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VySetieni polymorfismi v genu CYP1A2 a jejich klinicky vyznam
Abstrakt

Bakalarska prace s nazvem VysSetieni polymorfismti v genu CYP1A2 a jejich klinicky
vyznam se zabyva polymorfismy v genu CYP1A2 a jejich pfinosem piedevsim pro
farmakogenetiku. Gen CYP1A2 je lokalizovan na chromozomu 15 a jeho velikost je
ptiblizn€ 7,8 kb. CYP1A2 koduje jeden z enzymi cytochromu P450. Enzym CYP1A2
patfi k nejvyznamnéj$im enzymim podilejicich se na metabolismu riznych druht 1é¢iv
jako jsou antipsychotika, 1éCiva uzivana pii 1écbé nadorovych onemocnéni nebo
anestetika. Dale se podili na metabolismu fady prokarcinogennich a karcinogennich latek,
ale také latek endogennich napiiklad melatonin nebo estrogen. Polymorfismy, které
mohou byt v genu pfitomny ¢astecné odpovidaji za rozdilné reakce na 1é¢iva. Kromé
genetickych polymorfismii se na interindividudlni variabilité¢ podileji 1 negenetické

faktory naptiklad koufeni nebo uzivani hormonalni antikoncepce.

Prakticka Cast bakalarské prace je zamétena na detekci polymorfismu rs4646425, avSak
V teoretické Casti jsou popisovany dalsi polymorfismy, které se v genu CYP1A2 nachézeji
a maji klinicky vyznam. Polymorfismus rs4646425 byl detekovan u pacientl

s psychickou diagnézou, a to pomoci metody Real-time PCR.
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Analysis of the CYP 1A2 gene polymorphism and its clinical importance.
Abstract

The bachelor thesis named Analysis of the CYP1A2 gene polymorphism and its clinical
importance focuses on polymorphs in gene CYP1A2 and their benefits to
pharmacogenetics. CYP1A2 gene is localized on chromosome 15, it spans around 7,8 kb.
CYP1A2 codes one of the P450 cytochrome enzymes. Enzyme CYP1A2 is one of the
most important enzymes participating in metabolism of variety of medicines, for instance
antipsychotics or anaesthetics. Furthermore, CYP1A2 partakes in metabolism of
procarcinogenic and carcinogenic substances and endogenous substances, for example
melatonin or oestrogen. Polymorphs in gene partially cause different reactions to
medicines. Non-genetic factors also contribute to interindividual variability, for example

smoking or taking birth control pills.

The practical part of the thesis is dedicated to detection of polymorphism rs4646425,
however further polymorphism of gene CYP1A2 which have clinical meaning are
described in theoretical part of the thesis. Using the Real-Time PCR method
polymorphism rs4646425 was detected in patients with psychological diagnosis.
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1 Uvod

Rozvoj genetiky a molekularni biologie umoziuje novy pohled na 1é¢bu pacientd.
Dochazi ke vzniku nové éry personalizované mediciny. Princip personalizované
mediciny je zalozen na skute¢nosti, ze kazdy jedinec je vybaven odlisnymi genetickymi
vlastnostmi, tim padem rozdilné reaguje na podavana 1éCiva, a proto by lécba mela byt
individualné ptizptisobena jednotlivym pacientim. Aktualni védecké studie ukazuji, Ze
1écba neni G¢innd U témét poloviny pacientll a rovnéz velka ¢ast z nich podstupuje

hospitalizaci z divodu zavaznych vedlejsich ucinka 1éciv.

Védni obor farmakogenetika studuje lidsky genom a dava Iékaiim moznost volby
takového 1é¢ebného piipravku, ktery bude pro konkrétniho pacienta nejvhodnéjsi. Kromé
faktori genetickych se na metabolismu 1é€iv podileji také faktory negenetické jako je
strava, zivotni prostiedi a celkové zdravi. Tyto faktory maji také podstatny vliv v reakci
na léky, ovSem zadny ztéchto faktorti neni tak vyznamnym ukazatelem jako pravé

genetika.

Cilem farmakogenetiky je tedy sestaveni individudlniho 1écebného planu pro kazdého
pacienta. To ma za nasledek docileni maximalné mozného uc¢inku 1éCiva a zamezeni
nezaddoucich ucinki 1éCiv a intoxikace pacienta. Personalizovand medicina a s ni
souvisejici farmakogenetika slibuji jednak zlepSeni zdravotni péce, ale také sniZeni

naklada, které souviseji s podavanim neucinnych 1écebnych preparati.

Léciva patii do skupiny xenobiotik, coz jsou latky cizorodého ptivodu. Tyto latky jsou
zvelké casti metabolizovany cytochromem P450 (CYP), coz je skupina
hemoproteinovych enzymit, které se nachdzeji napfi¢ vSemi Zivymi organismy.
Z hlediska podilu jednotlivych cytochromii na metabolismu cizorodych latek se za
nejdilezitéjsi izoenzymy povazuji CYP1A2, CYP2A6, CYP2D6, CYP2C, CYP2E1
a CYP3A4.

vvvvvv

metabolizujicim 1éCiva. Dale se podili na metabolismu fady prokarcinogenti
a karcinogentl, které mohou byt nasledné¢ pfeménény na toxické produkty. Mnoho
klinicky dutlezitych 1¢ki slouzi jako substrat pro CYP1A2 naptiklad Klozapin,
Escitalopram, Paroxetin. Variabilita aktivity enzymu CYP1A2 je ovlivnéna genetickymi

1 negenetickymi faktory, pfi¢emz geneticka slozka variability tvoti pfiblizné 75 %.



V teoretické ¢asti mé bakalaiské prace se podrobné&ji zabyvam izoenzymem CYP1AZ2,
jeho genetickymi polymorfismy a genetickymi i negenetickymi faktory, které¢ vyznamné
ovlivituji jeho fyziologickou funkci. V praktické c¢asti bakalaiské prace vySetiuji
konkrétni polymorfismus v genu CYP1A2 (rs4646425). Tento polymorfismus se podili

na riznorodé odpovédi pacientli na antipsychoticka 1é¢iva.



2 Farmakogenomika a farmakogenetika

Farmakogenomika/farmakogenetika je védni obor studujici genetické predispozice
pacienta ve vztahu k individualni variabilit¢ 1ékové odpovédi. Farmakogenomika se
zabyva variabilitou 1ékové odpovédi celého genomu, zatimco farmakogenetika sleduje
pouze omezené mnozstvi genetickych biomarkert na trovni DNA (Slanaf, 2012).
Genetické odchylky mohou ovliviiovat metabolismus 1é¢iv na vice Urovnich, vcetné
vstiebavani 1éku, jeho distribuce v organismu a vylucovani (Holgate, 2004). Aktualni
védeckeé studie popisuji, Ze 1é¢iva jsou €inna pouze u 60 % pacientd, jimZ jsou podadvana
a zaroven vyznamny pocet pacientl je hospitalizovan pro vyskyt zavaznych nezadoucich
reakci po nasazeni farmakoterapie (BartoSova et al., 2016). Cilem farmakogenetického
vyzkumu je individualizace 1é¢by, a tim minimalizace nezadoucich G¢inkt 1é¢iva. Lékari
1écby (Wolf et al., 2000). Koncept personalizované mediciny ptedlozil jiz roku 1800
kanadsky lékat Sir William Osler, ktery pozoroval velkou variabilitu mezi jednotlivci.
Pravé farmakogenetika dnes predstavuje hlavni pilit personalizované mediciny (Scott,

2011).
2.1  Benefity a limity

Bezesporu nejvétsim benefitem farmakogenetiky a farmakogenomiky je jiz vySe zminéna
individualizace 1é¢by a snizeni nezddoucich ucinka. Dale pak snizeni ekonomickych

nakladu, které ¢asto vznikaji pii 1é¢b¢ pacienta nevhodnym 1é¢ivem.

To, jak organismus na dané 1é¢ivo reaguje je podminéno velkym poctem gent, pficemz
kazdy ztéchto genli miize obsahovat mnoho polymorfismi, které mohou vyznamné
ovlivnit metabolismus 1é¢iv. Variabilita 1ékové odpovédi tedy neni monogenni
a komplexnost lidského genomu vyrazné ztézuje hledani vhodného 1éku pro konkrétniho

pacienta (Spear et al., 2001).

Dal$im omezenim farmakogenetiky a farmakogenomiky je fakt, Ze metabolismus 1é¢iv
neni ovlivnén jen genetickym polymorfismem, ale také faktory negenetickymi jako je
naptiklad vek, Zivotni styl, pohlavi nebo etnické rozdily. Naptiklad pii 1é¢bé karcinomu
plic a prsu byla zaznamenana zvySena toxicita u asijskych pacientli, ve srovnani

s bélosskymi pacienty (Phan et al., 2009).
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3 Cytochromovy systém P450

3.1  Vyznam cytochromu P450

Cytochrom P450 (CYP) je systém biotransformaénich enzymd, které jsou hlavnim
zdrojem variability metabolismu 1é¢iv a odpovédi organismu na 1é¢ivo. Jsou zodpovédné
za biotransformaci vétSiny cizorodych latek, véetné 70-80 % vSech 1€kt uzivanych
v klinické praxi (Zanger and Schwab, 2013). Cytochromy P450 se nachazeji
Vv nejruznéjsich zivocisnych i rostlinnych druzich. Kromé savcl ho miizeme najit u ptaki,
ryb, plazt, hmyzu, hub, rostlin a bakterii (Nelson, 2009). V sou¢asné dobé jsou znamy
tisice téchto enzymi, pifi¢emz jejich pocet v organismu se li§i v zavislosti na druhu.
V lidském genomu rozliSujeme 57 izoforem cytochromu P450, u Mycobacterium
Tuberculosis 20 izoforem a naptiklad v ryzi se nachazi 457 druht izoforem tohoto
cytochromu (Hu et al., 2011). Jedna se o enzym, ktery se vyvijel cestou divergentni
evoluce. Z jednoho genu cytochromu P450 se tak postupné vyvinulo ohromné mnozstvi

odlisnych gent, které koduji cytochromy prokaryotnich a eukaryotnich organismda.

Predpoklada se, ze prehistorické mikroorganismy cytochrom P450 vyuzivaly
k hydroxylaci organickych latek, které mohly byt nasledné pouzity jako zdroj energie
(Stiborova et al., 1999). Jeho pavodni funkci bylo zachovéni celistvosti bunééné
membrany metabolismem a biosyntézou steroidii, pozdé&ji se cytochromy P450 zacaly
podilet na syntéze a metabolismu raznych molekul, chemickych a cizorodych latek
v organismu (Duricova a Grundmann, 2011). Cytochrom P450 hraje vyznamnou roli
Vv syntéze napiiklad steroidnich hormond, cholesterolu, mastnych a zlu¢ovych kyselin
a v metabolismu exogennich latek jako pozita 1é¢iva, ale i latek endogennich, naptiklad
toxinu, které vznikaji v bunkach (Nelson, 2009). Na metabolismu exogennich
i endogennich latek se CYP podili tak, ze méni lipofilni latky na hydrofilni nebo polarni.
Takto upravené latky se stavaji ve vodé rozpustnymi a mohou byt nasledné vylouceny
z organismu (Duricovd a Grundmann, 2011). 70-80 % enzymi zulastiujicich se
metabolismu 1é¢iv predstavuji pravé enzymy cytochromu P450. Absence cytochromu
P450 by tedy vedla ke kumulaci 1é¢iv v organismu po dlouhou dobu, coz by mohlo
zpusobit nasledné poskozeni tkani (Gonzalez, 2005). Cytochromy P450 1ze povazovat za
bunéény detoxikaéni systém. Avsak urcité slouceniny, které pro organismus nejsou
toxické mohou byt cytochromy P450 pteménény na vysoce reaktivni meziprodukty napt-.:

nitrosaminy, tetrachlormethan nebo acetaminofen (paracetamol) (Cederbaum, 2015).

11



Mezi 12 CYP geny ma 10 % lidi alesponi jednu potencidlné Skodlivou variantu. BohuZzel
jen malé mnozstvi téchto variant bylo jednoznacné spojeno se zménami v odpovédi na
1é¢ivo. Stale existuje velké mnozstvi variant, u nichz neni jejich vyznam objasnén

(Giacomini et al., 2007).
3.2 Vyskyt cytochromu PA50

Cytochromy P450 se v lidském téle nachazeji prevazné v jaterni tkani, ale jejich hladiny
byly nalezeny také v ledvindch, plicich, gastrointestinalnim traktu (zejména v tenkém
stieve), kuzi, mozku a nadledvinkach. V buiikach jsou enzymy cytochromu P450
lokalizovany v membranach hladkého endoplazmatického retikula a v membranach
mitochondrii. (Stiborova et al., 1999). Enzymy vyskytujici se v membranach
mitochondrii se z vétsi ¢asti podileji na metabolismu a syntéze endogennich latek,
zatimco enzymy endoplazmatického retikula metabolizuji latky exogenni (Gonzalez,
2005).

3.3 Struktura cytochromu P450

Cytochrom P450 je hemoprotein typu b. Cislo 450 je oznadeni absorpéniho maxima,
kterého tato skupina enzymu dosahuje pii vlnové délce okolo 450 nm. Pficemz bézné
hemoproteiny absorbuji pfi vinové délce 420 nm. (Manikandan, 2018). Cytochromy P450
obsahuji pfiblizné 400-500 aminokyselinovych zbytki a porfyrinovy skelet
(protoporfyrin IX), ktery je vazan pomoci hydrofobnich vezeb a prostfednictvim
thiolatové siry sulthydrilové skupiny cysteinu. Thiolatova sira je patym ligandem iontu
zeleza. Sestym ligandem je atom kysliku molekuly vody. Toto uspofadani cytochrom
P450 odlisuje od ostatnich hemoproteinti, diky odliSnym spektralnim a katalytickym
vlastnostem (Stiborova et al., 1999).

COOH COOH
Obrazek 1: Struktura cytochromu P450 (Hu et al., 2011)
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3.4  Déleni cytochromu P450

Cytochromy P450 se vyskytuji v riznych formach (izoenzymech). Podle stupné
homologie jejich primarni struktury (potadi aminokyselin) je fadime do genetickych
rodin a podrodin ozna¢ovanych ptedponou CYP (Stiborova et al., 1999). Enzymy se
shodou v sekvenci aminokyselin 40 % a vice patii do stejné rodiny, ktera se znaci
arabskym c¢islem (napt.: CYP3). Enzymy se sekvenci shodnou vice, nez 55 % tfadime do
stejné subrodiny, které oznaCujeme velkym pismenem (napi.: CYP3A). Pokud jsou
proteiny enzymu kodovany stejnymi geny, oznacujeme je jako izoformy, coZ je znaceno
arabskym ¢islem za pismenem oznadujicim subrodinu (napt.. CYP3A4) (Duricova

a Grundmann, 2011).

Tabulka 1: Primerny podil jednotlivych izoforem na celkovém obsahu cytochromu P450

V jatrech a na biotransformaci léciv (Duricova a Grundmann, 2011)

CYP450 Podil na obsahu (%0) Podil na biotransformaci
1A2 12 4
2C 20 11
2D6 4 30
2E1 6 2
3A4 30 52
1A2
4% 2C

1%

l 1
2D6
30%

2E1
2%

3A4
53%

Obrdazek 2: Podil jednotlivych cytochromii P450 na biotransformaci (Duricova
a Grundmann, 2011)



4 Metabolisus xenotik

Xenobiotika jsou latky, které mohou byt jak pfirodniho, tak i syntetického ptvodu.
Pfirodni xenobiotika mizeme najit napiiklad v potravé (rostlinnd barviva, aromatické
latky atd.). V. mnohem vé&ts$i mife jsou ovSem v nasem prostiedi pfitomny cizorodé latky
syntetické (agrochemikalie, prumyslové zplodiny, 1éCiva, kosmetické piipravky,
potravinova aditiva). Xenobiotika mizeme dale de¢lit napiiklad na zakladé jejich
chemické struktury (polycyklické aromatické uhlovodiky, polychlorované bifenyly,
polyfenoly apod.), dale podle skupenstvi, organu, na ktery ptsobi a také z hlediska miry
toxicity. Nejcast€jsi cestou vstupu cizorodych latek do organismu je gastrointestinalni
trakt, dale dychaci cesty a v mensi mife kiaze (Skalova, 2017). Cilem metabolismu
xenobiotik je omezit jejich vstup do dalich organt a tkani, tim snizit toxicitu a usnadnit
jejich eliminaci. Principem metabolismu cizorodych latek je zména jejich struktury.
Enzymy metabolizujici xenobiotika jsou schopny pteménit hydrofobni slouceniny na
hydrofilni. Cizorodé¢ latky, které prosly touto pfeménou mohou byt z organismu nasledné
vylouceny. Tento proces ovSem zahrnuje tvorbu vysoce reaktivnich meziprodukti.
Meziprodukty, které vtomto procesu vznikaji se vyznacuji odlisSnou biologickou
aktivitou a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a jinym chovanim v organismu (Stanley,
2017). Xenobiotika piedstavuji pro organismus potencialni riziko, protoze mohou

interagovat s endogennimi latkami a narusit tak fyziologické pochody (Skalova, 2017).
4.1  Vstup xenobiotik do organismu

Vstup xenobiotik do organismu probiha v n¢kolika fazich. Latka se dostava nejprve do
krevniho fe€isté, kde mize dojit k interakci s plazmatickymi proteiny, pomoci kterych je
dale transportovana (napft. albumin). Druhou fazi je vstup cizorodé latky do jednotlivych

télnich bunék (Knejzlik et al., 2000).
4.1.1 Vstup latek do krevniho Fecisté

Do krve se latky dostavaji zejména travicim ustrojim (Zaludek, stteva), dale respiraCnim
ustrojim (plice, prudusky, nosni sliznice) a velmi lipofilni slouceniny pak mohou
prostupovat pokozkou. Bariéry mezi krvi a tkanémi jsou tvofeny epitely. Epitelialni
buniky obsahuji velké mnozstvi lipidi a fosfolipidii. Diky této skutecnosti vstupuji do
organismu snaze latky lipofilni. Dal$i zptisob, jak mohou latky vstupovat do krve, je za

pomoci pienasect umistnénych na povrchu jednotlivych bunék. Takto pfenaseny mohou
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byt tzv. analogy, coZ jsou latky, které se v organismu nevyskytuji, ale maji zna¢nou
podobnost k latkam plnicim v organismu fyziologickou funkci. Této schopnosti latek je
vyuzivano predevsim ve farmacii, kde ¢ast molekuly 1éku je analogicka fyziologicky

aktivni latce (Knejzlik et al., 2000).
4.1.2 Vstup latek do cilovych bunék

Pokud je xenobiotikum pfitomno v krvi, dochazi k transportu latek do organt, tkani
a cilovych bunék. Mira poSkozeni jednotlivych tkani a organti zdvisi na mnoha faktorech.
Naptiklad na typu endotelialnich bunék. Srdce tak patii k nejnachylnéjSim organtim
pusobenim xenobiotik, jelikoz kapilarni sit” srde¢niho svalu se vyznacuje ptitomnosti
endotelidlnich bunék s tzv. transcytotickou aktivitou. Transcytotickd aktivita znamena
transport tekutiny z krevniho fe¢ist¢ do intersticia a obracené. Pfi tomto transportu nejsou
podstatné fyzikalné-chemické vlastnosti latky. Xenobiotika se tedy dostdvaji do
srdecniho svalu bez jejich selekce endocytdzou krve. V organismu je nejbéznéjsi sit’
krevnich kapildr, jejiz bunécna sténa je propustna pouze pro latky s nizkou molekulovou
hmotnosti. Takovéto uspotfadani kapilar se vyskytuje naptiklad u pankreatu. Mezi jatry
a krvi mohou prochazet i makromolekularni latky, proto jsou jatra nejvice zasazena pii

chronickych otravach (Knejzlik et al., 2000).
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5 Geneticky polymorfismus

Termin polymorfismus je slozenina feckych slov morphos (tvar) a polys (mnohy).
V genetice je polymorfismem ozna¢ovan rozdil v sekvenci DNA mezi jednotlivci. Jde o
vyskyt jednoho znaku ve vice variantach (alelach), pticemz musi byt tato mnohotvarnost
geneticky podminéna. Geneticky polymorfismus muze vést napt. K fenotypovym
rozdilim jako jsou hnédé/modré o¢i, rovné/kudrnaté vlasy apod. (Ismail and Essawi,
2012). Frekvence vyskytu polymorfismu musi v populaci piesahovat 1 %. Pokud je
procentualni vyskyt mens$i mluvime o mutacich. Vyjimku tvofi naptiklad mutace
p.F508del vyskytujici se u pacientd s cystickou fibrozou s frekvenci 0,01-0,02 v severni
evropské populaci. I kdyz je hodnota vyssi, nez 0,01, nejedna se o polymorfismus, ale
patogenni mutaci. Pojem polymorfismus se totiz pouzivd pro oznaceni nepatogennich

variant, bez ohledu na jejich frekvenci (Strachan and Read, 2011).

Disledkem polymorfismti v DNA muiZe byt rizna aktivita a funkce. Pfikladem mohou
byt krevni skupiny. Mezi 50.-90. 1éty se ke studiu polymorfismii vyuzivala zejména
variabilita proteini. Tyto proteiny liSici se naptiiklad v jedné aminokyselin¢ byly
separovany na gelu na zaklad¢ jejich elektrického naboje a nasledné detekovany. Jelikoz
je geneticky kod degenerovany, tzn., ze dva ¢i vice kodoni muze kdédovat stejnou
aminokyselinu a substituci chemicky podobnych aminokyselin mize vzniknout protein
s identickou funkci, ktery nemusi byt laboratornimi metodami odlisitelny, zistava vétsina
genetické variability nedetekovdna. Diky deSifrovani genetického kodu, objeveni
technologie rekombinantni DNA a restrikénich enzymu byly vyvinuty techniky
molekularni detekce polymorfismi na trovni DNA. ProtoZze DNA polymorfismus miize
byt kdekoli v genomu, nejen v kodujici sekvenci, neni alela pouze formou genu, ale
vyjadiuje, ze v daném misté je variabilita. DNA polymorfismy jsou také vyuZivany
k mapovani gent, proto se oznacuji jako DNA markery. Alely DNA markerd jsou

detekovatelné bez ohledu na fenotyp jedince (Strachan and Read, 2011).

Z hlediska velikosti mizeme rozlisit 3 hlavni tiidy DNA polymorfisma.
Jednonukleotidové polymorfismy (SNP-single nucleotide polymorphism), kratké
tandemované opakovani (STR-short tandem repeats-mikrosatelity) a variabilni pocet
tandemovych opakovani (VNTR — variable number of tandem repeats — minisatelity).
Nejcastéjsim typem polymorfismu je jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) (Ismail
and Essawi, 2012).
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51  Jednonukleotidové polymorfismy (SNPS)

Lidsky genom obsahuje pfiblizné 3 miliardy parti bazi, slozenych ze 4 typa nukleotidii:
Adenin (A), Thymin (T), Cytosin (C) a Guanin (G). Lidsky genom je u vSech z 99,9 %
totozny, coz zaruCuje piislusnost k jednomu druhu. Zbyvajici ¢ast (0,1 %) je odlisna,
o¢i), tak i nachylnost a odolnost k ur¢itym nemocem nebo rezistenci viacéi Iékim
(Ahmadian et al., 2000). Jednonukleotidovy polymorfismus je nejcastéjsim typem
genetické variability v lidské populaci. Kazdy SNP piedstavuje rozdil v jednom
nukleotidu. K identifikaci SNP slouzi RS kod (napi. rs4646425), ktery je ptifazen ke
kazdému identifikovanému SNP. Pismena R a S jsou zkratkou pro ,,reference SNP ID
number® a ¢isla za zkratkou udavaji klastr, kde se SNP nachazi. Na zakladé tohoto kodu
jsou veskeré SNP shromazd’ovany v databazi NCBI dbSNP. SNP se vyskytuje ptiblizné
v jednom z 1000 po sobé nasledujicich nukleotidi, z toho vyplyva, ze v lidském genomu
se jich nachazi piiblizné 4 az 5 miliona. Celkem bylo nalezeno vice nez 100 miliontt SNP
V populacich po celém svété. VéEtsina z téchto SNP nema na zdravi nebo vyvoj jedince
vliv, protoze se nachazeji v ¢asti genomu, kterd nema kritickou funkci v tzv. intronech,
coz jsou nekddujici sekvence genomu. Védci studuji vyznam jednotlivych SNP naptiklad
ve vztahu k odpovédi na 1é¢ivo nebo s vyskytem riznych onemocnéni. Miliony téchto
polymorfismt jiz byly v lidském genomu identifikovany v ramci mezinarodniho
HapMap projektu (Varela and Amos, 2010). SNP muzeme rozdélit do dvou hlavnich
kategorii. Prvni z nich je indikativni SNP, coz jsou polymorfismy, které se nenachazeji
v genech a neovliviiuji funkci proteinu, presto vSak ovlivituji odpoveéd’ na urcité 1écivo
nebo zvysuji riziko vzniku onemocnéni. Druhym typem je kauzativni SNP, které také
ovliviiuji souvislost se vznikem onemocnéni a reakci jedince na 1€¢ivo a zaroven ovliviiuji
zpusob fungovani proteinu. Kauzativni SNP se vyskytuji ve dvou formach jako kodujici
SNP v exonech a nekddujici SNP v intronech. Kodujici SNP méni pofadi aminokyselin.
Nekodujici SNP nachézejici se v nekddujici oblasti geni mohou ménit nacasovani,
umistnéni nebo troven genové exprese. Pokud by se podafilo rozsifrovat informaci

ulozenou v SNP, bylo by mozné ur¢it, k jakym onemocnénim je dany ¢lovek nachylny a
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zaroven by se mohly pii lécbé pouzivat 1éky, které by maximalizovaly lécebny efekt,

a naopak minimalizovali vedlejsi u¢inky 1é¢iv (McCarthy and Hilfiker, 2000).

|

Person 1 1
»A &C
Person 2 'l

4

Obrazek 3: Jednonukleotidovy polymorfismus, obrdzek znazoriiuje DNA dvou osob, z nichz
kazda ma na stejné pozici jiny nukleotid (zdroj: SITN Harvard University, dostupné z:
http://sitn.hms.harvard.edu/flash/2017/whats-genes-newly-approved-genetic-testing-

disease-risks/)
5.2  Mikrosatelity

Mikrosatelity jsou kratké sekvence (2-6 pb), které se tandemoveé opakuji. Pfikladem mutze
byt dvounukleotidova repetice (CG)n nebo ttinukleotidova repetice (CAG)n. V genomu
se nejcastéji vyskytuji dvounukleotidové a tiinukleotidové repetice. Nejméné je repetic
Sestinukleotidovych, které byly nalezeny v telomerach lidskych chromozomi (Kuciel
a Urban, 2016).

5.3  Minisatelity

Rozdil mezi mikrosatelity a minisatelity spociva v rozdilné délce repetic a jejich poctem.
Jednotky tandemové repetice o velikosti 5-30 pb mohou mit i nékolik stovek opakovani.
Oproti mikrosatelitim se v genomu vyskytuji vyrazné méné. Minisatelity se mohou
vyskytovat ve dvou formach. Bud’ se mtize jednat o jedinecné lokusy, které se vyskytuji
vV genomu pouze jednou nebo jsou v genomu ruzné rozmistnény lokusy s mnoha kopiemi
(Kuciel a Urban, 2016).
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6 CYP1A2

Gen CYP1A2 je spolu sgeny CYP1Al a CYP1BL1 lokalizovan na 15. chromozomu,
konkrétné v oblasti 150924.1 (obrazek 4). Jeho velikost je piiblizné¢ 7,8 Kb. Obsahuje 6
intrond a 7 exond, véetné nekodujiciho exonu. Gen CYP1A2 koduje enzym cytochromu
P450 (Ou-Yang et al., 2000). Enzym CYP1A2 je nejvice zastoupen V jatrech, dale se
nachazi v plicich, pankreatu, gastrointestinalnim traktu a mozku (Thorn etal., 2012). CYP
1A2 je klicovy pro metabolismus riznych druht 1é¢iv. Metabolizuje antipsychotika,
naptiklad Klozapin, Olanzapin a Paroxetin, nebo lé¢iva uzivana pii 1é¢bé nadorovych
onemocnéni, napiiklad Flutamid, anebo anestetika, napiiklad Lidokain. (Zhou et al.,
2009) CYP1A2 metabolizuje také latky endogenni, napiiklad melatonin, estrogen a
estradiol nebo bilirubin. Dale hraje roli v bioaktivaci prokarcinogent, jako jsou
heterocyklické aromatické aminy nebo polycyklické aromatické uhlovodiky (PAH)
(Gunes and Dahl, 2008). Markerem pro stanoveni aktivity CYP1A2 in vivo je kofein.
Podle metabolickych pomérti kofeinu lze urcit, jak rychle pacient 1é€ivo metabolizuje. Na
zékladé toho se nasledné pacienti roziazuji do jednotlivych skupin na pomalé, rychlé,

intermediarni a ultrarychlé metabolizatory (Rasmussen et al., 2002).
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Obrazek 4: Lokace genu CYP1A2 (zdroj: GeneCards, dostupné z:
https://genecards.weizmann.ac.il/v3/cgi-bin/carddisp.pl?gene=CYP1A2)

1) Pomali metabolizatoii (PM)
Pacient oznaCovany jako pomaly metabolizator (PM-poor metabolizer) je
nosi¢em alely s nedostate¢nou funkei v homozygotnim stavu (aa). Jeho enzymy
pak mohou mit sniZenou az nulovou aktivitu. Tito jedinci jsou vystaveni vySSimu
riziku toxicity nasledkem vysokych hladin nemetabolizovaného 1é¢iva nebo
Vv pfipad€ uzivani 1é¢iv, které pro sviij Gcinek potiebuji metabolickou pfeménu,
muze dojit k selhani terapie (Zanger and Schwab, 2013).

2) Rychli metabolizatori (EM)
Rychlym  metabolizatorem  (EM-extensive  metabolizer)  oznacujeme
homozygotniho jedince nesouci obé ,,normalni“ alely kodujici funkéni protein
(AA). Jedinci nesouci tuto alelu metabolizuji 1é¢ivo tak, jak je ocekavano. Tento

fenotyp obvykle ptredstavuje hlavni ¢ast populace (Zanger and Schwab, 2013).
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3) Intermediarni metabolizatoii (1M)
Pacienti, ktefi jsou heterozygoti a nesou tedy jen jednu normalni nebo funkéné
deficitni alelu, jsou oznacovani jako intermedidrni metabolizatoii (IM-
intermediate metabolizer) (Aa). Tito jedinci maji zhorSenou schopnost oxidace
lé¢iva (Zanger and Schwab, 2013).

4) Ultrarychli metabolizaroii (UM)
U pacienti oznaCovanych jako ultrarychli metabolizatofi (UM-ultra rapid
metabolizer) dochazi k duplikaci, ¢i amplifikaci daného genu. Tito jedinci
metabolizuji 1é¢ivo rychleji, nez EM a miiZe u nich byt potfebna vyssi nez bézna
davka 1éc¢iva k docileni potiebné terapeutické plazmatické koncentrace (Zanger

and Schwab, 2013)
6.1  Faktory ovliviiujici aktivitu CYP1A2

Jak jiZ bylo zminéno vySe, ucinnost 1é¢iv neni vZdy stoprocentni a pro kazdého pacienta
je velmi individudlni. Variabilita CYP1A2 je ovlivnéna jak geneticky, tak vné&jSimi
faktory. Pfiblizné€ ze 75 % je variabilita zavisla na genetické sloZce, zbyvajici rozdil tvofi

faktory prostiedi (Thorn et al., 2012).
6.1.1 Genetické faktory

Nejcastéji se vyskytujici alela pro kazdy enzym tzv. divoka alela (,,wild type™) se
oznacuje jako *1. Varianty této alely se oznacuji naptiklad *2, *3. Alelické varianty se lisi
funkci 1 vyskytem v jednotlivych etnickych skupindch. Enzymovy defekt, ktery se
projevuje zménou v metabolické aktivité je V populaci pfenaSeny autozomalné recesivné.
Proto jsou projevy nejvyraznéjsi u homozygott s defektnim genem. Na zakladé genotypu,
ktery ovliviluje stupen aktivity enzymul cytochromu P450, mizeme, jak jiz bylo vyse
uvedeno, populaci rozd¢lit do ¢tyf metabolickych skupin. Enzymy cytochromu P450 mayji
Sirokou substratovou specifitu. To znamena, Ze na metabolismu daného 1é¢iva se mize
podilet i vice enzymu. Podil daného polymorfismu na metabolismu 1é¢iv tedy zavisi na
mnozstvi enzyma, kterymi je 1€k metabolizovan. Pokud je pfeména 1éCiva zajiStovana
jen jednim enzymem, pak miize geneticky polymorfismus vyznamné ovliviiovat u¢inek

tohoto 1é¢iva (Duricova a Grundmann, 2011).
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6.1.2 Negenetické faktory variability

Rozdilnou biotransformaci 1é¢iva 1ze pozorovat i v ramci jedné geneticky definované
skupiny. Bylo zjisténo, Ze n¢které druhy potravin, koufeni a urcita 1é¢iva méni odpoveéd’
organismu na lé¢ivo. Podle toho, zda dana latka zvySuje, nebo sniZzuje enzymatickou
aktivitu, rozliSujeme tyto latky jako induktory a inhibitory. Enzymova indukce zvySuje
enzymatickou aktivitu, v disledku toho dochazi ke zrychlenému metabolismu léCiva.
V piipad¢, Ze metabolity daného 1é¢iva maji maly, nebo Zadny farmakologicky u¢inek
dochazi ke snizeni plazmatickych hladin terapeutického ucinku pro dany I1ék. Naopak,
pokud maji metabolity vyssi toxicitu, mize dojit k projeviim intoxikace. V ptipadé
snizeni enzymové aktivity mluvime o enzymovych inhibitorech, jejichz vysledkem je
prodlouzeni farmakologického ucinku lé¢iva v disledku zvyseni jeho plazmatickych
hladin s moznou intoxikaci. Pokud se jedna o 1é¢ivo, u n¢hoz je nutna transformace na
aktivni formu, pak vysledkem inhibice miize byt selhani terapeutického uéinku (Duricova
a Grundmann, 2011). Silnym induktorem aktivity CYP1A2 je koufeni. To znamena, ze
U kuraki je aktivita CYP1A2 vyssi a 1éCiva, kterd jsou metabolizovand CYP1A2 by méla
byt poddvand ve vysSich davkach. Pokud pacient koufeni ukonci, exprese genu pro
CYP1A2 znovu klesne a je tedy nutné davku 1é¢iva opét snizit. Aktivitu také indukuji
nékteré potraviny jako je koStalovd zelenina (brokolice, kapusta), polyaminové
uhlovodiky z grilovaného masa, 1éCiva (napiiklad Omeprazol) a dalsi inhibitory
protonové pumpy, uzivané pii poruchach traveni (Thorn et al., 2012). Tézka fyzicka
namaha muze také pusobit jako induktor pro CYP1A2 (Gunes and Dahl, 2008). Naopak
hormonalni antikoncepce, fluvoxamin a dalsi 1é¢iva snizuji expresy genu CYP1A2 a
pusobi tedy jako inhibitory (Thorn et al., 2012). Na mysich i lidech byla také popsana
zménena aktivita CYP1A2 v zavislosti na pohlavi jedince. U mysi byla pozorovana vyssi
aktivita u samce v porovnani se samici. Stejné tak tomu bylo ve studii s lidskymi vzorky,
kde byla prokazana snizena aktivita u Zen oproti muzim. Tyto vysledky ale mohou byt
zkreslené nékterymi z inhibitori nebo induktorti jako je koufeni a uzivani hormonalni
antikoncepce. Jen nékteré z téchto studii probihali na nekufacich a Zenach neuZzivajicich
hormonalni antikoncepci (Gunes and Dahl, 2008). Ve studii, kde byla porovnavana
aktivita enzymu v zavislosti na uzivani hormonalni antikoncepce bylo zjisténo, Ze
uzivatelky hormonalni antikoncepce mély aktivitu enzymu snizenou oproti Zenam, které

hormonalni antikoncepci neuzivaly (Petersen et al., 2006). Vysvétlenim odlisné aktivity

A4
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tuku, sniZena rychlost glomerularni filtrace a rozdilnd Zalude¢ni motilita. Mimo jiné

| zvySena hladina estrogenu a progesteronu, ktera se muze vyskytovat nejen u uzivatelek

hormonalni antikoncepce, ale také u Zen v lutedlni fazi menstruacniho cyklu nebo

u tehotnych. Studie zaméfend na téhotné Zeny ukézala, Ze metabolicky pomér kofeinu

v moci klesa v ¢asné fazi téhotenstvi (8-12 tydni) o 35 % oproti méfeni po porodu.

Koncentrace kofeinu métena ve slinach t€hotnych Zen byla vice nez dvojnasobna oproti

negravidnim kontroldm. V aktivit¢ CYP1A2 hraji roly 1 etnické rozdily. Nizsi enzymova

aktivita byla méfena u Asijské a Africké populace oproti Europoidni rase. V dalsi studii

byla sledovana koncentrace Klozapinu u pacientl trpicich schizofrenii a byla zjisténa o

30-50 % zvySend koncentrace Klozapinu v plazmé u tchajwanskych pacientil oproti

pacientim Europoidni rasy (Gunes and Dahl, 2008).

Tabulka 2: Substraty, inhibitory a induktory izoenzymu CYP1A2 (zdroj: Flockhart Table™

Indiana University, dostupné z: https://drug-interactions.medicine.iu.edu/MainTable.aspx)

Substraty Inhibitory Induktory
Kofein Amiodaron Brokolice
Paracetamol Cimetidin Ruazickova kapusta
Amitriptylin Ciprofloxacin Tabak
Klomipramin Citalopram Grilované maso
Klozapin crisaborole Insulin
Duloxetin Efavirenz Modafinil
Doxepin Interferon Karbamazepin
Estradiol Methoxsalen Rucaparib
Fluvoxamin mibefradil
Haloperidol Ribociclib
Mexiletin Rucaparib
Olanzapin Tiklopidin
Fenacetin
Rukaparib
Tacrine
Tizanidin
Verapamil
Warfarin
Zileuton
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Souvislost CYP1A2 s vyZivou

Mezi negenetické faktory ovliviiujici aktivitu CYP1A2 patii, jak jiz bylo vySe zminéno,
nékteré potraviny. Piijem potravy bohaté na zluto-zelenou zeleninu je spojen s niz§im
rizikem nékterych druhti rakoviny ve srovnani s béznou stravou. Zelenina rodu Brassica
obsahuje ne€kolik chemickych sloucenin, které mohou modulovat karcinogenni proces.
Nedavna studie z roku 2019, kterd se zaméfila na konzumaci kapusty v souvislosti
s aktivitou tohoto enzymu, zjistila vyznamné vyssi aktivitu u skupiny konzumujici tento
druh zeleniny oproti kontrolni skupiné, a to o 16,4 % 8. den a o 15,2 % 15. den
konzumace. Podobné vysledky byly zaznamenany i u konzumace brokolice v dalsi studii,
kde sledovana skupina konzumovala 500 g brokolice po dobu 6 ti dnti. V této studii byl
zaznamenan narust aktivity enzymu CYP1A2 o 19 % (Charron et al., 2020).

6.2  Alely CYP1A2

V populaci je nejbéznéjsi alela divokého typu (CYP1A2*1A). Tato alela nemé zadnou
zménu v nukleotidové sekvenci a jeji enzymaticka funkce je normalni. Mezi nej€astéji
sledovanou alelu patii zejména alela CYP1A2*1F, ktera se vyznacuje zvySenou

enzymovou aktivitou (Zhou et al., 2009).

Tabulka 3: Frekvence vyskytu jednotlivych alel CYP1A42 v populaci (Duricova
a Grundmann, 2011)

Alela Frekvence vyskytu v populaci (%)
Bélosska Asijska Africka
CYP1A2*1A 24,4 21,7 39,9
CYP1A2*1C <1 23,0 -
CYP1A2*1F 56,7 7,7 49,6
CYP1A2*1K 0,3 0,0 3,0
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Tabulka 4: Enzymova aktivita jednotlivych alel izoenzymu CYP1A2 (zdroj: Pharmacogene

Variation Consortium, dostupné z: https://www.pharmvar.org/gene/CYP1A2)

Alela Zména v nukle_otidové Zména en_zyn.lové aktivity
sekvenci (in vivo)
CYP1A2*1A Z4dna (divoka alela) Z4dna
CYP1A2*1B 5347 T>C -
CYP1A2*1C -3860G>A Snizena
CYP1A2*1D -2467delT -
CYP1A2*1E -739T>G -
CYP1A2*1F -163C>A zvysena
CYP1A2*1G -7139T>G, 5347T>C -
CYP1A2*1H 2025A>C, 5347T>C -
CYP1A2*1K -739T>G, -729C>T, -163C>A SniZena
CYP1A2*2 63C>G -
CYP1A2*3 2116G>A, 5347T>C Snizena
CYP1A2*4 2499A>T Snizena
CYP1A2*5 3496G>A -
CYP1A2*6 5090C>T Ztrata
CYP1A2*7 3533G>A SniZena

6.3 Asociace CYP1A2 s onemocnénimi
6.3.1 CYPIlA2 a nadorova onemocnéni

Jak jiz bylo zminéno vySse CYP1A2 je jednim zenzymu odpovédnych za aktivaci
aromatickych a heterocyklickych amind a polycyklickych aromatickych uhlovodiki.
Tyto slouceniny se vytvareji naptiklad béhem smazeni, nebo grilovani masa. Jejich
metabolismus prostiednictvim CYPIA2 vede k tvorbé meziproduktovych metaboliti.
Tyto metabolity jsou Casto vysoce reaktivni slouceniny, které se mohou vazat na DNA,
zpusobit tak mutace a mohou vést az ke vzniku rakoviny. Proto se predpoklada, ze vysoka
aktivita CYP1A2 je rizikovym faktorem rakoviny mocového méchyte, tlustého stfeva

a konec¢niku (Sachse et al., 2003).
CYP1A2 a karcinom prsu

Alela CYP1A2 *1F je spojovana s né¢kterymi druhy karcinomu, naptiklad s karcinomem
prsu. Z vysledk metaanalyzy od Tiana et al. (2013) vyplyva, ze polymorfismus CYP1A2

*IF muze byt spojen se zvySenym vyskytem rakoviny prsu a ovarii zejména u
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kavkazskych populaci (Tian et al., 2013). Také je to nejvice studovand varianta
v souvislosti s kofeinem (Petersen et al., 2006). Podle studii zvySena konzumace kavy
chrani pred karcinomem prsu pacientky s genotypem CYP1A2 *1F C/C. Kava zptsobuje
zménu metabolismu estrogenti a tim dochazi k ochrang pfed karcinomem. Zeny s vyssi
konzumaci kavy (= 2 Salky/den) maji vyssi pomér 2-OHE1 ku 160-OHEL. 2-OHE1
pluisobi jako slaby estrogen, nebo antiestrogen. Zatimco 16a-OHE1 ptsobi jako
prokarcinogen, ktery se mize vazat na estrogenovy receptor. Vysoky pomér 2-OHEL je
také spojovan s lepsi prognozou. Tento pozitivni efekt konzumace kavy na karcinom prsu
byl pozorovéan pouze u pacientek s genotypem CYP1A2 *1F s minimaln¢ jednou alelou

C, ne v8ak u pacientek s genotypem A/A (Bageman et al., 2008).
CYP1A2 a karcinom plic

I ptes zlepsSeni diagnostickych a terapeutickych technik je rakovina plic na prvnim misté
V imrtnosti na onkologicka onemocnéni. Karcinogeneze plic jesté neni zcela objasnéna.
Kromé nejrizikovéjsiho faktoru, jimz je koufeni, se na vzniku karcinomu plic podileji
dalsi aspekty véetné genetického polymorfismu (Shao and He, 2015). Podle metaanalyzy
od Suna et al. (2014) je geneticky polymorfismus CYP1A2 *1F spojen se zvySenym
rizikem rakoviny plic a snizenym rizikem rakoviny moc¢ového méchyie u Kavkazi (Sun

etal., 2015).

Jak se ukazalo, na vznik karcinomu plic ma vliv také etnicita. U polymorfismu rs2069514
nosi¢i homozygotni alely A/A vykazovali zvySené riziko vzniku karcinomu plic ve
srovnani s jedinci nesouci genotyp G/G. U asijské populace vSak nebyly nalezeny zadné

asociace s timto genotypem a vyskytem karcinomu plic (Shao and He, 2015).
6.3.2 CYP1A2 a Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba je neurodegenerativni onemocnéni centrdlni nervové soustavy,
Které souvisi s ubytkem bunék v mozku. Tyto bufiky za normalniho stavu produkuji
dopamin, ktery zajiSt'uje prenos signalit mezi nervovymi buitkami. Nedostatek dopaminu
ma za nasledek neschopnost pacienta ovladat, nebo kontrolovat sviij pohyb. Bylo zjisténo,
Ze konzumace kavy je spojena s niz§im vyskytem tohoto onemocnéni. Podle metaanalyzy
se riziko Parkinsonovy choroby snizilo o 30 % u konzumentl kdvy ve srovnani
s nekonzumenty kavy. Kromé genu ADORA2A, ktery je s Parkinsonovou chorobou

spojovany, ma vliv na toto onemocnéni také polymorfismus genu CYP1A2. Konkrétné
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Vv pfipad€ polymorfismu rs2470890 bylo u pacientd, kteti konzumuji kdvu ve vyS§im
mnozstvi, pozorovano snizeni rizika vzniku tohoto onemocnéni o pfiblizné 18 %
U heterozygott (TC) a homozygoti (CC) oproti homozygotim s alelou ,,divokého* typu
(TT), kde bylo riziko nizsi o ptiblizn¢ 5 % (Popat et al., 2011).

6.3.3 CYP1A2 souvislost s infarktem myokardu

Mutageny obsazené v tabakovém kouii poskozuji DNA a tim muze dojit k rozvoji
aterosklerozy. Mnoho téchto mutageni vyzaduje metabolickou aktivaci enzymy
metabolizujicimi xenobiotika jako jsou CYP1A1l a CYPIA2. Genetické polymorfismy
téchto enzymi mohou ménit jejich aktivitu a tim ¢aste¢né vysvétlit rozdily v nachylnosti
jedincti na srde¢ni onemocnéni v souvislosti s koufenim. Bylo zjisténo, ze pacienti
s genotypem, kde doslo k substituci A>C na pozici 734 (CYP1A2 *1F), maji nizkou
indukovatelnost enzymu, coz je spojeno se zvySenym rizikem infarktu myokardu
(Cornelis, 2004). V jiné studii se sledoval vliv kavy na rozvoj infarktu myokardu. Podle
této studie jsou zvySenym rizikem ohroZeni pouze jedinci nesouci alelu CYP1A2 *1F, coz
jsou ,,pomali“ metabolizatofi kofeinu, oproti jedincim s homozygotni alelou CYP1A2

*1A, ktefi jsou oznaCovani jako ,,rychli“ metabolizatoii kofeinu (Cornelis et al., 2006).
6.3.4 CYP1AZ2 a psychickd onemocnéni

Mezi zakladni metody v 1é€beé dusevnich poruch patii psychofarmakoterapie. U deprese
nebo schizofrenie vSak velka cast pacientl (30-50 %) na 1é¢bu dostate¢né neodpovida.
Zda je podavana lécba skutecné netcinna se vsak potvrdi az za 3-6 tydnt od pocatku
terapie a az po této dobé muze byt zahajena 1é¢ba jinym psychofarmakem. Dochazi tedy
k tomu, Ze jsou pacienti 1éCeni pro né neucinnym léCivem, které muze mit zavazné
vedlejsi U€inky (Jufica a Hosdk, 2011). Ve studii, ktera se zabyvala pacienty trpici
depresivni poruchou, kteti byli 1éCeni antipsychotikem Escitalopram, byla pozorovana
odli$na odpoveéd’ na 1é€ivo v zavislosti na rozdilném genotypu. U pacientii s genotypem
U pacientil nesouci genotyp TT byla 1écba spojena se zvySenou nevolnosti, zvracenim a
unavou. Tyto rozdily byly pozorovany ve 2. tydnu 1é¢by. Po 4, nebo 8 tydnech jiz nebyl
pozorovan zadny vyznamny rozdil (Kuo et al., 2013). Ve studii zaméfené na pacienty
1é¢ici se pripravkem Paroxetin byly sledovany 4 SNP (rs4646425, rs2472304, rs2470890,
rs762551). U vSech téchto polymorfismu byla prokazana asociace s depresivni poruchou

pii 1é¢bé Paroxetinem. U polymorfismu rs4646425 byl genotyp CC spojen s pomalejsi
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odpovédi na 1é¢ivo a zaroven zvysSenou pravdépodobnosti vyskytu remise v porovnani
s genotypem TT, kde byla prokédzana naopak rychlejsi doba odezvy na 1€cbu a snizena
pravdépodobnost vyskytu remise. U genotypu rs762551 byla zjisténa souvislost
s lé¢ebnou davkou Paroxetinu ve 4. tydnu 1écby, kdy u pacientll nesoucich alelu A byla

potieba vyssi davka lé¢iva oproti pacientim s alelou C (Lin et al., 2010).
6.4  Polymorfismus rs4646425

V bakalatské praci jsem se zabyvala riznymi polymorfismy v genu CYP1A2, avSak
vySetovala jsem jeden konkrétni polymorfismus a to rs4646425. Jak je jiz popsano vyse,
tento polymorfismus souvisi zejména s odliSnou odpovédi pacientii na antipsychoticka
1é¢iva napiiklad Escitalopram, nebo Paroxetin. Polymorfismus rs4646425 je pomérné
vzacny ve vSech etnickych skupindch. Alela T ma nejvétsi vyskyt v asijské populaci.
Konkrétné ve vychodoasijské populaci to je 8,1 % a v jizni Asii 6,9 %. Naopak v africké

populaci se tato alela na zakladé ziskanych poznatkti nevyskytuje (Thorn et al., 2012).

VYSKYT POLYMORFISMU RS4646425
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Obrazek 5: \yskyt polymorfismu rs4646425 v populaci (Thorn et al., 2012)
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7 Laboratorni vySetieni polymorfismu CYP1A2

7.1  PCR

PCR je zkratka z angl. Polymerase chain reaction, tedy polymerazova fetézova reakce.
PCR ma Siroké vyuziti v molekularni biologii a genetice. Prichod této metody velmi
urychlil postup studii genomové struktury riznych organismil. Tato metoda je dualezita
naptiklad pro detekci genetickych onemocnéni, klinickou a forenzni analyzu nebo pro
detekci patogent u lidi, zvifat rostlin a v potravinach. Jedna se o zakladni metodu pro
vyzkumy molekularni biologie. Metodu PCR vynalezl americky védec Kary Mullis,
a protoze se tato metoda stala klicovym objevem pro praci s DNA, roku 1993 za ni ziskal
Nobelovu cenu (Erlich, 1989). Diky PCR muze byt kazda oblast i ve vysoce komplexnich
genomech béhem nékolika hodin specificky amplifikovana. PCR umoziuje produkci
neomezené¢ho mnozstvi kopii DNA prostfednictvim sekvencné specifickych primert,
které¢ miizeme nasledné klonovat, separovat pomoci elektroforézy nebo kvantifikovat.
Bez schopnosti vytvaret kopie molekul DNA by nebylo mozné mnoho vzorka vibec
analyzovat. To plati pfedevsim pro forenzni analyzu, kde je jak mnozstvi, tak kvalita
ziskaného vzorku zna¢né omezena. Namnozeni DNA je umoznéno diky pfistroji, ktery
se nazyva termalni cykler. Pomoci termdlniho cykleru je moZzné rychle ménit teplotu
v mikrozkumavkach, které jsou vkladany do centralni ¢asti pfistroje tzv. termalniho
bloku. Pro provedeni PCR reakce je nejprve nutné piipravit si chemikalie. PCR smés se
ptipravuje ve dvou slozkach. Prvni slozkou je ,,master mix“, ktery obsahuje vodu, pufr
pro Tag-polymerazu, hoicik, deoxyribonukleotidové trifosfaty (ANTP), primery A a B
(ptimy a zpétny), Tag-polymerazu, MgClz, KCl a Tris-HCI. DNA polymeraza katalyzuje
reakci replikace. Tag-DNA polymeraza je ziskavana z bakterie Thermus Aquaticus. Tyto
bakterie Ziji v horkych pramenech pfi teplotach 72 °C a k jejich denaturaci dochazi az pii
teplotach piesahujicich 90 °C. Druhou slozku tvoii smés vzorku DNA a vody (Snustad
and Simmons, 2017).

Principem metody PCR je cyklické stiidani teplot, tedy oh#ivani a chlazeni, ¢imzZ dochazi
k denaturaci dvouvlaknové molekuly DNA, navazani primeru a naslednému vytvoreni
nového vlakna. Tyto cykly maji 3 kroky: denaturace, annealing, elongace (Kuciel
a Urban, 2016).
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1) Denaturace

K denaturaci dvousroubovice DNA dochazi kratkym zahtatim vzorku na dostatecné
vysokou teplotu coz je ptiblizné 90-95 °C, aby doslo k pferuseni vodikovych vazeb, které
drzi komplementarni fet¢zce DNA pohromadé¢. Proces denaturace ma nékolik cykla,
piicemz prvni cyklus je nejdelsi (2-9 minut), aby doslo k rozpleteni vSech dvojvlaken
DNA. Nasledujici cykly jsou znateln¢ kratsi, trvaji priblizné 15-30 sekund. Vysledkem
denaturace je oddélovani dvojitych fetézctl, aby poskytly jednovlaknovou DNA (Kuciel
a Urban, 2016).

2) Annealing

Annealingem se rozumi hybridizace komplementarnich primert (oligonukleotidl) na
konkrétni misto templatové DNA. Pfipojovani primeri trva piiblizn¢ 15-30 sekund
a dochazi k tomu pii teploté¢ mezi 55-65 °C. Po ochlazeni se oligonukleotidové primery
mohou vazat na zéklad¢ parovani bazi na komplementarni sekvenci jednovlaknové DNA

(Kuciel a Urban, 2016).
3) Elongace

Dale dochazi k prodluzovani ptipojenych primerti. Je potieba, aby doslo k replikaci iseku
DNA, ktera je komplementarni k oligonukleotidovym primertim, toho se docili pouzitim
DNA polymerazy. Primer poskytuje volnou 3’OH skupinu, ktera je potfebnd pro navazani
dalsiho nukleotidu a k prodlouzeni fetézce. Tato faze prodluzovani primerti se nazyva
elongace a probiha pii zahiati na teplotu 68-72 °C (Kuciel a Urban, 2016). Proces
elongace je vlastné replikaci nukleové kyseliny, avSak ve specifickém useku, ktery je
ohrani¢en dvéma primery. Pivodné byla jako DNA polymeraza pouzivana E. Coli.
Z diivodu inaktivace enzymu vysokou teplotou béhem denaturace se musel ve fazi
elongace pii kazdém cyklu piidavat Cerstvy enzym, coz celou reakci komplikovalo
a prodluzovalo. Proto velkym piinosem pro PCR reakci byl objev termostabilni DNA
polymerazy v termofilni bakterii Thermus Aquaticus. Tag-polymeraza (T. Aquaticus)
zustava po dobu denaturace aktivni. Taq polymeraza ma vSak nevyhodu v tom, Ze na
rozdil od vétSiny polymeraz nema 3'— 5 korekéni aktivitu, to zplisobuje vznik chyb pii
replikaci s vyssi Cetnosti, nez je obvyklé. Proto, pokud je kladen diraz na vysokou
piesnost, pouzivaji se polymerazy, které tuto korekéni aktivitu vykazuji naptiklad Pfu-

polymeraza (z Pyrococcus furiosus). Dalsi nevyhoda Tag-polymerazy spociva
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v neuc¢inné amplifikaci DNA tusekd, které jsou delSi nez nckolik tisic nukleotidovych
part. Pii amplifikaci dlouhych tseki je proto potieba pouzit jinou polymerazu, napitiklad
Tfl-polymerazu, ktera je schopna amplifikovat fragmenty do velikosti 35 Kb (Rychlik,
1990).

Template DNA
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Obrazek 6: lustrace hlavnich krokit PCR (zdroj: Thermo Fisher Scientific, dostupné z:
https://www.thermofisher.com/cz/en/home/life-science/cloning/cloning-learning-
center/invitrogen-school-of-molecular-biology/pcr-education/pcr-reagents-enzymes/pcr-
cycling-considerations.html)

Tyto 3 faze-denaturace, annealing a elongace se opakuji tficetkrat az Ctyricetkrat. Po
jednom replika¢nim cyklu z pivodni DNA dvousroubovice vznikaji dvé nové, po dvou
cyklech 4, po 3 cyklech 8 atd. Po 30 amplifika¢nich cyklech se vytvoii pies miliardu kopii
sekvence DNA, coz je cilem PCR reakce. MnozZstvi namnozené DNA Ize kontrolovat

pomoci elektroforézy na agarovém gelu (Kuciel a Urban, 2016).
7.1.1 Optimalizace PCR

Optimalizace PCR je proces, béhem kterého dochazi k vybéru a testovani parametrii
ovliviiujicich reakci tzn. slozeni reakéni smési, nebo Casovy a teplotni prubéh reakce.

Optimalizace se provadi jak pii sestavovani nové PCR, tak pti zavadéni metodiky, ktera
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byla pfevzata z literatury, jelikoZ konkrétni podminky laboratote se mohou lisit (Koc¢arek,

2007).
7.1.2 Real-time PCR

Real-time PCR, oznacovana také jako kvantitativni PCR, nebo kineticka analyza, byla
poprvé popsana v 90. letech v USA a jedna se o variaci klasické PCR, to znamena, Ze se
provadi stejnym zplsobem (denaturace dvouvldknové DNA s néaslednym nasednutim
primerQ a prodlouzenim). Odlisnost spoéiva v procesu detekce. Metoda Real-time PCR
slouzi k amplifikaci DNA fragment v realném case. Jedna se o Siroce pouzivanou
metodu kvantifikace DNA nebo RNA. Pomoci fluorescen¢nich barviv, ktera se specificky
nebo nespecificky vazi na amplifikovanou DNA, se méfi mnozstvi DNA v kazdém cyklu
reakce. Sila fluorescen¢niho signélu je pfimo umérnd mnozstvi PCR produktu a zavisi na
poctu amplifika¢nich cyklu. Pokud je konkrétni sekvence DNA/RNA ve vzorku pfitomna
ve velkém mnoZstvi je mozné amplifikaci pozorovat jiz v diivéjSich cyklech. Pokud je
mnozstvi sekvence malé, amplifikaci pozorujeme v cyklech pozdé&jsich. Zmeéna
fluorescence v prubéhu reakce se méfi pomoci pristroje, ktery kombinuje tepelné
cyklovani s moznosti detekce fluorescence. Mezi hlavni vyhody Real-time PCR patii
moznost sledovat prubéh reakce, ke které dochazi v realném case, diky tomu lze méfit
mnozstvi DNA produktu Vv kazdém cyklu. Amplifikace a detekce probiha v jedné

zkumavce, ¢imz je eliminovana post PCR manipulace (Mackay, 2002).
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8000 N S
7000
6000
5000
4000
3000
2000

1000

0 10 20 30 40

Cycles

Obrazek 7: PCR amplifikace (zdroj: QPCR services. Genechron, dostupné z:

http://www.genechron.com/en/services/translational-and-clinical-services/gpcr-services)
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Fluorescenéni sondy

Jako zdroj fluorescence se vyuzivd né¢kolik technologii, z nichz nejpouzivanéjsi je
SyberGreen. SyberGreen je fluorescencni barvivo, které se vaze jen na dvouvlaknovou
DNA (dsDNA), tzn., Ze na jednovlaknovou DNA (ssDNA) se nenavaze. V moment¢, kdy
se navaze na dSDNA, za¢ne fluoreskovat. Tim, jak se béhem cyklu PCR reakce vytvari
stale v&tsi mnozstvi dvouvlaknového produktu, ke kterému se barvivo piipojuje
a fluoreskuje, je generovano rostouci mnozstvi fluorescen¢niho signalu. Sonda
SyberGreen se vaze kdekoliv na DNA, tzn., Ze jeji vazba je nespecificka. Z tohoto diivodu
muze byt piesnost vysledki niz$i, nez je tomu u ostatnich substratd, jako napiiklad
TagMan, kde dochazi k vazbé specifickych fluorescenénich sond na konkrétni misto
DNA. Sonda TagMan je oznaCena dvéma fluorescencnimi skupinami, reportér
(fluorofor), ktery je pfipojen k 5” konci sondy a zhasec ptipojen k jeho 3’konci. Tato
sonda je komplementarni k vnitinimu segmentu stanovované DNA. Zhase¢, pokud je
Vv tésné blizkosti reportéru, pohlcuje jeho fluorescenci. Béhem PCR vSak Taq polymeraza
prodluzuje primer na cilovém fetézci, ¢imz dojde k pferuseni vlivu zhasece na reportér
a dochazi k fluoroscenci (Butler, 2005). Mezi specifické sondy fadime také fluorescencni
sondy FRET. Sondy FRET jsou dv¢ fluorescenéni barviva (Eervena, zelena), které funguji
na zaklad¢ odliSnosti vinovych délek a emisni energie. Zelené barvivo ma vyssi emisni
energii ve srovnani s barvou ¢ervenou. V ptipad¢€, Ze jsou ob¢ barviva v tésné blizkosti
dochdzi ktomu, Ze excitovanid energie zeleného barviva je pfenaSena do barviva
¢erveného a tim dochazi k potlaceni zeleného signalu. Pokud se barviva v té€sné blizkosti

nenachazi, je zelenému barvivu umoznéno vysilat plny signal (Mackay, 2002).

Existuje mnoho modeli pro Real-time PCR. Kazdy model musi byt vybaven zdrojem
excitace, ktery excituje fluorescen¢ni barviva, detektorem pro detekci fluorescenéni
emise a termalnim cyclerem. Dale pak softwarem pro sbér a analyzu dat. Specifi¢nost
Real-time PCR je dana pouzitim primerti a dodrzenim reakénich podminek. Nicméné
vzdy je zde mozZnost, ze i dobfe navrzené primery mohou vytvaret dimery primerQ, nebo
amplifikovat nespravny produkt. Muze dojit k tomu, ze vzorek RNA by mohl obsahovat
genomovou DNA, kterd by byla také nasledné amplifikovana. Specifiénost Real-time
PCR reakce lze potvrdit pomoci analyzy kifivky tani, ktera je schopna detekovat
ptitomnost nespecifickych produkti (Real-time PCR: Principles and Applications, 2019).

32



>

dFluorescence

specific

product _ B 1 specific
i . non-specific product
product " T ~a
- / g 1
@
- &)
@ |
2
7] o
E -
=1 (1
u —
T T T T T 7 T T T T T
65 70 75 80 85 20 95 65 70 75 80 85 90
Temperature Temperature

Obrazek 8: Krivka tani - (A) tvorba dimerii primerii a nespecifického produktu; (B) tvorba

specifického produkru. (Holopainen et al., 2011)

Metoda Real-time PCR je diky své vysoké citlivosti, moznosti zpracovavat vice vzorkt
souCasn¢ a schopnosti okamzité poskytovat informace o pribéhu reakce, Siroce
vyuzivanou metodou. Umoziuje vypocitat pocatecni koncentraci templatu, a proto je
Casto pouzivana pii vyhodnocovani poctu kopii DNA, pfi stanovovani virové zatéze nebo
detekce jednonukleotidovych polymorfismi (Real-time PCR: Principles and
Applications, 2019).
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8

Cil prace

Cilem bakalaiské prace bylo:

Obeznamit se s danou problematikou a pomoci odbornych publikaci vypracovat
odbornou reserzi na téma Vysetfeni polymorfismt v genu CYP1A2 a jejich klinicky

vyznam.

Praktické zvladnuti zakladnich laboratornich metod v genetické laboratofi: izolace
DNA, méfeni koncentrace DNA, pfiprava Master mixu a nasledné provedeni Real-

time PCR.

Analyza a vyhodnoceni ziskanych vysledku.
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9 Metodika

Prakticka ¢ast bakalaiské prace probihala pod odbornym dohledem vedouci prace, Mgr.
Dagmar Rieger Bystfické, Ph.D., v genetické laboratoii GENLABS. Po fadném
proSkoleni a seznamenim s laboratornimi postupy jsem vykonavala praktickou Cast
bakalaiské prace, jejiz soucasti byla izolace DNA z periferni krve nebo bukalniho stéru,
stanoveni jeji koncentrace a vlastni analyza polymorfismu genu CYP1A2 pomoci metody

Real-time PCR.

9.1  Preanalytickd cast

vvvvvv

preanalyticka faze. Tato ¢ast pfedchazi samotnému laboratornimu vySetfeni a zahrnuje
odbér biologického materialu a jeho transport, identifikaci vzork a jejich uschovani
Vv piipad€, Ze vySetfeni neni provedeno okamzité. Do preanalytické faze také spada
pouceni pacienta o spravném provedeni odbéru v piipadé bukalniho stéru, ktery si pacient
provadi sam. Do laboratofe mize byt pfijat pouze vzorek, ktery je fddné¢ odebrany
a oznaceny. Spolu se vzorkem musi byt pfitomna laboratorni zddanka a informovany
souhlas s molekularné-genetickym vysetienim. Kazda zkumavka, ktera obsahuje vzorek
musi byt oznacena datumem odbéru, jménem a piijmenim klienta, jeho identifika¢nim

¢islem a v ptipadé, Ze se nejednd o samoplatce také Cislem pojisténce a pojistovny.
9.1.1 Bukalni ster

Aby genetické vysetieni prob&hlo uspésné a bylo ziskano dostatecné mnozstvi materidlu
k nasledné izolaci DNA, je potieba vzorek spravné odebrat. Bukalni stér si provadi
pacient sam po fadném proskoleni odbornym pracovnikem. Pacient obdrzi odbérovou
sadu, jejiz soucasti jsou instrukce k odbéru. Je dilezité, aby pacient 60 minut pied
odbérem nejedl, neprovadel Gstni hygienu a pil pouze Cistou neslazenou vodu. Aby
nedoslo k nechténé kontaminaci vzorku, mél by si pacient pfed manipulaci s odbérovou
sadou umyt ruce. Po celou dobu manipulace s odbérovym tamponem se musi zamezit
styku odbérového tamponu S jakymkoli jinym materidlem nez s bukdlni sliznici
vySetifovaného pacienta. Odbérovy tampon se uchopuje za nesterilni cast (tycku).
Samotny stér pak probiha tak, Ze si pacient vlozi vatovou ty¢inku do ust a dikladné otira
vnitini stény tvaii a zahyby mezi tvafemi. Aby se vyuzila cela plocha odbérového

tamponu, je zapotiebi S nim otacet. Pro ziskani co nejvétsiho mnozstvi materialu je

35



vhodné vyvijet tamponem na povrch sliznice tlak a sliznici otirat minimalné po dobu 1
minuty. Po spravné provedeném odbéru vlozi pacient tampon do odbérové zkumavky,

kterou je potfeba oznacit jeho osobnimi udaji pro naslednou identifikaci.
9.1.2 Periferni krev

Odbér periferni krve je provadén vyskolenym pracovnikem v odborném zdravotnickém
zafizeni. Pro izolaci DNA je pacientovi odebirano 5-10 ml venosni krve do zkumavky s
0,3 ml 0,5M EDTA. EDTA (ethylendiaminotetraoctova kyselina) vyvazuje Ca?* ionty a
tim zajiStuje inaktivaci nukledz. Nukleazy jsou za normalniho stavu pfitomny
V cytoplazm¢ buiky a $tépi nukleové kyseliny. Pokud by tedy nukledzy zustaly
v aktivnim stavu, rozstépily by DNA a RNA a nebylo by mozné provést naslednou
analyzu (Kocarek, 2007). Pro vétSinu genetickych vySetfeni neni nutné, aby byl pacient
na la¢no. Samotny odbér je ve vétSing piipadi provadén z loketni Zily z davodu snadné
piistupnosti a mozné opakovatelnosti. Paze musi byt v natazené poloze bez pokréeni
v lokti. Misto vpichu se dezinfikuje dezinfekénim prostfedkem. Aby nedoslo k nasledné

hemolyze, je potfeba nechat dezinfekci zaschnout.
9.1.3 Material

Pro analyzu polymorfismu rs4646425 v genu CYP1A2 bylo pouzito 47 vzorka. Vzorky
pacientt byly ziskany ve spolupraci s Psychiatrickou ambulanci v Ustfedni vojenské
nemocnici Vv Praze. VSichni pacienti podepsali informovany souhlas s genetickym

laboratornim vySetienim.
9.2  lzolace DNA

Izolace DNA je prvnim krokem pro molekularné genetickou analyzu. Jedna se o rutinni
techniku pouZivanou v molekularni biologii a genetice. Samotny proces lze rozd¢lit na
dva zékladni kroky — lyze bun€k a nasledné ptecisténi nukleovych kyselin. Prvnim
krokem pro izolaci DNA je lyze bun¢k. Lyzi bunék dojde k deformaci bunécné
membrany a tim k uvolnéni DNA. Rozbiti bunéénych membran lze docilit bud’to
mechanicky pomoci homogenizace, nebo pomoci enzymul (proteiniza). Popiipadé
kombinaci obou téchto postupti. Lyzi bun¢k dojde k uvolnéni celého jejich obsahu, ¢imz
vznikne smés obsahujici nejen samotnou DNA, ale 1 dal§i komponenty jako jsou zbytky
bunéénych membran, proteini a polysacharidi. Tyto komponenty musi byt nasledné

odstranény v druhé ¢asti izolace DNA. Cilem izolace DNA je ziskani Cist¢ DNA bez
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téchto kontaminantd. DNA muzZe byt izolovana z leukocytd, které ziskdvame z periferni
krve, nebo z bun¢k dutiny ustni ziskané bukalnim stérem. l1zolovanou DNA i RNA lze
skladovat pii -20 °C. RNA je z divodu jeji nestability mozné uchovavat maximalng 1

meésic.
9.2.1 Ilzolace DNA z bukdlniho stéru

Izolaci DNA jsem provadéla pomoci komeréniho kitu GeneAll ExGene™ Clinic SV

mini. Pouzité reagencie a jejich skladovani jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Seznam reagencii izolacniho kitu GeneAll ExGeneTM Clinic SV mini a jejich

skladovani

Reagencie Podminky skladovani

PBS pufr Pokojova teplota

Proteindza K -20 °C

BL pufr Pokojova teplota

BW pufr Pokojova teplota

TW pufr Pokojova teplota

AE pufr Pokojova teplota

Ethanol (100 %) Pokojova teplota

Nejprve jsem si z mraziciho boxu vyndala proteinazu K a pti pokojové teploté ji nechala
rozmrazit. Do zkumavky, ktera obsahovala tampon pro bukalni stér, jsem napipetovala
400 pl PBS pufru, 40 ul proteinazy K a 400 ul BL pufru. Pomoci vortexu jsem vzorek
dukladné promichala a nasledn¢ vlozila na 10 minut do inkubatoru, ktery jsem si pfedem
vyhiala na 60 °C. Pro odstranéni kapek z vnitini strany vicka jsem vzorek kratce stocila.
Poté jsem ptidala 400 ul 100% ethanolu, vortexovala v pulzech a znovu kratce stodila.
V dalsim kroku jsem celou smés pienesla ve dvou krocich na kolonku. Na kolonku jsem
nejprve napipetovala 700 pl a centrifugovala 1 minutu pii 6000 X g. Nasledné jsem na
kolonku napipetovala zbytek smési a opét centrifugovala. Po centrifugaci jsem nahradila
sbérnou zkumavku novou sbérnou zkumavkou a ptidala 600 pl BW pufru. Poté jsem
znovu centrifugovala 1 minutu pii 6000 x g, opét vymeénila sbérnou zkumavku a
napipetovala jsem 700 ul TW pufru. Po ptidani TW pufru jsem vzorek centrifugovala 1
minutu pti 6000 X g. Ze sbérné zkumavky jsem odstranila supernatant a kolonku vratila
zpét do sbérné zkumavky. Aby doslo k odstranéni zbytkového promyvaciho pufru,
centrifugovala jsem vzorek pti nejvysSich otackach 1 minutu. Mezitim jsem si pfipravila

novou 1,5 ml mikrozkumavku s vickem, kterou jsem popsala pfislusSnym oznacenim
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vzorku. Po centrifugaci jsem kolonku umistila do této zkumavky a napipetovala ptimo na
stied filtru kolonky 50 ul AE pufru. Zkumavku jsem vlozila do inkubatoru a inkubovala
po dobu 5 minut. Po inkubaci jsem vzorek centrifugovala 1 minutu pfi nejvyssSich
otaCkach. Poté jsem znovu pfidala AE pufr a opét inkubovala po dobu 5 minut. Nakonec

jsem zkumavku s kolonkou centrifugovala 1 minutu pii nejvyssich otackach.
9.2.2 lzolace DNA z periferni krve

Izolaci DNA 1z periferni krve jsem provadéla pomoci komeréniho kitu GeneAll
ExGene™ Clinic SV Mini. Pouzité reagencie a jejich skladovani jsou uvedeny v tabulce
6.

Tabulka 6: Seznam reagencii izolacniho kitu GeneAll ExGene™ Clinic SV mini a jejich

skladovani
Reagencie Podminky skladovani
Proteinaza K -20 °C
BL pufr Pokojova teplota
BW pufr Pokojova teplota
TW pufr Pokojova teplota
AE pufr Pokojova teplota
Ethanol (100 %) Pokojova teplota

Nejprve jsem si nechala vytemperovat termostat na 60 °C, vyndala proteinazu
K z mraziciho boxu a pfipravila jsem si 1,5 ml mikrozkumavky, které jsem fadn¢ a Citelné
popsala. Do popsané mikrozkumavky jsem napipetovala 20 ul proteinazy K a nasledné
pridala 200 pl vzorku. Do mikrozkumavky se vzorkem a proteinazou K jsem napipetovala
200 wpl BL pufru. Zkumavku jsem kratce zvortexovala, aby doslo k promichani vzorku.
Poté jsem zkumavku vlozila do pfedem vytemperovaného termostatu a inkubovala pii 60
°C. Pro odstranéni kapek z vnitini strany a vicka zkumavky jsem smés kratce stocila na
minicentrifuze. Dale jsem do zkumavky napipetovala 200 pl 100% ethanolu, vortexovala
Vv pulzech a znovu kratce stocila na minicentrifuze. V dal§im kroku jsem smés opatrné
pienesla na kolonku, a poté centrifugovala po dobu 1 minuty pii 8000 rpm. Po
centrifugaci jsem sbérnou zkumavku nahradila novou sbérnou zkumavkou, piidala 600
ul BW pufru. Opét jsem smés centrifugovala 1 minutu pti 8000 rpm a sbérnou zkumavku
jsem nahradila novou sbémou zkumavkou. Zkontrolovala jsem, zda je supernatant
prithledny. Pokud prihledny nebyl tento krok jsem opakovala znovu. Dale jsem do smési

napipetovala 700 pul TW pufru a 1 minutu centrifugovala pii 8000 rpm. Ze sbérné
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zkumavky jsem odstranila supernatant a kolonku jsem do ni opét vratila. Aby doslo
k odstranéni zbytkového promyvaciho pufru, centrifugovala jsem smés pii nejvyssich
otackdch po dobu 1 minuty. Kolonku jsem umistila do nové popsané 1,5 ml
mikrozkumavky s vickem a pfimo na sted filtru kolonky jsem ptidala 50 ul AE pufru.
Vzorky jsem nasledné inkubovala 5 minut pii pokojové teploté. Po inkubaci jsem
zkumavky presunula do centrifugy a centrifugovala 1 minutu p#i nejvyssich otackach.
Déle jsem na kolonku znovu napipetovala 50 pl AE pufru a smés jsem inkubovala 5 minut
pti pokojové teploté. Nakonec jsem pii nejvyssich otackach centrifugovala po dobu 1

minuty.
9.2.3 Meéieni koncentrace DNA ¢

Koncentraci nukleovych Kyselin jsem zjistovala pomoci Qubit dsDNA Assay Kit,
s pouzitim pfistroje  Qubit™ 2.0 Fluorometer. Sou¢asti této sady byly také
mikrozkumavky Qubit™ assay tubes. Reagencie, které jsem pouzila, jsou uvedeny

v tabulce 7.

Tabulka 7: Seznam pouzitych reagencii pro méreni koncentrace izoldtu DNA a jejich

skladovani
Reagencie Podminky skladovani
QubitTM dsDNA BR reagent (Component A) Pokojova teplota
QubitTM dsDNA BR buffer (Component B) Pokojova teplota
QubitTM dsDNA BR Standart #1 (Component Lednice (<4 °C)
QubitTM dsDNA BR Standart #2 (Component Lednice (<4 °C)

Pted vlastnim méfenim jsem nechal pufry a standardy vytemperovat pii pokojové teploté.
Mezitim jsem si pro kazdy vzorek a standardy piipravila mikrozkumavky, které jsem

¢itelné popsala.

Nejprve jsem zacala s ptipravou pracovniho roztoku. Podle poc¢tu vzorki jsem vypocitala
objemy potiebné pro jeho piipravu. Pro kazdy vzorek jsem napipetovala 199 pul
Componentu B a 1 pl Componentu A. Celkovy objem pracovniho roztoku byl 200 pl
(199 pl + 1 pl) pro kazdy vzorek. Mikrozkumavky s timto obsahem jsem zvortexovala
a kratce zcentrifugovala na minicentrifuze. Poté jsem 190 pl pfipraveného roztoku
rozpipetovala do mikrozkumavek pro standardy, které jsem si pfedem piipravila
a nasledn¢ piidala 10 pl QubitTM dsDNA BR Standart #1 (Component C) do jedné
mikrozkumavky a 10 pl QubitTM dsDNA BR Standart #2 (Component D) do druhé
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mikrozkumavky. Do ptipravenych mikrozkumavek pro vzorky jsem napipetovala 198 ul
pracovniho roztoku a 2 ul izolatu DNA (vysledny objem byl 200 ul). Mikrozkumavky
jsem zvortexovala a kratce stocila na minicentrifuze a nechala je inkubovat 2 minuty pii

pokojové teploté. Po inkubaci jsem provedla vlastni méfeni na fluorometru QubitTM 2.0.
9.3  Piiprava Master Mixu

Analyza rs4646425 CYP12 byla provedena pomoci metody Real-time PCR s pouzitim
komer¢né dostupného kitu LightSNiP rs4646425 CYP1AZ2. Pro Real-time PCR byl pouzit
ptistroj LightCycler 2.0 firmy Roche, ktery vyuZziva sklenéné kapilary.

Pii pfipravé reakéni smési jsem postupovala podle uzivatelského manudlu TIB
MOLBIOL. Reaké¢ni smés jsem piipravovala pomoci kitu LightCycler® FastStart DNA
Master HybProbe (Roche). Pozitivni kontrola nebyla soucasti kitu. Jako pozitivni
kontrola byl pouzit vzorek DNA 0 znamé koncentraci, u néhoz nebyl pfedem znam
genotyp, jelikoz pted prvni reakci nebyl vzorek o znamém genotypu k dispozici. Reagent
Mix se pridava v mnozstvi 1 ul pro 20 pl reakéni smési. Zhotovena smés obsahuje
vSechny potiebné primery a sondy pro provedeni 96 reakci. SloZzeni 20 ul reak¢éni smési

je uvedeno v tabulce 8.

Tabulka 8: Reagencie pro pripravu Master Mixu

Komponenty MnoZzstvi (ul)
H-0 14,4-10,4
Reagent Mix 1,0
FastStart DNA Master 2,0
MgCl2 (25 mM) 1,6
DNA 1,0-5,0

94 Real time PCR

Nejprve jsem vytemperovala reagencie na pokojovou teplotu, nasledné jsem je
zvortexovala a kratce stocila na minicentrifuze. Déle jsem si v dekontaminovaném
laminarnim boxu pfipravila sklenéné kapilary. Podle tabulky 8 jsem vypoc¢itala mnozstvi
jednotlivych reagencii pro ptislusny pocet vzorkl a dvé kontroly. Vysledné objemy jsem
napipetovala do zkumavky, kterou jsem nésledné kratce zvortexovala a stoc¢ila. Do
jednotlivych kapilar jsem napipetovala 17 pul Master Mixu a 3 pl jednotlivych DNA

izolatd. Do kapilary pro pozitivni kontrolu jsem misto DNA izolatu napipetovala stejné
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mnozstvi pozitivni kontroly a do posledni kapilary, pfedstavujici negativni kontrolu, jsem

napipetovala stejny objem vody. Vysledny objem reakéni smési byl 20 pl. VSechny

kapilary jsem uzaviela vickem, opatrné prenesla do centrifugy a centrifugovala 10 sekund

pii 1000 rpm. Pfi vyjimani kapilar z centrifugy jsem kontrolovala, zda doslo ke stoceni

smési na dno kapilary. Kapilary, které byly fadné stocené, jsem nésledné piesunula do

karuselu a do cykleru. Na pocitaci, ktery je k Light Cycleru 2.0 (Roche) piipojeny, jsem

podle manualu nastavila ptislusny amplifika¢ni program uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Reakcni profil metody Real-time PCR

Program: Denaturace Cyklovani Tani Ochlazeni

Cykly 1 45 1 1

Segment 1 1 2 3 1 2 3 1

Teplota [°C] 95 95 60 72 95 40 85 40

Cas [hh:mm:ss] | 00:10:00 (00:00:10 [00:00:10 (00:00:15 [00:00:20 |00:00:20 00:00:00 | 00:00:30
Overview

Temperature (°C)

0:00

10:09

1610

2213

28:20
Time (h:mm:ss)

3422

40:28

46:39

Obrazek 9: Reakcéni profil Real-time PCR - na obrazku je mozné sledovat zmény teploty v pritbéhu

celé reakce; zelena barva znazornuje snimani intenzity fluorescencniho signalu
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10 Vysledky

Metodou Real time PCR bylo celkem vySetteno 47 vzorkd. V tabulce 10 jsou uvedeny

vysledky vcetné koncentraci jednotlivych vzorki.

Tabulka 10: Koncentrace vzorkii a vysledné genotypy

Cislo vzorku Koncentrace (ng/ pl) Genotyp
P1 3,2 C/IC
P2 38,6 C/IC
P3 63,1 C/IC
P4 43,2 C/IC
P5 7,01 C/IC
P6 11,8 C/C
P7 7 C/IC
P8 46,1 C/IC
P9 46,1 C/IC
P10 41,2 C/IC
P11 39,4 C/IC
P12 106 C/C
P13 5,48 C/C
P14 83,6 C/IC
P15 23,5 C/IC
P16 91,6 C/IC
P17 3,96 C/IC
P18 17,5 C/C
P19 13,5 C/C
P20 15 C/C
P22 1,82 C/IC
P23 35 C/IC
P25 28,4 C/IC
P26 10,2 C/C
P27 18,4 C/C
P28 4,04 C/IC
P29 4,44 C/IC
P30 4.8 C/IC
P32 12,6 C/IC
P33 447 C/IC
P34 13 C/C
P35 25,5 C/C
P36 46,6 C/C
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P37 104 C/C
P38 35,5 C/C
P39 42,8 C/C
P40 18,6 C/C
P41 94 C/C
PET31 95,9 C/C
PET44 Nedekovatelna C/C
PET51 3,99 C/C
PET52 3,97 C/C
PET55 18,2 C/C
PET56 55,3 Nezméfeno
PET58 32,3 C/C
PET59 13,3 CIT
PET60 3,05 C/C

10.1 Ki¥ivky tani

Pro analyzu jednonukleotidového polymorfismu byla provedena genotypizace
v LightCycleru a programu LightCycler software. Vystupnimi daty pro analyzu jsou
kiivky tani. Kiivka tani mapuje zménu fluorescence, ke které dochazi, kdyz se
dvouvladknovd DNA (dsDNA) snavazanym fluorescenénim barvivem rozplete na
jednovlaknovou DNA (ssDNA) béhem zvysSovani teploty. Pokles fluorescence je
detekovan v moment¢, kdy je dosazeno bodu tani v diisledku disociace fet¢zci DNA
a nasledného uvoliovani barviva. Zména intenzity fluorescence, ke které béhem vlastni

melting analyzy dochazi, je vnasena do grafu v zavislosti na zmén¢ teploty.

Abychom rozpoznali pfipadnou kontaminaci vzorku, a to, zda reakce prob¢hla uspé&sné,
pouzivame pozitivni a negativni kontrolu. Negativni kontrola neobsahuje cilovou DNA,
takze u ni nedochazi k amplifikaci. Negativni kontrola je na obrazku 10B zobrazena jako
ktivka, kterd jako jedind nevytvofila pik. Naproti tomu pozitivni kontrola obsahuje
znamou koncentraci cilové DNA a dochézi u ni k amplifikaci, ktera je charakteristicka

pro tuto cilovou DNA sekvenci.

Teplota tani je teplota, pii které se vlakno DNA rozpléta a méni se V zavislosti na
sekvenci, délce vldkna a obsahu nukleotidi ve vldkné. Teploty tani se mohou liSit
u produktt stejné délky, ale s odliSnym obsahem nukleotid{i, nebo u produktt, které¢ mayji

stejnou délku i obsah nukleotidii, ale 1i8i se jejich distribuci.
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Abychom mohli sledovat prubéh PCR v realném cCase a nasledné analyzovat teplotni
profily tani u jednotlivych vzorkd, musi byt pribéZzné snimana intenzita fluorescen¢niho
signalu. K tomu dochazi v kazdém cyklu jednotlivé pfi nasednuti primeri (anealing) a
pak kontinualn€ béhem celé melting analyzy. Béhem melting analyzy dochézi ke zvySeni
teploty ze 40 °C na 75 °C, sou€asné navazana sonda odpada a intenzita vyzafované
fluorescence umérné klesa. V grafu je pokles fluorescence viditelny na obrazku 10A, kde

jsou znazornény klesajici kiivky.

J Channel [530) ~ Color Compensation (Off) ~ Program (3] ~ |J Settings ~ Display ~
Samples

Include| Color | Pos | Name Melting Curves
Hm 1P
m 2 PR 10,6081
W 3 P3 3
. 4 P4 9.808 X
B 5°F5 9.008]
Il © P56
B 7 F7 8.2081
8 P8 g
9 P9 % 7.408
Il 10 P10 § 65081 :
W 11 P11 ’
W 12 P12 g 53081 -
W 13 Pi3 3
W 14 P4 =i
15 P15 §
B 16 P15 2
W 17 P17 3.4081
W 18 P13
W 19 PI9 280
B 20 P20
21 P2 40 45 S0 55 60 85 70 75 80 &5
B 22 P23 Temperature (°C)
B 23 P%
B 24 P26 =
B = rw Melting Peaks
B 2 P28
27 P29
28 P30
29 P32
W 30 P33 oy
B 2 R 2
B 32 N E

5

'S

g

=

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Temperature (°C)

Obrazek 10: Kiivky tani vzorku P1-P33

Na obrazku 10 mizeme vidét kiivky tani 30-ti vzorkd, véetné pozitivni a negativni
kontroly. U obrazku 10A je intenzita fluorescence vynesena proti teploté. Obrazek 10B

znazornuje vysledky analyzy ktivek tani.
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Z analyzy kiivek tani lze fict, ze vSechny vzorky jsou homozygoti s genotypem C/C, coz
je wild type alela. Lidé stimto genotypem maji méné zavazné vedlejsi G¢inky
V porovnani S jedinci, ktefi maji heterozygotni genotyp C/T nebo mutovany homozygotni

genotyp T/T.

Melting Curves

40 45 50 55 &0 65 70 75 80 85
Temperature (°C)

Melting Peaks

40 45 50 55 60 65 70 75 80
Temperature (°C)

vy

P16 (koncentrace 91,6 ng/ul); zelend kiivka — vzorek P1 (koncentrace 3,2 ng/ul)

Na obrazku 11 mizeme vidét vzorky s nejvyssi a nejnizsi koncentraci DNA izolatu (ze
skupiny vzorka P1-P33) spolu s negativni kontrolou. Jedna se o vzorek P1 a P16, kdy
vzorek P1 ma koncentraci 3,2 ng/ul a u vzorku P16 je koncentrace 91,6 ng/ul. Z tohoto
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obrazku je také patrné, Ze nedoslo ke kontaminaci, protoze v negativni kontrole, ktera

neobsahovala templat, PCR neprob¢hla.

Tm Calling [CC 530640 24.5-2019]
J Channel [530] ~ Color Compensation (On] ~ Program [3] -

J Settings ~ Dizplay -

Samples

Include | Calor | Pos | Wame Melting Curves
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Temperature (°C)

Melting Peaks

-(d/dT} Fluorescence (530)

40 45 a0 g5 EIEI B5 70 75 an a5
Temperature (°C})

Obrazek 12: Kfivky tani vzorkit P34 a PET44-PET60: kifivka se dvéma piky znazoriuje

heterozygota s genotypem T/C; oranzova krivka, netvorici pik, zobrazuje negativni

kontrolu; rizovd kifivka, ktera také pik nevytvorila, patii vzorku PET56, ktery nevySel

Na obrazku 12 jsou znazornény zbyvajici vzorky, v€etné pozitivni a negativni kontroly.
Zde muzeme vidét, Ze vzorek ¢. 6 - PET59 je heterozygot s genotypem C/T. Ostatni
vzorky jsou homozygotni s genotypem C/C. Vzorek ¢. 5 - PET56 z davodu mozného

pochybeni béhem pipetovani nevysel.
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Obrazek 13: Kfivky tani heterozygotniho vzorku PET59

Kiivka na obrazku 13 znazornuje samostatnou analyzu vzorku PET59. MuzZeme si
vSimnout, ze kiivka obsahuje 2 piky, coz znamena, Ze byly pfitomny ob¢ variantni alely,
wild type (C) i mutovana (T), z nichZ kazda vykazuje jinou teplotu tani. V nasem ptipadé

se jedna o heterozygota s genotypem C/T s teplotu tani, ktera odpovida 50,44 °C pro alelu

1é¢bé antipsychotiky jako je Escitalopram nebo Paroxetin.

Osettujicim psychiatrem nam byly, na zakladé konzultaci s pacienty, poskytnuty reakce
pacientti na 1é¢bu, ktera jim byla pfedepsana. Z celkového poctu 47 pacienti tvori
nejpocetnéjsi skupinu ti, ktefi na 1écbu reaguji pouze casteéné (60 %). S dobrym efektem

se 1é¢i 32 %, se slabym efektem 4 % a bez tiplného efektu 2 %. Jeden pacient ze sledované
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skupiny nemél pfedepsanou medikaci a byl 1é¢en na zéklad¢ psychoterapie se stabilnim

efektem.

Tabulka 10: Reakce pacientii na lécbu

Reakce na 1é¢bu

Castecna

Dobra

Slaba

Bez efektu

Stabilni (bez medikace)

Pocet pacientii

28 (60 %)

15 (32 %)

2 (4 %)

1(2 %)

1(2 %)
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11 Diskuze

Jednonukleotidové polymorfismy jsou nejéastéji se vyskytujicim typem polymorfismu
Vv genomu a jsou zodpoveédné za individudlni sekvencni, ale i fenotypové rozdily mezi
jednotlivci. Ovliviyji jak nas zevnéjSek, naptiklad barvu oéi a vlasi, tak rozdilnou
ucinnost 1é¢iv a jejich vedlejsi ucinky, nebo riziko vzniku nékterych onemocnéni.
Vysetfeni jednonukleotidovych polymorfismi ma pro farmakogenetiku velky vyznam.
Identifikace polymorfismli zodpovédnych za individudlni variabilitu v reakci na 1éciva
vede Kk postupnému rozvoji personalizované mediciny, jejimz cilem je 1ékova terapie
piedepsana na zakladé konkrétniho genotypu. Gen CYP1A2 je vysoce polymorfni. Bylo
v ném nalezeno vice nez 20 polymorfnich variant. Varianta rs4646425 vznika substituci
cytosinu za thymin. Jedna se o mutaci v intronu na pozici 75043281 (Geng et al., 2015).
Frekvence vyskytu tohoto polymorfismu je pomérné nizka. Nejvice se objevuje v Asii,
ve vychodni Asii nese tento polymorfismus 8,1 % populace a v jizni Asii 6,9 % populace.
V Evropé i Americe je jeho pfitomnost jesté nizsi. V Evropé je to 2,2 % a v Americe 2,4
%.

V ramci této bakalatské prace bylo provedeno pomoci metody Real-time PCR stanoveni
polymorfismu rs4646425 v genu CYP1A2 u 47 pacient S psychiatrickou diagnézou.
V této skupiné se nachazi pouze jeden pacient bez piedepsané medikace. Zbylych 46
pacientll uziva antipsychotika v zavislosti na konkrétni diagnéze. U vSech vzorki byla
detekovana nemutovana varianta C/C (Wild type) (97,8 %), pouze u jednoho pacienta
(PET59) byl detekovan heterozygotni genotyp C/T (2,2 %). Tento vysledek odpovida
vyskytu sledovaného polymorfismu v evropské populaci, ov§em je nutné upozornit na
pomérné maly pocet analyzovanych pacientd, a tedy statistickou nepriikaznost této studie.
U heterozygotniho pacienta (PET 59) byla stanovena diagnéza paranoidni schizofrenie.
V priubéhu 1é¢by mu bylo podavano nékolik typt antipsychotik — Clozapin, Aripiprazol,
Sertralin a Hydroxizin. Na 1é¢iva pacient reagoval pouze ¢asteéné. VSechna jmenovana
antipsychotika jsou metabolizovana cytochromem P450, avSak pouze na metabolismu
Clozapinu se podili mimo jiné¢ i CYP1A2. V aktualnich odbornych publikacich jsem
nenalezla souvislost mezi polymorfismem rs4646425 a 1é¢bou paranoidni schizofrenie
pomoci piipravku Clozapin. Césteéna Giéinnost 1éEby miiZe byt zpiisobena mnoha faktory,
a to jak genetickymi, napfiklad dal$imi polymorfismy, tak i faktory negenetickymi.
V ucinnosti Clozapinu na prab¢eh 1€¢by hraje velkou roli, zda je pacient kurak. Koufeni je
silnym induktorem enzymatické aktivity CYPIA2, coz vede k vyznamné niz$i
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koncentraci Clozapinu v séru u kufakt oproti nekuiaktim. Koncentrace Clozapinu v séru
byla u kutaka 2,5krat niz§i v porovnani s nekuidky. Vysledky studie, kterou publikoval
Jan van der Weide (2003), ukazaly, Ze koncentrace Clozapinu v séru se mezi pacienty
S riznymi genotypy vyznamné nelisi, a proto geneticky polymorfismus CYP1A2 ziejmé
nema klinicky vyznamny ¢inek pro 1écbu Clozapinem, zatimco koufeni je siln€ spojeno
s vyslednou koncentraci 1é¢iva v séru (Van der Weide, 2003). Z tohoto divodu by m¢la
byt davka IéCiva na zéklad¢ koufeni upravovana. Pokud je pacient kutak, je potieba davku

zvysit, avSak v pripadg, Ze v prabéhu 1€cby kouteni zanechd, ddvka musi byt opét snizena.

Podle studie, kterou publikovala Merja Viikki (2014), vSak polymorfismus v genu
CYP1A2 souvisi vedlejsi ucinky Clozapinu. Sledovan byl konkrétné polymorfismus
rs2470890 a variantni genotyp T/T. Z vysledku studie vyplyva, Ze pacienti s timto
polymorfismem maji vyrazn€ vyssi frekvenci vyskytu vedlejsich Gc¢inkti béhem lécby

oproti pacientim s genotypem C/C (Wild type) (Viikki, 2014).

Nejcastéji uzivanym antipsychotikem u sledované skupiny pacienti je Escitalopram. Toto
antipsychotikum uziva celkem 32 pacientli z testované skupiny 47 pacientt. Escitalopram
(S-CIT) je jaternim enzymem CYP1A2 metabolizovan na S-desmethylcytopram (S-
DCIT) a S-didesmethylcytopram (S-DDCIT). Ve studii zabyvajici se hladinami
Escitalopramu a jeho metaboliti v séru sledovanych pacientt bylo vySetiovano celkem
10 SNP v¢etné polymorfismu rs4646425. Vysledky této studie naznacuji, ze genetické
polymorfismy v genu CYP1A2, mohou ovlivnit metabolismus Escitalopramu. Konkrétné
SNP 152069521, 152069526, rs4646425 a rs4646427 jsou vyznamné spojeny s vysSSimi
metabolickymi poméry S-DDCIT/S-DCIT v porovnani s wild type alelami. Tyto
napftiklad suchost Ust, nevolnost a zvraceni. V této studii je ddle zminovéno, Ze genetické
polymorfismy v genu CYP1A2 sice ovlivituji metabolické poméry S-DDCIT/S-DCIT,
avsak na u¢innost 1é¢iva vliv nemaji (Kuo, 2013). Pokud bychom tedy vychazeli z této
studie, lze fict, ze ¢asteCny ucinek antipsychotika Escitalopram u pacienta, u n¢hoz by
byl potvrzen polymorfismus rs4646425 C/T, nemusi s timto konkrétnim polymorfismem
souviset. Caste¢na u¢innost antipsychotik u pacient, u nichz se polymorfismus
rs4646425 nevyskytuje, mize byt zpisobena mnoha rtiznymi faktory. Od preruSované
1é¢by a vysazovani léCiva pacientem bez védomi oSetfujiciho 1ékate pres dalsi

negenetické faktory jako je jiz zminované koufeni az po geneticky vliv dalSich
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polymorfismi, které se mohou vyskytovat nejen v genu CYP1A2, ale i jinych genech

kodujicich enzymy, které se podileji na metabolismu daného 1éCiva.

Dalsim antipsychotikem sledovanym v souvislosti s genetickym polymorfismem
rs4646425 je Paroxetin. Tento léCivy piipravek byl také uzivan pacienty, kteti byli
vysetfovani pro vyskyt tohoto polymorfismu v mé bakalatské praci, avsak u vsech byl
pritomen genotyp C/C (Wild type). Nicméné ve studii, kterd tyto a dal$i polymorfismy
sledovala u skupiny pacientt, jimz byla diagnostikovana depresivni porucha, byl potvrzen
jejich vyznamny vliv pii 1é€bé antipsychotikem Paroxetinem. Vysledkem zmifiované
studie je zji$téni, Ze polymorfismus rs4646425 je spojen s pomalejsi odpovédi na 1é¢bu
Paroxetinem (Lin, 2010).

Zaveérem lze fict, Ze ze 47 pacientt, ktefi jsou 1éCeni S psychickym onemocnénim, jich 28
(60 %) odpovida na 1écbu pouze Castecné. 15 pacientd (32 %) se 1éCi s dobrym
farmakoterapeutickym efektem. Podle aktualnich védeckych studii jsou lé¢iva Gi¢inna
pouze u 60 % pacientt (BartoSova, 2016). U 1é¢by schizofrenie pouze u 5-10 % pacienti
dochazi k uplné reakci na 1é¢bu a piiblizné 30 % na 1écbu neodpovida vibec (Lahti,

2009).

Polymorfismy v genu CYP1A2 maji velky vyznam pro Klinickou farmacii, avsak jsou za
potiebi dalsi vyzkumy, jelikoz né€které studie pifinaseji nejednoznacéné zavéry. Reakci
konkrétniho pacienta na podané 1é¢ivo podminuje velké mnozstvi genti a v kazdém tomto
genu se muze vyskytovat hned nékolik polymorfismt. Vzhledem k této skutecnosti je
velmi obtizné urcit realny tcinek jednoho polymorfismu a spojit ho s konkrétni reakci

pacienta na podané 1écivo.
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12 Zavér

V mé bakalarské praci jsem se nejprve zabyvala teoretickou casti, kde jsem shrnula
zakladni informace o dané problematice. Z divodu souvislosti genu CYP1A2
s metabolismem 1é¢iv jsem v uvodu prace popsala benefity a limity farmakogenetiky a
farmakogenomiky a nasledné jsem se zabyvala cytochromovym systémem P450, ktery
zahrnuje klicové enzymy u¢inné V metabolismu cizorodych latek (xenobiotik), kam patii
mimo jiné 1 lé¢iva. Pod cytochrom P450 spadd enzym CYPIA2, kdédovany
stejnojmennym genem CYP1A2. Pravé vtomto genu jsem Vv ramci praktické casti
vysetiovala konkrétni polymorfismus rs4646425 u skupiny pacientl, kterym byla

diagnostikovana psychickd onemocnéni.

Polymorfismus byl detekovan pomoci metody Real-time PCR po tom, co byla provedena
izolace DNA z bukalniho stéru nebo z periferni krve 47 pacientl a nasledné zméfena jeji
koncentrace. Genotyp C/T byl detekovan pouze Vv jednom piipadé a jeho procentualni
zastoupeni ve sledované skupiné¢ bylo tedy 2,2 %, coz odpovida vyskytu tohoto
polymorfismu v evropské populaci. Mozny vliv tohoto polymorfismu na 1écbu pacienta
jsem podrobng&ji rozebrala v diskuzi. Diky praktické casti bakalaiské prace jsem si

osvojila zakladni molekularné-genetické metody vcetn€ nasledného hodnoceni vysledk.
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14 Seznam pouzitych zkratek

160-OHEL - 16a-hydroxyestron

2-OHE1 — 2-hydroxyestron

CYP — cytochrom P450

DNA — kyselina deoxyribonukleova

dNTP — deoxynukleotidové trifosfaty
dsDNA — dvouvlaknova DNA

EDTA — kyselina etylendiaminotetraoctova
EM — rychly metabolizator

IM — intermedidrni metabolizator

PAH — polycyklické aromatické uhlovodiky
PCR - polymerazova fetézova reakce

PM — pomaly metabolizator

RNA — ribonukleova kyselina

S-CIT — escitalopram

S-DCIT — S-demetylcytopram

S-DDCIT — S-didesmetylcytopram

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus
SSDNA — jednovldknova DNA

UM — ultrarychly metabolizator

61



