maji podil nejen na tvorbé trombu,

ale i schopnost udrzet prutok krve uvniti cév (Holinstat, 2017). Vznikaji v kostni dieni
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Z megakaryocytu a po dozrani se uvolfiuji do krevniho feciste, kde je jejich Zivotnost
7 az 10 dnt.

Trombocyt je slozen z cytoplasmy obsahujici aktin, myozin, lysozomy
a granule. Na jeho membrané se nachdzeji receptory pro kolagen, von Willebrandiv
faktor (vWF) a fibrinogen (Koupenova et. al., 2018). Trombocyty protékaji v blizkosti
subendotelu a dojde-li k jeho poruseni, svou rychlou reakci se podileji na tvorbé
trombu, procesem adheze, aktivace a agregace (Holinstat, 2017).

Na poskozeném subendotelu se vyskytuji fibrily kolagenu, na které se lepi
(adheruji) trombocyty pomoci glykoproteinu a VWF. Aktivuje se koagula¢ni kaskada,
trombocyty uvolnuji kyselinu arachidonovou a dochazi k tvorbé tromboxan A2
(TXA2) a uvolnovani adenosindifosfatu (ADP). Trombocyty jsou vystaveny
tkanovému faktoru a jeho pfitomnost vede k tvorbé trombinu, vznikd primarni
hemostaticka zétka, kterd zabrani opétovnému krvaceni. Aktin a myozin se podili
na vazokonstrikci a stabilizaci trombu. Pomoci trombinu dochézi k aktivaci krevnich
desti¢ek a k pfeméné fibrinogenu na fibrinova vlakna.

Vlivem patologickych faktori miize dochazet k neregulovatelnému vzniku

trombu a k nasledné arterialni tromboze (Koupenova et. al., 2018).

2.1.3 Agregace trombocyti

Dulezitou ulohu v hemostdze a trombdze zaujima ADP, ktery je po aktivaci
trombocytl uvolilovan z granuli. ADP nésledné aktivuje trombocyty, ¢imZ se agregace
trombocytl jesté zesili. Aktivace a agregace trombocytll se ucastni receptory P2Xa,
P2Y1aP2Y1,. Zminéna agregace trombocytl je zobrazena na obrazku 1.

Navazanim agonisty ADP na receptor P2Y: spfazenym s G-proteinem,
respektive Gq proteinem se aktivuje fosfolipaza C (PLC). PLC z fosfatidylinositol
bisfosfatu (PIP2) syntetizuje inositol trifosfat (IP3) a diacylglycerol (DAG). IP3
navozuje mobilizaci intracelularnich vapenatych ionti. DAG aktivuje proteinovou
kinazu C (PKC), nasleduje fosforylace kinazy lehkého fetézce myosinu (MLCK-P)
a sekrece granuli. Timto procesem je iniciovana agregace trombocytu.

Ke zméné¢ tvaru trombocyti dochazi aktivaci P2Y1 a P2X; receptoru. Receptor
P2Y1 sprazeny s Gi2 proteinem aktivuje Rho protein. Agonista adenosintrifosfat (ATP)

aktivuje receptor P2X; a nasledkem je pfisun extracelularniho vapniku.
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Ke stabilizaci agregace trombocyti dochazi navazanim ADP na P2Y 12 receptor
sptazeny s Gi proteinem, nasledkem je uvolnéni oj a B, podjednotky. Podjednotka ai
inhibuje adenylylcyklazu (AC), kterda vede ke snizeni hladiny cyklického
adenosin- monofosfatu (¢CAMP). Dojde ke snizeni cAMP zprostiedkované fosforylaci
vazodilata¢né stimulovaného fosfoproteinu (VASP) (VASP-P). Vlivem VASP-P je
modulovana aktivace glykoproteinu (GP) IIb/Illa receptoru. Podjednotka B, aktivuje
fosfatidylinositol 3-kinatu (PI3K), ktera aktivuje serin-threoninovou proteinovou
kinazu B (PKB/Akt) a Raplb GTP vazajici proteiny. Tim dochézi k aktivaci GP
I1b/I11a receptoru.

Prostaglandid E: (PGE:) aktivaci AC zvySuje hladinu cAMP a VASP-P
(Angiolillo et. al., 2007).

I
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Obr. 1: Agregace trombocytii (upraveno podle Angiolillo et. al., 2007).
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2.1.4 Trombus

Ptic¢inou vzniku trombu je intravaskuldrni koagulace krve v tepnéch ¢i zilach, ktera
nasledn€ omezuje prutok krve (Kerlin et. al., 2012). Trombus se vyviji na rozruSenych
aterosklerotickych placich. Na jeho tvorbé a Sifeni se podili trombogenicita vaskularni
stény, zménény pratok krve a nevyvazena hemostaza krve. Trombus obsahuje

predevsim agregované krevni desti¢ky a velké mnozstvi fibrinu (Asada et. al., 2018).

2.15 Rizikové faktory

Rizikové faktory TEN Ize rozdélit na environmentalni, mezi které¢ patii nadorové
onemocnéni, chirurgicky zdkrok, zlomenina, imobilizace, katetrizace, téhotenstvi,
poporodni obdobi, cestovani na velké vzdalenosti, a dale na genetické, kde spada vek,
pohlavi, rasa/etnika, Body Mass Index (BMI), obezita, hormonalni terapie,
kortikosteroidy, statiny, strava a sedavy zptsob zivota (Crous-Bou et. al., 2016).

Z jiného uhlu pohledu lze rizikové faktory rozdélit na kratkodobé, které
se vyskytuji napt. po operaci ky¢le nebo dlouhodobé, objevujici se napf. u pacienti
S metastazujicim karcinomem (Bates, et. al., 2000).

I pohlavi pacienta mtize ovlivnit, zda se u ného vyskytnou zilni trombotické
nebo arterialni ptihody, jenz maji rozdilné rizikové faktory. Zilni piihody a vék
nad 65 let jsou nasledkem zilni trombozy, kterou trpi ¢astéji Zeny nez muzi, zatimco
arterialnim trombozam, vyskytujicich se ¢astéji u muzi nez u Zen, predchazi arterialni

ptihody a hypertenze (Griesshammer et. al., 2019).

2.1.6 Priznaky TEN

Pfiznaky jako jsou otoky, bolest a navaly horka se u pacientil objevuji pouze ziidka,
z toho dlivodu lze fict, ze diagnéza DVT je asymptomaticka (Samama, 2001). Pfi¢inou
otoki nohou, erytému a citlivosti lytka mize byt také praskla Bakerova cysta nebo
infekéni celulitida, zatimco u PE se projevuje ndhlym nastupem duSnosti
s hemoptyzou, pleuritickou bolesti na hrudi nebo kolapsem se Sokem bez pfitomnych

dalsich pficin (Turpie et. al., 2002).
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2.1.7 Diagnostika TEN

Pro diagnostiku TEN se pouzivaji metody, mezi které lze zaradit ultrasonografii,
kontrastni venografii, magnetickou rezonanéni venografii a pocitacovou tomografii
(CT = Computed Tomography) (Blann a Lip, 2006). Pii laboratornim vysetfeni Ize
pozorovat zvySeny hematokrit, ktery je nasledkem erytrocytozy (Griesshammer et. al.,
2019) a hladina fibrinu D-dimeru je vyssi nez 500 ng/ml (Blann a Lip, 2006).

2.1.8 Terapie TEN

K 1écbé TEN se dava prednost parenteralnim antikoagula¢nim lé¢iviim, mezi které
spada nefrakcionovany heparin (UFH) a nizkomolekularni heparin (LMWH).
Nevyhodou je jejich $patna absorpce v gastrointestinalnim traktu. Obecné parenteralni
Iéky nejsou vhodné pro dlouhodobou antikoagulacni terapii. Zndmym peroralnim
antikoagulanciem je Warfarin, coz je antagonista vitaminu K. Jeho uZivani vyzaduje
peclivé sledovani a Casté tpravy davkovani. Davkovani také zavisi na aktivité enzymu
CYP2C9 kazdého pacienta, dalSim jeho handicapem je uzky bezpecnostni rozsah
a pomala ucinnost 1é¢iva.

Néhradou Warfarinu jsou nova peroralni antikoagulancia, které vznikaji
interferenci faktoru Xa s trombinem. Faktor Xa je nepeptidova sloucenina s nizkou
molekulovou hmotnosti, jenz je dlezitou serinovou proteazou v koagulaéni kaskade.
Tato nova antikoagulancia, Rivaroxaban, Edoxaban a Apixaban jsou bezpe¢na, méné
hemoragicka, maji Siroky terapeuticky rozsah a rychly nastup Uc¢inku, nevyZaduji
monitorovani. Pouzivaji se k primarni prevenci a 1é¢bé TEN (Nakamura et. al., 2017).

Embolektomie se uplatiiuje pii [é€bé masivni PE v ptipadé, Ze 1écba l1éky neni
dostatecnd, nebo je kontraindikovana (Blann a Lip, 2006).

Pfi akutni terapii je vhodné podavat antikoagulancia kratkodob¢, aby nedoslo
k embolii trombu a taky, aby se aktivované zanétlivé a koagulacni procesy dostaly zpét
na normalni hodnotu. Antikoagulancia nelé¢i TEN, ale snizuji riziko recidivy
U pacient, ktefi byli danym onemocnénim postizeni. Po pferuSeni uzivani
antikoagulacncii, riziko recidivy zavisi na tom, zda byla TEN G¢inné vylécena a dale
na vnitinich rizikovych faktorech podporujici recidivu, coz je vrozena trombofilie
a malignita (Fahrni et. al., 2015).

U pacientu S vysokym rizikem kardiovaskularnich chorob je doporucovana

dualni antiagregacni terapie Clopidogrelem s kyselinou acetylsalicylovou
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(ASA = acetylsalicylic acid). Clopidogrel je inhibitorem receptoru P2Y12, zatimco
ASA inhibuje syntézu TXA2 (Squizzato et. al., 2017).

2.1.9 Recidiva TEN

Se zvySujicim se vékem roste riziko vzniku TEN 0 0,1 — 0,2 % ro¢né a riziko recidivy
je 50 krat vétsi u pacientd s diagnostikovanou TEN (Fahrni et. al., 2015). V zavislosti
na dédi¢nosti se odhaduje riziko vzniku TEN v rozmezi 30 — 60 %. Mezi genetické
faktory se fadi Leidenska mutace (Aissi et. al., 2014) a mutace protrombinu G20210A
(Li et. al., 2017). Dalsim rizikovym faktorem je chirurgicky zakrok, téhotenstvi

a nadorové onemocnéni (Fahrni et. al., 2015).

2.1.10 Profylaxe TEN

U vysoce rizikovych pacientli se za dostate¢nou profylaxi povaZuje kombinace
elastické puncochy a LMWH. Profylaxe za pomoci LMWH by méla byt po dobu
vyskytujicich se rizikovych faktora, kterymi jsou zanét, sepse a imobilizace (Samama,
2001).

Pti kratkodobém uZzivani antikoagulace je cilem sekundarni profylaxe predejit

recidivé TEN (Fahrni et. al., 2015).

2.1.11 Incidence TEN

V ramci evropské populace se uvadi 1 az 2 novych ptipadtt TEN na 1000 osob. Z toho
60 % je pouze DVT a 40 % PE nebo PE s DVT (Crous-Bou et. al., 2016).
Incidence TEN je zaznamenana i u déti, pfi¢emz nejvice jsou zasazeni kojenci

ve véku od 1 do 23 mésict a dale dospivajici divky (Spentzouris et. al., 2012).

2.2 Biotransformace xenobiotik

Xenobiotika, pro organismus cizorodé slou¢eniny (Klotz a Steinbrenner, 2017), jsou
vpravovany ve formé 1éku, pesticidi, tézkych kovi, polysacharidovych bifenylt
anebo latek znecist'ujicich ovzdusi (Lu et. al., 2015). Léciva podavana oralni cestou,
Jsou transportovana zazivacim traktem. K transformaci dochazi vlivem jaternich

enzymu a proteint cytochromia P450 (Das et. al., 2016). Pii biotransformaci dochazi
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ke strukturalni modifikaci chemické latky (Yousofshahi et. al., 2015) a snadné&jsi
eliminaci z organismu (Tracy et. al., 2016).

Zvysena exkrece xenobiotik z organismu je dosazena za pomoci enzymd, které
hraji dualezitou roli v pfeméné slouCenin na vodorozpustné a mén¢ aktivni derivaty.
Tento d¢j se odehrava ve dvou fazich (Hoffmann et. al., 2014).

Metabolismus slouc¢enin 1. faze probiha formou oxidace, redukce nebo
hydrolyzy (Omiecinski et. al., 2011). Slouceniny jsou aktivovany zavedenim
reaktivnich a polarnich funk¢nich skupin prostiednictvim enzymu (Yousofshahi et. al.,
2015), mezi které patii napt. alkoholdehydrogenaza (ADH), aldehyddehydrogenaza
(ALDH), cytochrom P450 (CYP), dihydropyrimidin dehydrogenaza (DPD)
a chinon- oxidoreduktaza (NQO1) (Evans a Relling, 1999), znazornéné na obrazku 3
vlevo.

V nasledujici reakci aktivovana slou¢enina z 1. faze konjuguje s nabitym
metabolitem (Yousofshahi et. al., 2015), za pfitomnosti enzymu transferaz
(Omiecinski et. al., 2011), jako jsou napi. katechol-O-methyltrasferaza (COMT),
glutathion-S-transferaza (GST), histamin-methyltransferaza (HMT),
N- acetyltransferaza (NAT), sulfotransferaza (ST), thiopurin methyltransferaza
(TPMT) a glukuronosyltransferaza (UGT) (Evans a Relling, 1999), viz. obrazek 3
vpravo. V zavislosti na pfitomné transferdze jsou konjugacni reakce pojmenované
nasledovné: glukuronidace, sulfatace, metylace, acetylace, konjugace glutathionu
a konjugace aminokyselin (Omiecinski et. al., 2011). Dusledkem reakce je zvySeni
molekulové hmotnosti metabolitu, snizi se reaktivita a dojde ke zlepSeni transportnich
vlastnosti (Yousofshahi et. al., 2015). Ve srovnani se slouc¢eninami I. faze jsou
metabolity vice hydrofilni, coz ma za nasledek snazsi exkreci (Omiecinski et. al.,
2011).

Eliminace chemicky modifikovanych sloucenin z buiikky do extracelularniho
prostoru je umoznéna prostiednictvim transportéru (Yousofshahi et. al., 2015).
Jedndse o proteiny, které predstavuji transmembranovy kandl ohraniceny
hydrofilnimi postrannimi fetézci aminokyselin. Jejich funkce spociva v migraci
hydrofilnich molekul, ¢imz je zajistén jejich prinik pfes bunéénou membranu.
Na absorpci, distribuci a eliminaci 1éCiv se podileji pfedevsim transportéry ABC
aSLC. ABC transportéry se podileji na aktivnim pienosu sloucenin z bunky

do extracelularniho prostoru za spotieby energie ATP, zatimco u SLC transportéru
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je pasivni pienos metaboliti pfes bunénou membranu fizen koncentra¢nim
gradientem, bez spotieby energie.
V nezménéné formé jsou eliminovana xenobiotika, u kterych nedoslo

k metabolické degradaci (Hoffmann et. al., 2014).

XOH
—
I faze II. faze III. faze
0, ROH

X > X N, XOH —M 5 XOR XOR

P450 |

- |

i

= i

- ¥

Obr. 2: Grafické zndzornéni biotransformace a exkrece xenobiotik.

Xenobiotikum — prolécivo (X) je v I. fazi biotransformace za ucasti P450 oxidovano
na slouceniny vice rozpustné ve vodé (XOH). Faze Il predstavuje konjugacni reakci
mezi XOH a aktivovanym konjugacnim cinidlem (ROH) za vzniku konjugatu (XOR).
Ve fazi Il dochazi k prenosu sloucenin XOH a XOR z bunky do extracelularniho
prostoru prostiednictvim transportéru, ndsleduje vylouceni slouceniny moci nebo
Zluci. Vylouceny jsou také slouceniny (X), u kterych nedoslo k biotransformaci

(upraveno podle Martinkové et. al., 2001).
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Obr. 3: Schéma jednotlivych enzymu ucastnicich se pri biotransformacni reakci

xenobiotik ve fazi I. (vlevo) a Il. (vpravo) (upraveno podle Evans a Relling, 1999).

2.3 Cytochromy P450

Cytochromy P450 (CYP, P450) se fadi mezi enzymy, které hraji dulezitou tlohu
pii metabolismu xenobiotik u prokaryotickych i eukaryotickych organismi. Evoluéni
vyvoj trva vice nez 1,5 miliardy let, na podklad¢ divergentni cesty evoluce. V procesu
vyvoje z jediného genu se vyvinulo velkého mnozstvi rozdilnych gent kodujici CYP
(Stiborova et. al., 1999).

Odvozeni nazvu cytochromu P450 je nasledujici. Pfedpona cyto znamena
vazbu na membrany uvnitf buiiky, chrom a P vyjadfuje hemovy pigment, ktery
Vv pripad¢ plsobeni oxidu uhelnatého absorbuje svétlo pti vinové délce 450 nm (Lynch
a Price, 2007). Tento objev je datovan roku 1958 z odebraného jaterniho mikrozomu
potkana se spektrem pii absorpénim maximu 450 nm (Nelson, 2013).

Enzymy CYP jsou polymorfni, genova exprese CYP je regulovana
na genetické a epigenetické urovni, ale svou roli zde zaujimaji i negenetické faktory,
mezi které patii vek, pohlavi, nutriéni stav a lékové interakce (Hasi et. al., 2018).
Jedna se o vnitini proteiny vazané na membranu. Je znamo 57 lidskych P450, z toho
50 v endoplazmatickém retikulu a 7 v mitochondridlnich membranach (Guengerich et.
al., 2016). Velikost P450 se usuzuje na 40 az 50 kDa (Poulos, 2003).

Enzymy CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4 a CYP3AD5, podilejici

se na metabolismu pfiblizn¢ 90 % léCiv jsou exprimované v jatrech, tenkém stieve,
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plicich, placent¢ a ledvinach (Lynch a Price, 2007). CYP metabolizuje vice nez jedno
1é¢ivo, taktéz 1éCivo je metabolizovéano vice CYP. Aktivita CYP je 1éCivy inhibovana
nebo indukovéana pfimou interakei s enzymem nebo zménou jeho exprese (Preissner
et. al., 2013). Vlivem metabolické pfemény dochazi ke zméné¢ chemické struktury
proléciva na aktivni metabolit a jeho G¢innosti (Hoffmann et. al., 2014).

P450 se ucastni mnoha chemickych reakci v metabolismu 1é¢iv, steroidd,
vitaminli rozpustnych v tucich, karcinogenti (Guengerich et. al., 2016), pohlavnich
hormoni a zlu¢ovych kyselin (Poulos, 2003). Své uplatnéni zaujimaji také pii tvorbé
prostacyklinu a thromboxanu A2, rovnéz jsou dulezité pii detoxikaci exogennich latek

(Lynch a Price, 2007).

2.3.1 Nomenklatura CYP

Vzhledem k velkému mnozstvi riiznych forem CYP, bylo nutné jejich tiidéni
do genetickych rodin a podrodin na zakladé miry homologie primarni struktury
proteinu. Do stejnych rodin patii vSechny enzymy, u kterych mira homologie
aminokyselinové sekvence zaujima vice nez 40 % a jsou znacCeny arabskou Cislici
za zkratkou CYP. Enzymy majici shodnou aminokyselinovou sekvenci ve vice nez
60 % se fadi do stejné podrodiny CYP a oznacuji se velkym pismenem. Nasledné
za velkym pismenem je arabskou c¢islici znacen izoenzym. Piikladem je enzym
CYP1A2, ktery je ¢lenem rodiny 1, podrodiny A, enzymové rodiny 2 (Stiborova et.
al., 1999).

2.3.2 Formy lidskych CYP

Doposud je znamo 57 lidskych CYP, které¢ jsou na zdklad¢ sekvencni homologie
rozdéleny do 18 rodin a 43 podrodin (Preissner et. al., 2013). Na metabolismu
70— 80 % léciv a xenobiotik se podili enzymy spadajici do rodiny CYP1, CYP2
a CYP3 (Zanger a Schwab, 2013), jejichz formy jsou nasledujici CYP 3A4/5, 2D6,
2C9, 1A2, 2B6, 2C19, 2C8, 2A6, 2E1 a 2J2, viz. obrazek 4 (Ung et. al., 2018).
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Obr. 4: Grafické zndzornéni jednotlivych forem CYP podilejici se na metabolismu
léciv, véetné jejich procentudlniho vyskytu (upraveno podle Zanger a Schwab, 2013).

Lidské CYP piedstavuji proteiny asociované s membranou, které jsou exprimované
ve vétsing tkani, predevsim v jatrech (Preissner et. al., 2013). Na funkci CYP2C19,
alei CYP2D6, 2C9, 2B6, 3A4, 2A6 se vyrazn¢ podili etnikum. V disledku
multialelickych genetickych polymorfismti dochazi k odlisSnym farmakogenetickym
fenotyptim, které 1ze rozdé&lit na ultrarychlé, normalni, sttedni a pomalé metabolizatory
(Zanger a Schwab, 2013). CYP se podileji také na pfeméné nékterych proléciv
na aktivni metabolity. (Mustafa et. al., 2019). Vysoce polymorfni izoformy mohou
vést k toxicit¢ nebo nedostatecné terapeutické odpoveédi 1é¢iva (Gerth et. al., 2019).
Proto je dulezité upravit davkovani 1é¢iv (Preissner et. al., 2013).

Podle sekvenéni podobnosti 1ze P450 rozdélit do homolognich rodin
a superrodin. Identita sekvence proteinti pochazejicich z odlisnych superrodin je mensi
nez 20 %. Struktura P450 je vysoce zachovana, skladd se ze strukturné
konzervovanych aminokyselin, a to kyseliny glutamové, argininu a cysteinu, které
se podileji na struktute a funkci. Biochemické vlastnosti ovliviiuje variabilni oblast

(Sirim et. al., 2010).
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2.3.3 Rodina CYP1

Do rodiny CYP1 se fadi tfi funkéni geny CYP1A1, CYP1A2 a CYP1B1. Geny CYP1A1l
a CYP1AZ2 jsou vysoce konzervativni a skladaji se ze sedmi exonll a Sesti introni,
lokalizovanych na chromozomu 15g24.1. Gen CYP1B1 je slozen ze tfi exonu
a lokalizovan na chromozomu 2p22.2. Geny CYP1Al a CYP1B1 jsou exprimovany
extrahepatalné, zatimco gen CYP1A2 je vysoce exprimovan pouze v jatrech a vlivem
této exprese se podili na metabolismu 1éCiv, jako jsou napt. analgetika, antipyretika,
substraty patii kyselina arachidonova, prostaglandiny, estrogeny, melatonin a kyselina

retinova (Zanger a Schwab, 2013).

234 Rodina CYP2

Tato rodina obsahuje 16 genti a vSechny geny maji devét exond a 0Sm introni. Jsou
lokalizovany na riznych chromozomech a uspotfddany v multigenovych shlucich
zahrnujici jednu nebo nékolik podrodin. Mezi tfi nejvétsi genové klastry se fadi klastr
CYP2ABFGST lokalizovan na chromozomu 19q13.2, s geny CYP2A6 a CYP2B6,
klastr CYP2C lokalizovan na chromozomu 10g23.33 obsahuje gen CYP2C8, CYP2C9
a CYP2C19 a klastr CYP2D s funk¢nim genem CYP2D6 na chromozomu 22g13.1-2.
Vétsina gend rodiny CYP2 podilejicich se na metabolismu 1é¢iv je vysoce polymorfni,
predevsim CYP2A6, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C19 a CYP2D6.

Podrodina CYP2A se sklada z geni CYP2A6, CYP2A7 a CYP2A13
arozstépeného pseudogenu CYP2A18P lokalizovaného na chromozomu 19q13.2.
Funké&nimi geny jsou CYP2A6 a CYP2A13, zatimco za nefunk¢ni gen je povazovan
CYP2AT7. Gen CYP2A6 je exprimovan v jatrech, kde je zastoupen ve 4 % z celkového
mnozstvi CYP. Jeho endogennim substratem je bilirubin.

Do podrodiny CYP2B patii funkéni gen CYP2B6 a nefunkéni pseudogen
CYP2B7P lokalizované v klastru genu CYP2ABFGST na 19. chromozomu
v tandemovém uspotadani (Zanger a Schwab, 2013). V lidském organismu je
zastoupen ve velmi malém mnozstvi, pouze v 0,2 % a svou tlohu ma v metabolismu
protinddorovych lé¢iv, ptikladem jsou cyklofosfamid a ifosfamid (Stiborova et. al.,
1999).

Do podrodiny CYP2C spadaji ¢tyii vysoce homologni geny (Zanger a Schwab,
2013) se 70 % sekvencni podobnosti (Mustafa et. al., 2019) lokalizované
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na 10. chromozomu dlouhého raménka v nasledujicim potadi CYP2C18, CYP2C109,
CYP2C9, CYP2C8 od centromery po telomeru (Zanger a Schwab, 2013).

2.3.5 Rodina CYP3

Rodina CYP3 zaujimé pouze jednu podrodinu CYP3A lokalizovanou na chromozomu
7q22.1 se ¢tyfmi geny 3A4, 3A5, 3A7 a 3A43 (Zanger a Schwab, 2013). Patii mezi
nejvyznamnéj$i CYP, nejen ke svému Sirokému vyskytu v lidskych tkanich, jako jsou
jatra, ledviny, dé€loha, plod, plice, GIT a placenta, ale také z hlediska mnozstvi
substratu, které preménuje (Stiborova et. al., 1999). Typickymi substraty jsou
imunosupresiva, makrolidova antibiotika a protinadorova 1é¢iva (Zanger a Schwab,
2013).

Tabulka 1 zobrazuje piehled vyse uvedenych biotransformacénich enzymt CYP

s ptiklady jejich substratu, inhibitorti a induktort.

Tab. 1: Priklady lidskych enzymii CYP s jejimi substraty, inhibitory a induktory
(Zanger a Schwab, 2013).

Enzym Substrat Inhibitor Induktor
CYP1A2 Kofein Cimetidin Antipyrin
Chlorpromazin Ciprofloxacin Bilirubin

Clozapin Disulfiram Karbamazepin
Lidokain Peroralni antikoncepce Fenytoin
CYP2A6 Kotinin Methofuran Karbamazepin
Kumarin 8-methoxypsoralen Dexamethason
Letrozol Tranylcypromin Rifampicin
CYP2B6 Benzfetamin Klotrimazol Karbamazepin
Cyklofosfamid Raloxifen 17-a-ethinylestradiol
Endosulfan Ticlopidin Nelfinavir
CYP2C9 Acenokumarol Amiodaron Aprepitant
Candesartan Flukonazol Avasimibe
CYP2C19 Amitriptylin N-3-benzyl-fenobarbital Kyselina acetylsalicylova
Klomipramin Clopidogrel Antipyrin
Melatonin Omeprazol Dexamethason
Nelfinavir Ticlopidin Efavirenz
CYP3A4/5 Aflatoxin B1 Klaritromycin Aprepitant
Aprepitant Grepovy dzus Barbituraty
Budesonid Irinotekan Karbamazepin
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2.3.6 lzoenzym CYP2C19

Na metabolismu Clopidogrelu, ale také antidepresiv, benzodiazepinu, mefenytoinu
a inhibitorti protonovych pump (PPI) se podili enzym CYP2C19 (Scott et. al., 2013),
ktery je na biotransformaci Clopidogrelu v prvnim kroku zastoupen ze 45 % (Shalia
et. al., 2013). Gen CYP2C19, ¢len nadrodiny CYP450, je vysoce polymorfni s vice nez
25 variantnimi alelami, vykazujicimi riznou enzymatickou aktivitu (Scott et. al.,
2013) ¢imz dochazi kindividualni variabilni metabolické reakci na 1éCivo
(Dehbozorgi et. al., 2018), CYP2c19 se podili na metabolismu 6,8 % 1éCiv a Ié¢ba je
ovlivnéna typem zji¢téného polymorfismu (Mustafa et. al., 2019). Endogennimi
substraty CYP2C19 je progesteron a melatonin (Zanger a Schwab, 2013).

Gen CYP2C19 je Ilokalizovan na chromozomu 10g23.33 (Duconge
a Hernandez-Suarez, 2017), obsahuje devét exond a osm intrond, kodujici sekvence je
1473 part bazi a vysledny protein ma 490 aminokyselinovych zbytkl. Alela
CYP2C19*2 a CYP2C19*3 koduje enzymy, které jsou spojovany se sniZenou
enzymatickou aktivitu. Alela CYP2C19*2 vznika zaménou guaninu za adenin v poloze
681 (NM 000769.4:c.681G>A) v exonu 5 a jejim pisobenim dochazi k aberantnimu
sestiihu. Alela CYP2C19*3 vznikda zaménou guaninu za adenin v poloze 636
(NM 000769.4:¢.636G>A) v exonu 4, coz vede ke vzniku pied¢asného stop kodonu
V pozici 212 aminokyselinového fetézce a nasledn¢ nefunkéniho proteinu. Alela
CYP2C19*17 koduje enzym se zvySenou enzymatickou aktivitou, kdy dochazi
k zaméné cytosinu za tymin v poloze -806 v 5° neptekladané oblasti
(NM 000769.4:¢c.-806C>T). Specificky protein se navaze na 5’-hrani¢ni oblast,
vznikla vazba vede ke zvySené transkripci genu, to mé za nasledek vyssi enzymatickou
aktivitu (Dehbozorgi et. al., 2018).

Normalni kopii je alela CYP2C19*1 s plnou enzymatickou aktivitou, zatimco
alely CYP2C19*2 a CYP2C19*3 vedou ke ztraté enzymatické aktivity a vykazuji
snizenou inhibici desti¢ek indukovanou Clopidogrelem (Nassar et. al., 2014). Nizsi
hladina aktivniho metabolitu Clopidogrelu a vyssi vyskyt kardiovaskularnich piihod
je také spjat salelami CYP2C19*4, CYP2C19*5, CYP2C19*6, CYP2C19*7,
CYP2C19*8, CYP2C19*9, CYP2C19*10, CYP2C19*22, CYP2C19*24
a CYP2C19*35 (Davila-Fajardo et. al., 2019).
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Bylo prokazano, Ze u pacienti s alelou CYP2C19*2 je viiéi pacientim bez této
alely trojnasobné zvyseny vyskyt tromboézy stentu (Duconge a Hernandez-Suarez,
2017).

Za ultrarychlé metabolizatory jsou povazovani jedinci s alelou CYP2C19*17,
kterd zesiluje transkrip¢ni aktivitu, coz vede ke zvySené aktivité této alely. Bylo
zjisténo, ze alela zpusobuje zvysenou inhibici desti¢ek a zvysené riziko krvacivych
komplikaci (Scott et. al., 2013). U nosict alely CYP2C19*17 jsou cilové substraty,
véetné 1€k, metabolizované rychleji, coz vede ke snizené koncentraci nékterych 1é¢iv
v Krvi a jejich nizsi terapeutické ucinnosti (Ghasemi et. al., 2016).

V tabulce 2 je uvedena doporucend antiagregacni 1éc¢ba pro zjisténé jednotlivé

metabolizatory.

Tab. 2: Doporuceni antiagregacni terapie Vv zavislosti na polymorfismu CYP2C19
(Scott, et. al., 2011).

Cetnost Klasifikace
Fenotyp - i i ) .
i v populaci Diplotyp  Dusledky pro Clopidogrel ~ Doporucena terapie  doporuceni dle
metabolizator
[%] PharmGKB
Zvysena inhibice Vyrobcem
*1/*17, trombocyti, sniZzena doporucéené )
Ultrarychly 5-30 ] Silna
*17/*17 rezidudlni agregace davkovani a
trombocytt podavani
Normalni inhibice Vyrobcem
trombocytti, normalni doporucené )
Normalni 35-50 *1/*1 ) Silna
rezidualni agregace davkovani a
trombocytt podavani
Snizena inhibice Alternativni
trombocytd, zvySena antiagregacni
1%, Y Y greg
agregace rezidualnich terapie (pokud neni
Stiedni 18 -45 *1/*3, o o Mirna
trombocytl, zvySené riziko kontraindikace),
*2/*17
nezadoucich napt. Prasugrel,
kardiovaskularnich ptihod Ticagrelor
Vyrazné snizend inhibice Alternativni
trombocytd, zvySena antiagregacni
— yi, 2vy tiagreg
agregace rezidualnich terapie (pokud neni
Pomaly 2-15 *2/*3, o o Silna
«3/%3 trombocyti, zvysené riziko kontraindikace),

nezadoucich

kardiovaskularnich piihod

napt. Prasugrel,

Ticagrelor
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2.3.7 Incidence polymorfismu CYP2C19

Vzhledem k mnoha genetickym polymorfismiim alely CYP2C19 a reakci na 1éCiva
mezi riznymi etnickymi skupinami a geografickymi regiony, je tfeba brat v potaz
genetickou  variabilitu  enzymi  metabolizujici  1é¢iva, farmakodynamiku
a farmakokinetiku 1éciva.

Distribuce alely CYP2C19 v Evropé je ovlivnéna migraci Indoevropské
populace v historii. Frekvence alely CYP2C19*2, CYP2C19*3 a CYP2C19*17
V Indoevropské populaci, studované na 82 791 zdravych dobrovolnikt ze 33 zemi, je
zobrazena v tabulce 3. Z tabulky vyplyva mirné vyssi Cetnost alely CYP2C19*2
v severozapadnich statech Evropy, ve srovnani se zemémi jihovychodni Evropy.
Nejvyssi frekvence této alely je zastoupena na Kypru a Malté, kdeZto nejnizsi je
v Ceské republice. Zatimco alela CYP2C19*17 se nejéastéji objevuje ve stiedni
Evropé, piedeviim ve Spanélsku, Recku a na Kypru. Vzhledem Kk pouhym 26
analyzovanym jedincim slovenské populace, je nutné brat tdaje obezietné. Alela
CYP2C19*3 se v Indoevropské populaci u studovanych jedinct vyskytovala jen
ojedinéle (Petrovi¢ et. al., 2020).
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Tab. 3: Prevalence polymorfismit vyskytujici se v Indoevropské populaci (Petrovi¢ et.

al., 2020).
Frekvence [%]
Zemé Pocet studii Pocet jedinct CYP2C19*2 CYP2C19*3 CYP2C19*17
Belgie 1 121 9,1 - -
Ceska republika 2 42 - 265 8 1,6 29
Dansko 3 579-634 15,8 2,2 20,1
Estonsko 1 35506 - 44 448 13,5 18 26,4
Faerské ostrovy 2 309 - 311 18,8 0,2 154
Finsko 6 12 589 - 13 956 17,5 3,5 19,6
Francie 3 607 17,7 - -
Chorvatsko 3 1119 - 1247 15,2 2,3 235
Italie 8 914 - 917 11,8 1 22,1
Kypr 1 40 21 4 11
Litva 1 20 19 2 25
Madarsko 4 530 - 591 13,3 1,6 23
Malta 1 41 20 0 26
Némecko 8 923 -1758 14,9 1,1 24,9
Nizozemsko 5 1114 -1158 141 15 19
Norsko 3 83 -403 15,3 0 22
Orkneje 1 88 10,8 - -
Polsko 5 166 - 791 16,3 1,6 29,8
Portugalsko 4 279 - 400 134 0,7 -
Rakousko 1 93 - 0,5 -
Rumunsko 3 426 - 562 20,8 - -
Rusko 4 391 - 1663 13,6 1,2 15
Recko 3 327 141 2,1 18,2
Sardinie 2 76 - 2,6 -
Srbsko 1 46 11 0 18
Slovensko 1 26 19 2 33
Slovinsko 3 1952 -2081 12,7 1,8 23
Spanélsko 14 1215 - 2328 14 1,2 171
Svédsko 6 1816 - 2020 14 1,6 19,2
Turecko 6 689 - 785 11,3 0,7 24
Ukrajina 2 52 - 689 13 2 25
Velka Britanie 2 91 -168 13,4 3,3 24,2

28



Srovnani jednotlivych frekvenci alel v Indoevropské, Asijské a Africké populaci je
zobrazeno v tabulce 4. V ¢lanku neni uveden pocet studovanych jedinct, ani jejich
zdravotni stav (Shalia et. al., 2013).

Tab. 4: Cetnost jednotlivych alel vyskytujicich se ve svété (Shalia et. al., 2013).

Populace / Frekvence alely CYP2C19*2 [%] CYP2C19*3 [%] CYP2C19*17 [%)]

Indoevropska 13-18 <1 18-20
Asijska 30-50 5-10 2-4
Africka 17-20 <1 18

V tabulce 5 je porovnana frekvence alely CYP2C19*1 a CYP2C19*17 u Asiatu.
Studovana byla iranska populace a nasledné porovnavana s Asiaty. V iranské populaci
bylo testovano 100 zdravych dobrovolnikii, vybranych z riznych etnickych skupin,
ve vékovém rozmezi 19 — 57 let. Analyzovanou skupinu tvofilo 46 % mtzu a 54 %
zen. Zastoupeni jednotlivych diplotypti bylo nasledujici CYP2C19*1/*1 (58,33 %),
CYP2C19*1/*17 (29,1 %) a CYP2C19*17/*17 (11,1 %) (Ghasemi et. al., 2016).

Tab. 5: Frekvence jednotlivych alel na Asijském kontinenté (Ghasemi et. al., 2016).

Stat / Frekvence alely CYP2C19*1 [%] CYP2C19*17 [%]

fran 72,88 25,65
Cina 69,7 1,2
Japonsko 57,9 1,3
Saudska arabie 73,1 73,9
Jizni Korea - 1,15

2.3.8 Farmakogenetika

Vysoce polymorfni gen CYP2C19 vede k interindividuélni variabilité terapeutické
odpovédi na 1éciva. Nasledkem mize byt nezadouci reakce nebo nedostatecna
ucinnost (Petrovi¢ et. al., 2020). Pojem jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) je
definovan jako variace v jednom nukleotidu vyskytujici se v dané sekvenci
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a zaroven se musi nachazet u vice nez 1 % jedinct
v populaci. SNPy se nachazeji jak v kodujicich, tak v nekodujicich oblastech genu.
Jejich vznik je spojen s genetickou adaptaci, rekombinaci nebo mutaci. SNPy hraji

vyznamnou Ulohu v reakci na dané 1éky (Zhang M. et. al., 2017).
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Reakce jedince na dany 1€k je ovlivnénd enzymy P450, kvuli kterym je
metabolismus 1éCiv geneticky variabilni (Lynch a Price, 2007). Uvadi se, Ze za pomoci
enzymu P450 je enzymatickymi reakcemi katalyzovéano az 75 % léc¢iv (Foroozesh et.

al., 2019).

2.4 Clopidogrel

Clopidogrel je peroralni, thienopyridinové prolé¢ivo S antiagregacni aktivitou.
Aplikuje se pii 1é¢bé akutnich korondrnich syndromu, ischemickych
cerebrovaskularnich chorob a perifernich arterialnich onemocnéni (Bravo a Di Carli,
2016). Jedna se o neaktivni prolécivo S antiagregacnim t¢inkem, ktery je dosazen
az po preméné na aktivni metabolit, za pomoci enzymu cytochroma P450 piitomnych
Vv jatrech (Xu et. al., 2016). Zde dochazi k vazb¢ a ireverzibilni inhibici receptort
P2Y 12 na krevnich desti¢kach (Roden a Shuldiner, 2010). Svou chemickou strukturou
a funkci je podobny 1é¢ivu Ticlopidinu (Ksouda et. al., 2011).

Ptestoze jeho mechanismus ucinku nebyl zndm, byl v roce 2007 schvalen jako
I¢k (Roden a Shuldiner, 2010), a téhoz roku se stal jednim z nejéastéji
ptedepisovanych kardiovaskularnich 1€kt na svété. Clopidogrel s komerénim ndzvem

Plavix je generickym medikamentem od roku 2012 (Bravo a Di Carli, 2016).

2.4.1 Metabolismus Clopidogrelu

Obrazek 5 zobrazuje metabolismus Clopidogrelu pti peroralnim podani, S maximalni
dosazenou koncentraci do 1 az 2 hodin od uvodni davky (600 mg). Biologicka
dostupnost je 50 % a elimina¢ni polo¢as 7 az 8 hodin. Vylu€uje se moci z 50 % a stolici
ze 46 % (Amin et. al., 2017).

Ze stieva se absorbuje 50 % podaného Clopidorelu, jehoz transport je omezen
P-glykoproteinem  (P-gp), respektive ~ ABCB1 transportérem. V jatrech
se dvoustupniovym procesem bioaktivuje zhruba 15 % absorbovaného Clopidogrelu
(Jiang et. al., 2015) na aktivni thiolovy metabolit pies meziprodukt 2-oxo-clopidogrel,
za Ucasti fady enzymia P450 (Xiao et. al., 2017). Z podané davky je necelych 90 %
Clopidogrelu  hydrolyzovano karboxylesterazou 1 (CES1) na kyselinu

clopidogrelkarboxylovou. Tento neaktivni metabolit  je enzymem
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uridin- 5’- difosfoglukuronosyltransferazou (UGT) glukuronizovan na clopidogrel
acylglukuronid (Itkonen et. al., 2019).

Pouze 2 % Clopidogrelu jsou pomoci enzymii pifeménéna na aktivni metabolit.
Na tvorbé 2-0xo-clopidogrelu se ucastni enzymy CYP1A2, CYP2B6 a CYP2C19,
kdezto na syntéze aktivniho metabolitu se z nejvétsi Casti podili enzym CYP2C19
a dale také CYP2B6, CYP2C9 a CYP3A4 (Jiang et. al., 2015). Aktivni metabolit,
prostiednictvim disulfidovych mustkii se ireverzibilné vaze na receptor P2Y12

a inhibuje agregaci trombocyti, ktera je indukovana ADP (Ray, 2014).

Jaterni buiika

2-oxo-clopidogrel |

| Clopidogrel \ | Clopidogrel endo thiol
.:was
@ @ &
Stirevni buika

Kyselina | Clopidogrel thiol H1
clopidogrelkarboxylova \

.\. . [ Clopidogrel thiol H2 |

Clopidogrel thiol H3 |
GsH

| Clopidogrel thiol H4 |

| Clopidogrel acylghikuronid ]

Trombocyt

Obr. 5: Metabolismus Clopidogrelu (upraveno podle Sangkuhl et. al., 2010).

2.4.2 DalSi genetické polymorfismy

Kromé enzymu CYP2C19, ucinek Clopidogrelu a inhibici desti¢ek nepatrné ovliviuji
také proteiny, jako jsou napi. CYP2C9, CYP2B6, CYP3A4, CYP3AS5, CESI,
paraoxonaza-1 (PON1), ATP-vazebna kazetova podskupina B ¢len 1 (ABCBI1)
a receptor P2Y 12 (Amin et. al., 2017).
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2.4.3 Farmakodynamika

Odpoved na Clopidogrel se u kazdého jedince 1isi. Snizena ex vivo inhibice agregace
trombocytt se vyskytuje u 25 % pacientd 1é¢enych standardni davkou Clopidogrelu.
Pacienti, vykazujici inhibici agregace trombocytt v reakci na Clopidogrel mensi
nez 30 %, reaguji na 1é¢bu nedostate¢né. U pacientd, U kterych zaujima inhibice méné

nez 10 %, jsou na ucinek Clopidogrelu rezistentni (Shalia et. al., 2013).

2.4.4 Rezistence

Na rezistenci Clopidogrelu mize mit vliv geneticka variabilita, interakce 1éciv,
davkovani, index télesné hmotnosti a aktivace desticek alternativni cestou. O rezistenci
na Clopidogrel vypovida i to, Ze 22 % az 43 % pacientii ma nizkou odpovéd’ na tento
1ék a vyssi riziko ¢asnych kardiovaskularnich ptihod (Zhang L. et. al., 2017).

V piipadé intolerance nebo rezistence na Clopidogrel je alternativnim 1ékem
jesté silngjsi antiagregaéni Ticagrelor (Wang et. al., 2018). Rezistenci na Clopidogrel
lze také snizit aplikaci Tongxinluo u pacientti s akutnim koronarnim syndromem

(Chen et. al., 2017).

2.4.5 Lékové interakce Clopidogrelu

Vzhledem k nartstu poétu predepisovanych 1ékt, dochazi k relevantnim nezadoucim
ucinkim, a to i v pfipad¢, ze je zaroven podavano nékolik riznych 1éku, jenz jsou
metabolizovany stejnym enzymem (Hoffmann et. al., 2014), pficemz jedno 1é¢ivo ma
niZsi specifitu. V ptipadé podavani vice 1é¢iv metabolizovanych danym CYP, dochézi
k inhibici aktivity enzymu CYP a naslednym lékovym interakcim (Ung et. al., 2018).

Na lékovych interakcich maji znacny podil zmény metabolismu P450.
Se systémem P450 l1éky interaguji riznymi zpisoby, metabolizovany jsou jednim nebo
nékolika enzymy P450. Na metabolickych 1ékovych interakci P450 se ucastni léky,
pusobici jako inhibitory nebo induktory. Funkci inhibitort je blokovat metabolickou
aktivitu enzymi P450, kterd je zavisla na jeho mnoZstvi a zplisobu vazat se na enzym.
Zatimco pii zvySené syntéze enzymd, induktory zvysuji enzymatickou aktivitu P450.
V zavislosti na polocase indukujiciho 1é¢iva se indukéni ucinky objevuji az po urcité
dobé pred zvySenim enzymatické aktivity, zatimco inhibi¢ni G¢inky se dostavuji ihned

(Lynch a Price, 2007).
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Clopidogrel je uzivan soucasné s ASA jako antiagregac¢ni prolécivo, za i¢elem
snizeni rizika infarktu myokardu a trombozy stentu u pacientd s akutnimi koronarnimi
syndromy (Wang et. al., 2018). ASA v trombocytech nevratné blokuje tvorbu
tromboxanu A2 a inhibici enzymu cyklooxygenazy-1 inhibuje agregaci trombocytt
antipyretickym a antiagregatnim ucinkim patii k nejCastéji uzivanym léciviim
(Michalska-Matecka et. al., 2016). ASA inhibuje enzym COX (Miciak-tawicka et. al.,
2018), katalyzujici pteménu kyseliny arachidonové na prostanoidy, mezi které se fadi
prostaglandiny, TXA2 a prostacyklin (Michalska-Matecka et. al., 2016). Uginkem
ASA dojde k potlaceni syntézy TXA2 a nedostatkem TXA2 dojde ke snizeni agregace
trombocytll a zvysi se sekrece prostacyklinl, které inhibuji agregaci trombocytl
(Miciak-tawicka et. al., 2018).

Pii soucasném uzivani Clopidogrelu a Omeprazolu, je Omeprazol, stfedné
silnym inhibitorem CYP2C19, ktery snizuje protiagregacni ucinek Clopidogrelu
0 50 %. Jeho alternativou je Pantoprazol majici niz8i potencial inhibovat CYP2C19
(Urtane et. al., 2013).

Pro ochranu zaludku se soucasné s Clopidogrelem ¢asto podéavaji i PPI, které
se rovnéz jako Clopidogrel metabolizuji pomoci CYP2C19 a tedy mohou interferovat
na aktivni metabolity (Siller-Matula et. al., 2010).

2.4.6 Indikace Clopidogrelu

Z dtvodu predejiti kardiovaskuldrnich piithod se u starSich pacientti ptedepisuji
antiagregacni 1éky, které mohou byt také kontraindikaci k anestezii (Mattesi et. al.
2016). Clopidogrel je indikovan pacientim, ktefi maji vysokou reaktivitu krevnich
desticek (Amin et. al., 2017). Rovnéz je Siroce pouzivan pro sekundarni prevenci
U pacientll s ateroskler6zou, ischemickou chorobou srdecni a mozkovou ptihodou

(Ksouda et. al., 2011).

247 Nezadouci u¢inky Clopidogrelu

Nezadouci ucinky Clopidogrelu se vyskytuji az v prabéhu 1é¢by, proto jsou
tak rozsitené. Mezi nejcastéji se vyskytujici nezadouci ucinky se fadi vyrazky,
poruchy chuti (ageusie) a traveni, prijem (Ksouda et. al., 2011). Dalsimi vedlej$imi

ucinky jsou krvéceni, ale i hepatotoxicita a trombotickd trombocytopenicka purpura.
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Ve srovnani s Ticlopidinem ma Clopidogrel minimalni neutropenicky vedlejsi ucinek
(Amin et. al, 2017).

Poruchy chuti vyvolané 1é¢ivem mohou mit vliv na chut’ samotného 1é¢iva,
poskozovat mitézu v replikujici se receptorové buiice a blokovat apikélni iontové
kanaly na chutovém poharku. Doba vyskytu tohoto nezadouciho uc¢inku se uvadi mezi
dvéma dny az osmi tydny a ustoupi az nékolik mésict po ukoncéeni 1é¢by (Ksouda et.

al., 2011).

2.4.8 Novi antagonisté P2Y12 receptoru

Prasugrel je prolécivo s vétsi a rychlejsi inhibici trombocytt nez Clopidogrel. Je
antagonista P2Y1> receptoru. Nepfeménuje se na aktivni metabolit za pomoci
CYP2C19, namisto toho tvofi thiolaktonovy meziprodukt. U pacient po mozkové
mrtvici ¢i po pfechodném ischemickém zachvatu mtize zpiisobit fatalni krvaceni.

Novym antiagreatnim cinidlem tvofici thienolakton je Vicagrel, jeZ byl
navrzen k ptekonani rezistence na Clopidogrel (Xu et. al., 2016). K dalsim jeho
pozitivnim ucinkiim ve srovnani s Clopidogrelem se tadi rychla absorpce a terapie,
dobra tolerance a 10 krat mensi davkovani (Li et. al., 2018).

Ticagrelor s chemickym nazvem cyklopentyltriazolopyrimidin je peroralni
antiagregacni ¢inidlo, které nepodléha biotransformaci na aktivni metabolity (Chen et.
al., 2017). Oproti Clopidogrelu ma rychlejsi ucinek, ale niz§i nepiiznivy klinicky
vysledek (Guan et. al., 2018). DalSim jeho pozitivnim farmakologickym projevem je
rychld reverzibilita a permanentni inhibice funkce krevnich desticek (Chen et. al.,

2017).

2.4.9 Alternativni antiagregac¢ni 1écba

Tongxinluo je peroralni 1éCivo pro 1éébu anginy pectoris a CMP. Pusobi
na endotelidlni bunky a tim zlepSuje jejich funkci, sniZzuje hladinu lipidd, ma

protizanétlivé ucinky, pasobi antiapopticky a zvySuje angiogenezi (Chen et. al., 2017).
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2.5 Analyza genomické DNA

Plna krev je primarnim zdrojem genomické DNA (gDNA), ktera se ve vysoké kvalité
a dostatecném mnozstvi uplatiiuje v oborech jako je molekularni biologie, klinicka
genetika a genomika (Mandal et. al., 2018).

Geneticky profil jedince K jeho individualni 1écbé se ziskava ze sekvence DNA
pochazejici zkrve, ptipadn¢ tkané. Pifi sekvenovani DNA za vyuziti
bioinformatickych udaji jsou data charakterizovéna, analyzovana a interpretovana.
Pfi interpretaci se porovnava varianta vySetfovaného jedince S variantou uloZenou
v genomické databézi. V téchto databazich, coz jsou elektronické katalogy, se nachézi
DNA kédy analyzovanych jedinci zdravych ¢i nemocnych, rizného véku a etniky.

Genomickd data se wuplatiuji pii 1é€bé pacienti konkrétnim Iékem,
postizenych toutéz chorobou, majici shodnou sekvenci DNA. Dalsi vyuziti je

pii uréeni prevalence genetické varianty v dané oblasti (Middleton, 2017).

2.5.1 lzolace DNA z periferni krve

Vyskyt cirkulujici DNA je v periferni krvi ve form¢ malych fragmentl do velikosti
1 kb a pouze v nizké koncentraci (ng/ml), tudiz je izolace DNA z krve velmi obtizna.
K izolaci DNA se aplikuji toxické latky, mezi néz patii fenol a chloroform.

Pii selektivni izolaci DNA ze séra Ize uplatnit ¢inidla, obsahujici malé kationty
selektivné interagujici s fosfatovym ftetézcem kyseliny nukleové (NK). Interakce
zptsobi zménu konformace NK na kompaktni formu, a ta je zroztoku vysrdZena.
Ptfinosem metody je citlivost detekce, ktera je zde vySsi o vice nez Ctyii fady, dale
rychlost, jednoduchost, nenakladnost a prace bez toxickych latek (Vu et. al., 2012).

Lyzou leukocytl rychle klesa mnozstvi DNA uchovavané v plné krvi, pfestoze
je DNA po odbéru krve 15 dni relativné stabilni. Vlastnosti DNA ovliviiuje doba
ateplota skladovani po odbéru krve (Huang et. al., 2017). Zabranit degradaci
genetického materidlu lze za pouziti kapalnych konzervacnich pufri, které rovnéz
denaturuji enzymy. Geneticky material je mozno uchovavat i v plné krvi pfi pokojové
teploté n€kolik dnli ¢i tydnil za pomoci pufrd. Oportunisticky, minimélné invazivni
odbér krve umoziuji vakuové zkumavky naptf. Tempus, obsahujici roztok
hydrochloridu guanidinu, ktery lyzuje krvinky, stabilizuje a inaktivuje DNA. Vyhodou
tohoto pfimého odbéru krve do stabiliza¢niho roztoku je sniZené riziko kontaminace
(Ferrante et. al., 2018).
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U pacienti postizenych rakovinou prostaty, prsu ¢i plic je vyssi koncentrace

specifickych nukleotidovych sekvenci v krvi (Vu et. al., 2012).

2.5.2 Kvantifikace DNA

Pro stanoveni koncentrace DNA ve stopovych mnozstvi vzorkl se uplatnuji
kvantifikaéni metody (Nakayama et. al., 2016), lisici se Vv kvantitativnim rozsahu,
citlivosti, nakladech a jednoduchosti pracovniho postupu (Hussing et. al., 2018).
Kvantifikace DNA mize byt provedena témito metodami: UV spektroskopii,
fluorescenéni spektroskopii nebo kvantitativni polymerazovou fetézcovou reakci
(gPCR) (Nakayama et. al., 2016).

UV spektrometr NanoDrop ke své funkci vyuziva optickéd vldkna a ptfirozené
povrchové napéti, ¢imz zachycuje a uchovava malé mnozstvi vzorkt. Kratsi délky
dréhy umoziuji velky rozsah métfeni koncentrace NK, ¢imz se vzorky nemusi fedit.
Maly objem vzorku pii analyze zvySuje Uc€innost a Cini vysledky spolehlivéjSimi
(Desjardins a Conklin, 2010). Principem UV spektroskopie je méfeni maximalni
absorbance NK (260 nm). Metoda nerozliSuje dvouvlaknovou DNA (dsDNA),
jednovlaknovou DNA, RNA ¢i nukleotidy (Nakayama et. al., 2016).

Fluorimetrické méfeni koncentrace DNA napf. pomoci fluorimetru Qubit je
levna, rychla a snadno pouzitelna metoda pro kvantifikaci DNA. NerozliSuje odlisné
délky DNA, proto do vysledné koncentrace DNA spadaji i dimery purint, dimery
adaptéri a fragmenty bez adaptéri (Hussing et. al., 2018). M¢&fi fluorescenci
fluorescen¢niho barviva, které se specificky vaze na neposkozenou dsDNA a tim
stanovuje jeji mnozstvi. Kvantita klesa se stupném fragmentace a denaturace DNA,
tim padem je klasifikace templatové DNA spolehliv§jsi nez pi1 pouZiti
UV spektroskopie.

Pro ptesnou kvantifikaci cilové sekvence je idealni pouzit qPCR, ktera je,

o 24

ale casove naro¢néjsi a drazsi nez predeslé metody (Nakayama et. al., 2016).

2.5.3 Real-time PCR

Real-time PCR, ¢asto nazyvana také qPCR je fazena k popularnim metodam,
predevsim diky jeji rychlé analyze a Sirokému dynamickému rozsahu (Galluzzi et. al.,
2018). O gqPCR se hovoti tehdy, jeli do PCR smési pfidan fluorescenéni marker

areakci je mozné sledovat vrealném Case (Ahrberg a Neuzil, 2015).
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Od roku 1992 se qPCR uplatiiuje v oborech jako je molekularni diagnostika,
mikrobiologie a forenzni biologie pro kvalitativni a kvantitativni analyzu.
Takeé se aplikuje pro absolutni ¢i relativni kvantifikaci a k jednoduché identifikaci
amplikonu, ktery je v prub¢hu reakce zprostiedkovan pouzitim nespecifické DNA
interkala¢niho barviva nebo sekven¢né specifickych DNA sond (Conte et. al., 2018).

V pribéhu amplifikace fetézce DNA lze analyzovat fluorescencni signal, ktery
vznikd pouzitim interkalac¢nich fluorescencnich barviv nebo fluorescencnich sond
(Galluzzi et. al., 2018). Detekce zde probiha piimo ve zkumavce, coz vede k mensi
manipulovatelnosti se vzorkem a niz$i pravdépodobnosti kontaminace (Ulehlova et.
al., 2014). Analyzator real-time PCR je slozen z n¢kolika komponentt, jako je topné
téleso, teplotni senzor, fluorescen¢ni budici a detekéni jednotka. (Ahrberg et. al.,

2016).

2.5.4 Detekce DNA

Produkty real-time PCR jsou vizualizovany specialnimi fluorescenénimi
barvivy vazajici se na DNA, mezi néz patii ethidiumbromid (EtBr), SYBR Green I
a dale sondami, jako jsou hydrolytické, hybridiza¢ni a molekularni majaky (Tajadini
et. al., 2014). Pro nespecificka barviva je typicka fluorescence pii interkalaci
do dsDNA, kdezto metody specifické pro amplikon jsou charakterizovany znacenim
primert nebo sond fluorogennimi molekulami pro naslednou vizualizaci specifickych
amplifikovanych sekvenci (Li et. al., 2013).

Barvivo EtBr bylo v PCR reakci zaregistrovano vroce 1993, kdy bylo
vizualizovano videokamerou pod ultrafialovym svétlem.

SYBR Green I ve vazb¢ na dsDNA emituje fluorescenci 1000 krat vétsi nez je
v roztoku. Tato metoda je levna, snadno proveditelna a pfi jeji optimalizaci dosahuje
vysoké kvality a ptesnych dat jako metoda TagMan (Tajadini et. al., 2014).

Dalsi z moznosti je pouZiti sondy 6-karboxyfluorescein (FAM), uplatiiujici se
v TagMan metod¢. Zde je nutné, aby se sonda chemicky vazala k oligonukleotidim
vedle zhaSeCe (Ahrberg a Neuzil, 2015). Sonda FAM mize v jedné zkumavce
detekovat az dv€ mutace, ztohoto divodi neni vhodna pro nckteré klinické
a laboratorni vySetfeni. Na fluorofory FAM
a 6- karboxy- N, N, N’, N'- tetramethylrhodamin ~ (HEX) ma vliv  zasada,

ale predevsim teplota. Pfi zvyseni teploty a nasledné hybridizaci sondy s templatovou
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DNA, fluorescence HEX ziistava stejna, z toho vyplyva, Ze sonda neni ovlivnéna
teplotou. Zatimco fluorescence FAM se zvySujici se teplotou konstantné klesa (Mao
et. al, 2018). Nejcasteji pouzitym fluoroforem v qPCR je FAM s excita¢ni vinovou
délkou 495 nm a emisni vinovou délkou 520 nm. Fluorofor HEX ma excitaéni vinovou
délku 535 nm a emisni vinovou délku 554 nm (Arif et. al., 2015).

Tyagi a Kramer vroce 1996 poprvé zveiejnili molekularni majaky, které
se uplatiiuji k detekci DNA a RNA, monitorovani zivych systémi, vyzkumu
enzymatickych procesi, konstrukci biosenzorti, vyrobé bioCipt a ke studiu interakci
protein-DNA (Wang et. al., 2009). Molekularni majaky jsou vysoce citlivé, specifické,
selektivni, neradioaktivni, snadno detekovatelné sondy pro monitorovani
biomolekularnich interakci v realném case. Dalsi jejich vyhodou je detekce
hybridizace v homogennim  roztoku  bez  separace  hybridizovanych

a nehybridizovanych sond (Tang et. al., 2003).
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3 PRAKTICKA CAST

3.1 Material a vybaveni

3.1.1 Laboratorni pristroje a pomticky

Bio Vortex V1 (BIOSAN, UNIMED)

Centrifuga na 96-jamkové desticky

LightCycler® 480 (ROCHE, Ceska republika)

MagCore HF16Plus Automated Nucleic Acid Extractor (RBC Bioscience, Taiwan)
Minicentrifuga GmCLab GILSON (UNIMED, Praha)

NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)

3.1.2 Chemikalie

Gentra Puregene Blood Kit
Souprava generi biotech (gb) PHARM CYP2C19 obsahujici nasledujici komponenty:
Assay qPCR CYP2C19*2 (koncentrace 1,25 x)
Assay qPCR CYP2C19*3 (koncentrace 1,25 X)
Assay qPCR CYP2C19*17 (koncentrace 1,25 x)
Standard HET CYP2C19 (10* kopii/ul)
Standard MUT CYP2C19 (10 kopii/ul)
Standard WT CYP2C19 (10* kopii/ul)

Deionizovanou vodu

3.1.3 Biologicky material

Na Neurologickém oddé€leni ve Vitkovické nemocnici byl selektovan soubor pacienttl,
kterym v obdobi 2008 az 2018 byla diagnostikovana iICMP s naslednou 1é¢bou
Clopidogrelem. Tento soubor tvotil 46 pacientt, z toho 30 muzského a 16 Zenského
pohlavi narozenych v letech 1936 — 1996. Pacienti byli informovani o ucelu studie,
zabyvajici se u¢inkem léku Clopidogrelu. Po podepsani informovaného souhlasu jim
byla odebrana periferni krev pro naslednou analyzu gDNA. Vzorky krve byly
uchovany v genové bance pii teploté -80 °C. Vzorky nesrazlivé krve byly izolovany

Vv laboratofich AGEL a. s. Novy Ji¢in.
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3.2 [Experimentalni metody

Ze zmrazenych krevnich vzorki byly pii izolaci gDNA aplikovany dvé metody, podle

aktualniho poctu krevnich vzork.

3.2.1 Purifikace DNA z pIné krve pomoci Gentra Puregene Blood Kit

K purifikaci gDNA bylo upottebeno 300 pl krevniho vzorku. Mikrocentifugacni
zkumavka o objemu 1,5 ml byla napipetovana roztokem red blood cell (RBC)
0 objemu 900 pl a 300 ul pIné krve. Probéhla 10 x invertace a poté inkubace po dobu
1 minuty pii pokojové teploté. Nasledovala centrifugace po dobu 20 minut
pii13000— 16000 x g, kdy doslo kodd€leni peletu sbilymi krvinkami
a supernatantu, jenz byl z ¢asti odpipetovan. Vzorek byl vortexovan, poté bylo ptidano
300 pl roztoku pro lyzu bunék a obsah byl propipetovan. Po ptidani 1,5 ul RNazy,
nasledné invertaci v poctu 25 opakovani byl vzorek inkubovan po dobu 15 minut
pii 37 °C. Dale bylo ptfidano 100 pl roztoku na precipitaci proteinu a pii vysoké
rychlosti byl vzorek vortexovan po dobu 20 sekund. Za pouziti centrifugy
pii 13 000 — 16 000 x g po dobu 1 minuty doslo k precipitaci proteint, které vytvofily
pevny, tmaveé hnédy pelet. Supernatant bez proteinového peletu byl prenesen do nové
1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavky s 300 pl isopropanolu. Dokud DNA nebyla
viditelna v podobé vlakna, byl vzorek invertovan Vv po¢tu 50-ti opakovani. DalSim
krokem byla centrifugace po dobu 1 minuty pti 13 000 — 16 000 x g, po které byl
supernatant opatrné odstranén s ponechanim peletu na dné zkumavky. K peletu bylo
pridano 300 ul 70 % ethanolu, nékolikrat invertovano a poté centrifugovano po dobu
1 minuty p#i 13 000 — 16 000 x g. Supernatant byl opatrné odstranén a pelet susen
na dn€ zkumavky na vzduchu po dobu 5 minut, dokud nebyl snadno uvolnén. Néasledné
bylo pfidano 100 pl DNA hydrata¢niho roztoku a vortexovano 5 sekund pii stiedni
rychlosti. Inkubace vzorku byla pti 65 °C po dobu 5 minut, az byla DNA rozpusténa.
Poslednim krokem purifikace DNA byl vzorek inkubovan pii pokojoveé teploté pres

noc a za mirného tfepani na tiepacce.
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3.2.2 lzolace DNA z periferni krve automatickou metodou

Dalsim moznym a rychlej$§im postupem byla automatickd izolace DNA z periferni
krve, provedena na analyzatoru MagCore HF16Plus, do kterého byly vloZeny cartridge
podle poctu vzorkd. V laminarnim boxu do odvickovanych zkumavek byla
napipetovana periferni krev o objemu 400 pl a dikladné promichana. Do patii¢nych
pozic byl vlozen dany pocet $pi¢ek a oznacenych elu¢nich zkumavek o objemu 1,5 ml.
Nasledné byla zahajend automatickd izolace, kterou bylo vyizolovano 200 ul DNA.
Pouzité komponenty byly vyhozeny, analyzator byl o¢istén 70 % ethanolem a po dobu

30 min byl osvicen UV zéfenim.

3.2.3 Kvantifikace DNA spektrofotometrem NanoDrop 2000

Nasledujicim krokem Dbyla kvantifikace DNA za pouziti spektrofotometru
NanoDrop 2000. Pfed samotnym métenim koncentrace a Cistoty NK byl o¢istén horni
a dolni opticky povrch retenéniho systému spektrofotometru, a to napipetovanim
1ul deionizované vody na spodni opticky povrch. Rameno paky bylo uzavieno a horni
podstavec ptisel do kontaktu s vodou. Poté bylo rameno paky zvednuto a suchym
Cistym ubrouskem bez chloupkd byly oba optické povrchy ocistény. Nasledné
se na spodni opticky povrch nanesl 1 pl pufru a bylo provedeno slepé méfeni blanku.
Po zméfeni vzorku blanku byly oba optické povrchy ocistény suchym, cCistym
laboratornim ubrouskem. V softwaru NanoDrop byla zvolena konstanta 50
pro vypocet koncentrace dsDNA. Nasledné€ byl 1 pl vzorku NK napipetovan na spodni
opticky podstavec a rameno paky bylo zavieno. Software automaticky vypocital
pomér koncentrace a Cistoty NK, vysledek byl zndzornén ve formé spektralniho
vystupu.

Spektrofotometr NanoDrop 2000 automaticky vypocita pomér koncentrace
a cistoty NK pfi vinové délce 260/280 nm, kdy ¢istota NK je 1,8 —2,0. NK mohou byt
kontaminovany proteinem, fenolem, trizolem nebo extrakci kolonou (Desjardins

a Conklin, 2010).
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3.2.4  Analyza polymorfismu

V dalsi fazi byla provedena genotypizace DNA, pii které byla pouzita souprava
gb PHARM CYP2C19, pomoci které lze urcit pfitomnost polymorfismi Vv genu
CYP2C19 v alelach *2, *3 a *17.

Tato souprava je ur¢ena pro in vitro diagnostiku a jeji soucasti jsou assaye
gPCR astandardy. Assay qPCR zahrnuje smé&si amplifika¢nich primert, fluorescenéné
znacenych sond specifickych k norméalni a mutované alele, pufr, nukleotidy
a polymerazu. Sondy jsou specifické pro jednotlivé varianty polymorfismi.
Fluoroforem FAM je znacena sonda pro variantu WT a fluorofor HEX oznacuje sondu
MUT. K pozitivnim kontroldm jsou uréeny standardy.

Postup je zalozen na principu alelické diskriminace za vyuziti fluorescencné
znacenych sond, metodou real-time PCR.

Po izolaci a kvantifikaci DNA nésledovala piiprava vzorki, kterd je popséna
dale v textu. Reagencie byly rozmrazeny, promichany a kratce sto¢eny v centrifuze.
K detekénim assayem byla piidana deionizovana voda, a poté bylo provedeno
rozpipetovani po 16 ul do 96-jamkové desticky. Dale bylo rozpipetovano 4 pul gDNA
0 koncentraci 2 — 100 ng/ul s ptislusnymi standardy. Po této pfipravé byla 96-jamkova

desti¢ka kratce stocena v centrifuze a analyzovana na real-time PCR.

3.2.5 Analyza genu CYP2C19 pomoci real-time PCR

QPCR byla provedena pro vsSechny assaye za stejnych podminek, které byly
nasledujici. Pocate¢ni denaturace pii 95 °C po dobu 5 minut, nasledovalo 50 cykla
denaturace pti 95 °C po dobu 10 sekund a déle ochlazovani a prodluzovani pii 60 °C
po dobu 20 sekund. Produkty PCR byly fluorescenéné analyzovany za vyuziti sondy
s fluoroforem FAM, znacici variantu homozygotni genotyp (wild type, WT) a sondy
s fluoroforem HEX, ktera oznacuje variantu mutovany homozygotni genotyp (MUT).
V ptipad¢ pifitomnosti varianty WT nebo MUT lze pozorovat jeden signal. Jestlize
se jedna o heterozygotni genotyp (HET) je registrovan WT 1 MUT a jsou sledovany

dva signaly.
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4 VYSLEDKY

Na zaklad¢ informovaného souhlasu bylo do souboru zahrnuto 46 selektovanych
pacientd, kterym byla stanovena diagnéza iICMP s naslednou 1éébou Clopidogrelem.
Tito pacienti byli narozeni v letech 1936 — 1996 a prvni ptiznaky se projevily U muzi
mezi 47 — 78 lety, u zen byla v€ékova hranice 41 — 75 let a u jedné pacientky byla iCMP
diagnostikovana ve véku 20 let.

U téchto pacientti pomoci qPCR byly analyzovany z gDNA polymorfismy alel
CYP2C19*%2, CYP2C19*3 a CYP2C19*17. Nasledovalo vyhodnoceni diplotypu
a ptifazeni pfislusného fenotypu K posouzeni ucinnosti terapie Clopidogrelem
pfilécbé iICMP. Jednd se o antiagregacni lécbu, ktera zabraniuje shlukovani
trombocytl a nasledny vznik trombu v arteridlnim a zilnim fecisti.

Na metabolismus Clopidogrelu se podili ptedevs§im gen CYP2C19, ktery je
vysoce polymorfni S vice nez 25 alelami a pomoci téchto alel Ize urcit ¢tyfi hlavni
fenotypy, kterymi jsou normalni, ultrarychly, stfedni a pomaly metabolizator.

U normalniho metabolizatora, charakterizovaného diplotypem *1/*1 probiha
normalni inhibice trombocytd a normalni rezidualni agregace trombocyti. Fenotyp
ultrarychlého metabolizatora s diplotypem *1/*17 nebo *17/*17 se projevuje
zvySenou inhibici trombocytl a snizenou rezidualni agregaci trombocytd, coz vede
ke zvysenému riziku krvacivych stavl. U stfedniho a pomalého metabolizatora
s diplotypy *1/*2, *1/*3, *2/*17 a *2/*2, *2/*3, *3/*3 dochazi ke snizené a vyrazné
snizené inhibici trombocytl a zvysené agregaci rezidualnich trombocytl. Nasledkem
je zvysene riziko nezddoucich kardiovaskularnich ptihod.

Pro u¢innou lé¢bu Clopidogrelerm by se mélo jeho podavani ptizplsobit
ptislusnému diplotypu, vzhledem k moznému riziku krvaceni. V ptipadé zjisténého
diplotypu je nasledna 1écba pfiizpisobena typem metabolizatora. U pomalych
metabolizatori se doporucuje pievedeni na jiné antiagregacni 1é¢ivo, metabolizovano
jinym enzymem nez jen enzym CYP2C19, napiiklad Prasugrel. PferuSeni nebo sniZeni
davky pfichazi v uvahu u ultrarychlych metabolizatoru.

V tabulce 6 jsou uvedeny konkrétni udaje u jednotlivych analyzovanych
pacienti, suvedenou lécbou a pfipadnou recidivou iICMP. Z celkového poctu
46 pacienti bylo 9 1é¢eno pouze Clopidogrelem, a u ostatnich probéhla dualni
antiagregacni terapie Clopidogrelem s ASA. Uginn4 latka ASA je obsazena v 1é¢ivych

piipravcich jako je Anopyrin, Aspirin, Godasal a Stacyl.
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I pfes antiagregacni 1é€bu v nasem souboru pacienti prob¢hla recidiva iCMP
usedmi pacientll s analyzovanymi genotypy *1/*2, *1/*17, *17/*17 a *1/*1.
V piipadé mutovanych alel byla recidiva zpiisobena na zaklad¢ nespravné zvoleného
antiagrega¢niho 1é¢iva Clopidogrelu pii dfive nezjisténém diplotypu. U normalniho
metabolizatora s diplotypem *1/*1 byla antiagrega¢ni odpovéd’ ovlivnéna fadou
faktorti, mezi které lze zatradit nizkou a vysokou reaktivitu trombocytl pii 1€Cbé,
enzymy CYP450, lékové interakce, inhibitory protonové pumpy, blokatory

vapnikovych kanalti, kardiovaskularni onemocnéni.
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Procentualni zastoupeni analyzovanych alel v selektovaném souborti pacienti je
zobrazen v tabulce 7, ze které vyplyva, ze alely CYP2C19*2 a CYP2C19*17
se vyskytuji ve 14,13 % a 18,48 %. Zatimco alela CYP2C19*3 v tomto selektovaném

souboru pacienti nema zadné zastoupeni. Nejéastéjsi alelou je alela CYP2C19*1
v 67,39 %.

Tab. 7: Procentudlni zastoupeni jednotlivych alel v ramci studovanych selektovanych

pacienti.
Alela Procentualni zastoupeni [%]
CYP2C19*1 67,39
CYP2C19*2 14,13
CYP2C19*3 0
CYP2C19*17 18,48

Pacienti byli rozdé€leni do ¢tyt riznych fenotypi uvedenych v tabulce 8. V ramci studie
z celkového poétu 46 pacientii bylo 23 normalnich metabolizatoru (50 %), 9 stiednich
metabolizatortu s diplotypem *1/*2 a *2/*17 (19,56 %). Ve skupiné pomalych
metabolizatoru byli 2 pacienti s diplotypem *2/*2 (4,35 %). V poctu 12 pacienti bylo
ultrarychlych metabolizatoru s diplotypem *1/*17 a *17/*17 (26,09 %).

Tab. 8: Rozdéleni pacientii, jejich pocet a procentudlni zastoupeni na zdkladé

diplotypii do prislusnych fenotypii.

Procentualni

Fenotyp Diplotyp Pocet zastoupeni [%]
Normalni *1/*1 23 50
stiedni *1/*2 6 13,04
*1/*3 0 0
*21*17 3 6,52
Pomaly *2/*2 2 4,35
*2/*3 0 0
*3/*3 0 0
Ultrarychly *1/%17 10 21,74
*17/*17 2 4,35
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Na obrazku 6 je zobrazeno procentualni zastoupeni jednotlivych fenotypi
metabolizatorti u analyzované gDNA u muzl a analyzované gDNA u zen. Grafické
znazornéni  vyjadfuje, pomér jednotlivych  fenotypi muzi a Zen

Vv selektovaném souboru pacientti.

[o2]
o

50 50

a1
o

N
o

N
o

Pocet studovanych pacientt [%6]
e 8

o

Normalni Stredni Pomaly Ultrarychly
Fenotyp (metabolizator)

®Muzi ®Zeny

Obr. 6: Procentualni zastoupeni jednotlivych fenotypii U muzit a Zen.

4.1 Pripadova studie

Lécba Clopidogrelem se 1isi v zavislosti na genotypu CYP2C19 jedince. V této praci
jsou uvedeni tfi pacienti po ICMP, u kterych byly analyzou zjistény odlisné genotypy.

Prvnim pacientem je pan M.S. narozeny roku 1955, z plného zdravi ve véku 63 let
probéhla iCMP. V 0sobni anamnéze se s ni¢im nelééi, 1éky nebere, je nekufak, pracuje
jako technik. Jeho 85 leta matka ma diagnostikovanou ischemickou chorobu srdec¢ni,
je po bypassu. Otec zemiel ve véku 76 let po CMP. Bratr je zdravy.

V roce 2018 v 19:15 se objevila dysartrie, brnéni pravé tvare a koncetin vpravo.
Ve 20:23 pan akutné pfijat na iktové centrum, kde byl pfi védomi, sdé€lil své jméno,
odpovidal jednim az dvéma slovy, zuby cenil mén¢ vpravo, levy bulbus nepietahl
doleva. Hybnost levé horni a dolni koncetiny byla aktivni, hybnost vpravo nulova.
Pacient neschopny chlize, NIHSS 13. EKG monitoring se sinusovym rytmem, zjiSténa
hypertenze 195/100. Provedeny odbéry krve, z krevnich testli byla vysetiena glykémie

5 mmol/l, c-reaktivni protein 2,7 mg/l, mineraly, ledvinné funkce, cholesterol,
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triglyceridy hodnoty byly v normé. V krevnim obraze pocet trombocyt 224 - 10° |,
protrombinovy test (INR = international normalized ratio) 1,05, aktivovany parcialni
tromboplastinovy ¢as (aPTT) 21,9 s. Ve 20:37 CT mozku nativné bez Cerstvych
loziskovych zmén, sporné setiela inzula vlevo. Dle CT angiografie mozkovych tepen
okluze arterie vertebralis vpravo. Provedena trombolyza Actilysou intra venosn¢
s dobrym efektem. Pro zjiSténou pietrvavajici hypertenzi aplikovan Ebrantil 50 mg
intra venosné. Pro prevenci TEN provedena bandaz dolnich koncetin.

Nasledujici den NIHSS je 0. V 16:44 kontrolni CT mozku nativné s normalnim
nalezem, pfiméfeny RTG plic, hodnoty krevniho tlaku (TK) Vv rozmezi
178/105 az 180/100. Nasazena dualni antiagregace Aspirin protect 100 mg
a Clopidogrel 75 mg. Ze stran hypertenze nastavena antihypertenzni medikace
Prestarium neo a Apo-amlo 5 mg.

Po péti dnech pacient propustén do domaci péce s odeznélou dysartrii,
odeznélou paresou pohledu doprava a odeznélou centralni pravostrannou paresou VII.
licniho nervu. Pacient je edukovan, dudlni antiagregace je nastavena po dobu tii
mesicli, poté monoantiagregace Aspirinem protect 100 mg. Monitoring TK
a kompenzace hypertenze cestou praktického 1¢kare.

Po jednom mésici dualni 1éCby pacient nové potize neudava, je pti védomi,
spolupracuje, je bez dysartrie, bez fatické poruchy, zuby ceni symetricky, jazyk plazi
sttedem, stoj a chlize normalni, bez omezeni hybnosti kon¢etin. Laboratorni hodnoty
krevniho obrazu, INR, aPTT v normé. TK 170/95, medikuje antihypertenziva.

Po ttech mésicich od CMP je u pacienta celkovy stav uspokojivy, bez novych
potizi, ptiznaky se neopakovaly, neudava poruchu teci, zraku ani oslabeni koncetin.
Dualni 1é¢ba je zménéna na monoterapii Aspirinem protect 100 mg.

Zdravotni stav po dvou letech po trombolyze a pti antiagrega¢ni 16¢bé Aspirinem
protect 100 mg je stabilizovany.

U pana M. S. byl zjistény genotyp *1/*1, jedna se o normalniho metabolizatora,
jehoZ fenotyp se sklada ze dvou aktivnich alel CYP2C19, které jsou spojeny s normalni

enzymatickou aktivitou.

Druhou pacientkou je pani Z. M. narozena roku 1936, v 75 letech probéhla iCMP.
V 0sobni anamnéze ma diabetes mellitus na peroralnich antidiabeticich od roku 2007,
1écenou hypertenzi, hyperlipidemii v medikaci a obesitas. Z rodinné anamnézy otec

pacientky zemfel po prodélané CMP v 81 letech, matka zemiela v 75 letech starim.
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Vroce 2011 v 11:10 oslabeni levostrannych koncetin, zhorSeni feci.
Ve 12:20 ptijem na iktové centrum, zméfen TK 170/77, NIHSS 3, glykémie 8,5,
trombocyty 185-10° I, INR 1,17, aPTT 23,9, na EKG sinusovy rytmus.
V 11:48 probéhlo vstupni CT mozku s pfiméfenym nalezem, ischemické zmény toho
¢asu jednoznacné neprokazany. Ve 13:00 na ultrazvukové transkranialni dopplerové
sonografii (UZ+TCCS) prokdzany vV arteria karotis aterosklerotické platy. RTG
vySetfeni plic negativni. Vzhledem kvomitu podan Torecan intra Venosng.
Na elektrokardiografii (EKG) zachycena komorova extra systola. Ve 13:30 dochazi
k progresi neurologického nalezu, NIHSS 14 bodd, TK stabilni, saturace 88 %
(metodou pulzni oxymetrie), indikovand trombolyza Antilysinem, po které dochézi
ke zlepSeni, NIHSS je 0 bodt, na EKG sinusovy rytmus.

Nasledujici den ve 14:24 na kontrolnim CT mozku patrna nevelka ischemie
V pravém thalamu 17 x 12 mm. Na EKG sinusovy rytmus, TK stabilizovany. Diabetes
mellitus kompenzovan, odeznivajici lehka spasticka dysartrie. Zahajeni rehabilitace
a artikulacniho cviceni. K medikaci pfidana antiagrega¢ni 1é¢ba Anopyrinem 100 mg
a Clopidogrel 75 mg. Pti propusténi bez fatické poruchy, schopna samostatné chiize.
Pacientka edukovana, nutné pravidelné kontroly lipidogramu, glykémie, krevniho
obrazu, koagulace, TK, EKG.

Po tiech mésicich bez potizi, z medikace vysazen Clopidogrel 75 mg a ponechana
monoagregacni terapie Anopyrinem 100 mg.

V roce 2012 je pacientka bez potizi, bez novych ptiznaki iCMP, z antiagregacni
1é¢by Anopyrin 100 mg.

V roce 2017 v 16:30 pti medikaci Anopyrinu 100 mg neni schopné chtize,
nerozumi sloviim, pravy koutek povisly. Pfevezena na piijem iktového centra
v anamnéze iICMP v roce 2011. M4 amnézii na ptedeslou udélost, koutek povisly neni,
oslabené koncetiny nejsou, pifi piijmu TK 171/87, NIHSS 0 bodl, laboratof
bez patologie. V 17:35 vstupni CT mozku bez Cerstvych zmén, drobny postischemicky
okrsek v pravém thalamu. CT angiografie prokazuje aterosklerotické zmény
mozkovych tepen.

Po sedmi dnech propusténa na vlastni zadost, S odeznélou poruchou teci, s lehkou
pravostrannou hemiparézou na podkladé transitorni ischemické ataky (TIA) v levém
karotickém povodi.

V roce 2019 v 19:30 u pani porucha feci, mluva zmatend, Spatné vyjadfovani,

po 20 minutach spontanni obnova mluvy, porucha védomi a kiece neprobéhly,
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TK 160/90, saturace 98 %, glykémie 8,9 mmol/l. Ve 20:55 piivezena rychlou
zdravotnickou pomoci na neurologické oddé¢leni, bez poruchy fteci, bolesti hlavy
nejsou, oslabeni koncetin neni, TK 160/90. CT mozku bez cerstvych loziskovych
zmén, drobny defekt v pravém thalamu popisovan v roce 2017. V medikaci byla
provedena zména antiagregaCni terapie, misto Anopyrinu 100 mg byl nasazen
Clopidogrel 75 mg. Po tfech mésicich bez ptiznaki TIA s celkovym uspokojivym
stavem.

U pani Z. M. byl na zaklad¢ farmakogenetického testovani zjistény genotyp
*1/*17. Jedna se o ultrarychlého metabolizatora, jehoz fenotyp se sklada z aktivni
arychlé alely CYP2C19, ktera je spojena se zvysSenou enzymatickou aktivitou.
Dochéazi k poklesu agregace trombocyti a zvysuje se riziko ischemickych ptihod.
Na zaklad¢ zjisténého genotypu miize byt u pani Z. M. na zvazeni pouziti alternativni

terapie.

Treti pacientkou je slecna A.K. narozena v roce 1996, ve 20 letech probéhla iCMP.
V osobni anamnéze je studentka, zdrava, uziva hormonalni antikoncepci, kutacka,
abuzus tetrahydrocanabinol, po pfelécené tonsilitidé penicilinem, kultivaéné
beta- hemolyticky streptokok. V rodinné anamnéze otec ve 45 letech Zilni trombdza,
matka a dva bratfi zdravi.

V roce 2016 v pét hodin rano po sejiti schodi nahla porucha védomi. Pacientka
pfevezena RZP na anesteziologickoresuscitacni oddéleni, védomi kolisavé na urovni
glasgow coma scale 10 — 12, bez lateralizace, afazie, fotofobie, cefalea,
kardiopulmonalné stabilizovana.  Vstupni CT vySetfeni s negativnim nalezem.
Toxikologické vySetieni negativni, vyloufend neuroinfekce vySetfenim likvoru
lumbalni punkci. Provedeno CT mozku s obstrukci arteria temporalis anterior vlevo
S po¢inajicim edémem v temennim a spankovém laloku vpravo. Akutni pievoz
na iktové centrum v 9:20, s pfetrvavajici poruchou feci. Pro trombolyzu je ptekroceno
casové okno. V 9:36 provedeno kontrolni CT, kde je ischémie v temennim
a spankovém laloku a okluze v arteria temporalis anterior vlevo. Pacientka
v 10:09 predana na angio linku, kde je provedena extrakce trombu Trevo katetrem.
Podan Heparin 5000 UI intra arteridlné a Actilyse 2 mg intra arteridlné.
V 11:45 ptedana na jednotku intenzivni péce pii védomi, vyhovi jen jednoduchym

vyzvam, porucha feci pretrvava.
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Druhy den kontrolni CT s ischemii ve spankovém laloku vlevo. Centralni
pravostranna hemiparesa na podklad¢ ischemického infarktu pfi tromboze vlevo. Trva
afazie, EKG sinusového rytmu. Odebran koagulacni panel s negativnimi vysledky,
genetické vySetieni na trombofilni stavy negativni bez prikazu Leidenské mutace
amutace genu pro srazlivy faktor II. Nastavena dudlni antiagregacni 1écba
Anopyrinem 100 mg a Clopidogrelem 75 mg. Zaveden rehabilita¢ni plan na trénink
porozuméni verbalnich instrukci, verbalné akustické paméti a grafie.

Po sedmi dnech kontrolni CT mozku prokézalo perfuzi ptivodné ischemického
loziska ve spankovém laloku. Pacientka spolupracuje, kardiopulmonalné
stabilizovéna.

Po tfech tydnech ukoncend hospitalizace, s odeznélou centralni pravostrannou
hemiparesou, senzorickou afézii a globalni fatickou poruchou. Na medikaci Anopyrin
100 mg a Clopidogrel 75 mg.

Dalsi zdravotni stav této pacientky neni k dispozici.

U slecny A. K. zjistény genotyp *2/*17 s neaktivni a rychlou alelou.
Fenotypové se jednd o stfedniho metabolizatora, kdy pfitomnost alely CYP2C19*2
zvys$uje riziko rezistence na Clopidogrel. Je snizena inhibice trombocytl, zvySena je
rezidudlni agregace trombocyti a nasledkem je zvySené riziko nezadoucich
kardiovaskularnich piihod. U slecny A. K. stimto genotypem je dle doporuceni

vhodné pouZit alternativni antikoagula¢ni terapii.
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5 DISKUSE

Diplomova prace byla zaméfena na zhodnoceni farmakogenetiky Clopidogrelu
Z hlediska ptitomnosti polymorfismi CYP2C19*2, CYP2C19*3 a CYP2C19*17
Vv selektovaném souboru pacientli. V rdmci této prace byla pro detekci uvedenych
sekvencnich zmén pouzita metoda real-time PCR.

V této praci byl studovan selektivni soubor 46 pacientd, u kterych byla alela
CYP2C19*2 zastoupend ve 14,13 %, alela CYP2C19*3 se nevyskytovala viibec a alela
CYP2C19*17 v 18,48 %. Oproti tomu se udaje, které uvadi Petrovi¢ a kolegové (2020)
pro frekvenci alel v ramci Ceské republiky nepatrng lisi. Ve studii bylo analyzovano
42 a7 265 zdravych dobrovolniki, v ramci nichz, byla alela CYP2C19*2 zastoupena
v 8%, alela CYP2C19*3 v1,6 % a alela CYP2C19*17 ve 29 %. Ve srovnani
Spopulaci na Slovensku jsou hodnoty taktéz rozdilné. Alela CYP2C19*2
se vyskytovala v 19 %, alela CYP2C19*3 ve 2 % a alela CYP2C19*17 ve 33 %. Zde
je potieba brat v potaz analyzu pouhych 26 zdravych dobrovolnikl. V ramci
sousednich statti Ceské republiky se frekvence alel selektivniho souboru pacientii této
prace nejvice piiblizuji hodnotam Cetnosti alel v Némecku, kde je zastoupeni
nasledujici: alela CYP2C19*2 (14,9 %), alela CYP2C19*3 (1,1 %) a alela
CYP2C19*17 (24,9 %). Hodnoty jsou vysledkem osmi studii, do kterych bylo
zapojeno 923 — 1758 zdravych dobrovolnikd. Obdobna frekvence alel je u Polaku,
alela CYP2C19*2 (16,3 %), alela CYP2C19*3 (1,6 %) a alela CYP2C19*17 (29,8 %).
Analyza probihala na 166 az 791 zdravych dobrovolnicich v péti studiich. V rakouské
populaci byla testovana pouze alela CYP2C19*3, jejiz zastoupeni bylo 0,5 %.
Do studie bylo zahrnuto 93 zdravych dobrovolnikll. Porovnani frekvenci danych alel
neni statisticky vyznamné, vzhledem k rGzné poetnym analyzovanym souborim
a zdravotnim staviim jejich ucastnikd.

Frekvence alely CYP2C19*2 (14,13 %), CYP2C19*3 (0 %) a CYP2C19*17
(18,48 %) ve studovaném selektovaném souboru pacientd jsou srovnatelné
s hodnotami Shalia a kolektivem (2013), ktery uvadi v indoevropské populaci
frekvenci alely CYP2C19*2 (13 — 18 %) CYP2C19*3 (< 1 %) CYP2C19*17 (18 — 20
%). Tyto vysledky jsou rovnéz analogické s hodnotami uvedenymi u africké populace
CYP2C19*2 (17 — 20 %) CYP2C19*3 (< 1 %) CYP2C19*17 (18 %). Naproti tomu
v asijské populaci je odlisnd frekvence téchto zkoumanych alel CYP2C19*2
(30 —50 %) CYP2C19*3 (510 %) CYP2C19*17 (2 — 4 %), ale ve srovnani se studii
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publikovanou Ghasemi a jeho kolegy (2016) jsou frekvence alely CYP2C19*17
srovnatelné s hodnotami v Ciné (1,2 %), Japonsku (1,3 %) a Jizni Koreji (1,15 %).
Vyrazné vy$i je Cetnost této alely v Saudské Arabii (73,9 %) a v Iranu (25,65).
Vysledné hodnoty Cetnosti studovanych alel nelze povaZzovat za relevantni, jelikoz
V této praci byl analyzovan maly soubor selektovanych pacienti a publikace neuvadi
pocet ani zdravotni stav studovanych jedinct S vyjimkou irdnské populace, v ramci
niz, bylo testovano 100 zdravych dobrovolnikd.

Také je podstatné zminit, Zze studovany soubor 46 selektovanych pacienti
ve vékovém rozmezi 20 az 79 let, tvotili pfevazné muzi v 65,22 % a Zeny zaujimaly
34,78 %. Analyzovano bylo 50 % normalnich homozygota (*1/*1), 21,74 %
heterozygoti (*1/*17) a 4,35 % mutovanych homozygoti (*17/*17). Ve srovnani
se 100 zdravymi iranskymi dobrovolniky, jejichz soubor byl zastoupen ze 46 % muzi
a 54 % zenami ve véku 19 az 57 let, se diplotypy vyskytovaly v nasledujici frekvenci:
diplotyp CYP2C19*1/*1 se vyskytoval v 58,33 %, CYP2C19*1/*17 v 29,1 %
a CYP2C19*17/*17 v 11,1 %. Ackoliv se jedna o dvé odlisné populace, hodnoty
frekvence uvedenych diplotypt nejsou zcela rozdilné.

Teixeira a spolupracovnici (2012) studovali prevalenci alely CYP2C19*2
u 95 portugalskych pacienti s akutnim koronarnim syndromem (ACS), lécenych
Clopidogrelem. Primérny vék pacientii byl 62 let, s pfevahou muzi (83,2 %). Bylo
zjisténo, Ze v ramci selektovaného souboru pacientt byla frekvence alely CYP2C19*2
14,2 % a alely CYP2C19*1 85,8 %. Homozygoti divokého typu (*1/*1) tvotili 72,6 %,
heterozygoti (*1/*2) 26,3 % a mutovani homozygoti (*2/*2) byli zastoupeni v 1,1 %.
Naproti tomu testovany soubor 46 selektovanych pacientti byl tvofen pievazné
muzskym pohlavim (65,22 %) s primérnym vékem 62,41 let, kde byla frekvence alely
CYP2C19*2 14,13 % a alela CYP2C19*1 byla zastoupena v 67,39 %. Normalni
homozygoti (*1/*1) tvotili 50 % analyzovanych pacientd, heterozygoti (*1/*2)
13,04 % a mutovani homozygoti (*2/*2) 4,35 %. Pii porovnani téchto dvou studii
s obdobnym souborem pacientil jsou vysledky frekvence diplotypt odlisné.

Studiem vlivu polymorfismu genu CYP2C19*2 a vyskytu zvySeného rizika
kardiovaskularnich piithod a hemoragickych komplikaci pii 1é€bé Clopidogrelem
se zabyval Charfi a jeho kolegové (2018). Analyzovano bylo celkem 71 pacientu,
Ztoho 62 muzt a 9 Zen, ve véku od 30 do 85 let. Svym zavérem autofi nedosli

k souvislosti mezi polymorfni alelou CYP2C19*2 a uvedenymi komplikacemi.
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Vzhledem K recidivam pii 1é€bé Clopidogrelem probihaly studie, zabyvajici se
rezistenci na 1é¢ivo a hledanim faktort, které mohou tuto rezistenci ovlivnit. Nemusi
se jednat pouze o genetickou predispozici, ale svou roli hraji také ptidruzené choroby
jako je diabetes mellitus, porucha funkce ledvin, interakce 1é¢iv nebo Spatna absorpce
stteva (Ray, 2014). Vzhledem k farmakogenetickym faktoritm u pacientii 1é¢enych
Clopidogrelem je reakce na 1écbu riizna, proto Ize uplatnit alternativni 1écbu 1écivy,
jejichz metabolicka aktivace probiha jinymi enzymy. Mlzeme zde zatadit ireverzibilni
inhibitor receptoru P2Y 12, Prasugrel, ktery je metabolizovan enzymem CYP3A4
a CYP2B6 (Holmberg et. al., 2015). Dalsi moznou volbou je Tikagrelor, ktery je
metabolizovan enzymem CYP3 A4 a je spojovan s nezddoucimi ucinky, jako je dusnost
a vys$i riziko krvaceni nez u Clopidogrelu (Wang et. al., 2019). V ramci této prace je
popsana piipadova studie pacientky M.Z. 1é¢ené Clopidogrelem po prodélaném iCMP.
U pacientky s genotypem *1/*17, u kterého neni nutnd zména lécby se objevily
opakujici se recidivy. Tyto recidivy vsak s velkou pravdépodobnosti maji jinou
etiologickou pfi¢inu nez je poskozeni funkce enzymu CYP2C19. Jejich pfi¢inou
mohou byt komorbidity pacientky, kterymi jsou diabetes mellitus, hypertenze,
hyperlipidemie, obesita. Na fenotypu se mohou podilet také jiné predispoziéni
genetické faktory, jako je napt. vyskyt ,,trombofilnich* mutaci v genech pro FV Leiden
nebo Protrombin.

Miciak-tawicka a kolegové (2018) pozorovali souvislost mezi cirkadiannim
rytmem, klinickymi udaji vcetné vysledkll analyz aktivity a agregace trombocyti
daného souboru pacientti. Hyperkoagulacni stav ukazuje nejvyssi vrchol aktivity
vrannich a veCernich hodinach, zatimco v pribéhu dne je aktivita agregace
trombocytll snizend. Podle uvedenych zjisténi je vhodné pro maximalni G¢innost
1é¢iva prihlizet k cirkadiannim rytmtim a odpovidajicim zptsobem upravit koncentraci
antiagregancia a dobu podani 1éki. V uvedené piipadové studii vykazoval pacient
M. S. ptiznaky iCMP ve ve&ernich hodinach a u pacientky A. K. se objevily symptomy
Vv rannich hodinach. Oba pacienti byli doposud bez zdravotnich problému. U pacientky
Z. M. byly prvotni pfiznaky zjistény v dopolednich hodinach a odpoledne téhoz dne
doslo k progresi. I pfes monoterapii sekundarni prevence iCMP doSlo dvakrat
k recidivé, znamky ataky se objevovaly v odpolednich a ve vecernich hodinach.
U pacientky Z. M. vsak byly zjistény pridruzené choroby, 1éCila se s hypertenzi,
diabetes mellitus byl na PAD, hypercholesterolemii na medikaci. Jak jiz bylo uvedeno
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zde pravdépodobné hraje roli nejen hyperkoagulacni stav, ale i endogenni faktory
a pravdépodobné také geneticka predispozice.

Statistické analyzy genotypizace alel CYP2C19*2, *3, *17 a jejich udaje mohou
vyznamné pomoci pii terapii 1é¢ivy metabolizovanymi enzymy CYP2C19, zabranit
jejich interakci a snizit riziko vedlejSich nezadoucich ucinka (Dehbozorgi et. al.,
2018).
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6 ZAVER

Hlavnim cilem prace bylo zanalyzovat soubor pacienti po iCMP, urceni jejich
diplotypi CYP2C19 s dopadem na tucinnost 1é¢by Clopidogrelem. Clopidogrel je
antagonista P2Y'12 receptorli, fadi se mezi antiagregacni 1é¢iva a svym plisobenim
na trombocyty brani jejich agregaci a naslednému vzniku trombu.

Genotypovym urCenim diplotypu lze zjistit UCinnost metabolismu
Clopidogrelu, jeho dusledek na 1é¢bu, moznou recidivu a Ize identifikovat ty pacienty,
kteti maji vyssi riziko vedlejSich ucinkl. Pro zlepSeni kvality péce, by bylo vhodné
na zaklad¢ studie genotypu CYP2C19, individualizovat 1é¢bu u kazdého pacienta.
S odpovédi na 1é¢bu Clopidogrelem souvisi nejen genetické, ale i vnéjsi faktory, jako
je diabetes mellitus 2. typu, kardiovaskularni nemoci, renalni selhani a star$i lidé
ve véku nad 65 let.

Experimentalni ¢ast byla zaméfena na genotypovani polymorfnich alel
CYP2C19*2, CYP2C19*3 a CYP2C19*17 z gDNA vybranych pacienti
s antiagregacni 1écbou Clopidogrelem po dobu tii mésici. Metodou real-time PCR
byly zjistény diplotypy CYP2C19*2, CYP2C19*3 a CYP2C19*17 s néslednym
vyhodnocenim ¢tyt zakladnich fenotypt metabolizatorti Clopidogrelu.

Genetické testovani polymorfismii CYP2C19 pii 1écbé Clopidogrelem je
uzite¢né z pohledu identifikace pacientl, ktefi jsou nositeli nefunkénich alel,

pro spravné nastaveni antiagregacniho léciva.
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