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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

6-MP — 6-merkaptopurin

6-TG — 6-thioguanin

ATC — Anatomical Therapeutic Chemical classification
ATP — adenosintrifosfat

COMT - katechol-O-methyltransferaza

CYP — Cytochrom P450

DDD — doporucena denni davka

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleové kyselina

EM — extenzivni metabolizator

GERD - gastroesophageal reflux disease
HLA — human leukocyte antigen
IL — interleukin

IM — intermediarni/normalni metabolizator

MTHFR — methylentetrahydrofolat reduktaza

NAT — N-acetyltransferaza

NCBI — National Center for Biotechnology Information
NQO1 — NAD(P)H dehydrogenase [quinone] 1

NSAID — non-steroid anti-inflammatory drug

PAPS — 3'-fosfoadenosin 5'-fosfosulfat

PCR — polymerase chain reaction

PharmGKB — The Pharmacogenomics Knoledgebase

PM — pomaly metabolizator

RFLP — restriction fragment length polymorphism
rpm — revolutions per minute

rs — reference SNP

RT — room temperature

SNP — single-nucleotide polymorphism



SNRI — serotonin—norepinephrine reuptake inhibitor
SUKL — Statni ustav pro kontrolu 16¢iv

SULT - sulfotransferaza

TNF — tumor necrosis factor

TPMT — thiopurin S-methyltransferaza

UDP — uridin difosfat

UDPGA — UDP glukuronova kyselina

UGT — UDP-glukuronosyltransferazy

UM — ultrarychly metabolizator



1 UVOD

Ve farmakologické praxi jsou pacientim piedepisovany 1éky pouze na zakladé charakteru
1é¢ivé latky a pravdépodobnosti, ze klinické vysledky budou spolehlivé a efektni, pficemz

nebyva zohlednén individuélni rozdil v odpovédi na jednotlivé 1éky u riznych pacientd.

Mezi faktory ovliviwjici reakci na 1é¢ivo spadaji kromé ve€ku, pohlavi, probihajicich
onemocnéni také genetické faktory, a to konkrétné polymorfismy v genech kddujicich
enzymy, které hraji klicovou roli v metabolismu 1é¢iv. Tyto polymorfismy maji za
nasledek snizenou enzymatickou aktivitu, kterd jde ruku v ruce s moZznou toxicitou ¢i
snizenou ucinnosti podavaného Iéku. Obor, ktery se zabyva genetickym vlivem na
metabolismus 1é¢iv, nazyvany farmakogenetika, se stava rychle rostouci oblasti zajmu, a to
zejména proto, ze pouze 30-60 % bézné 1ékové terapie probiha Gspésné a nezddouci ucinky
farmakoterapii by se zvysil pocet pozitivnich respondentd na 1ék a eliminoval by se pocet
subjektu postizenych nezadoucimi ucinky, které maji vliv nejen na miru odpovédi, ale také
na celkovy zdravotni stav pacienta, a to prave za vyuziti individualizované farmakoterapie,

ktera optimalizuje davkovaci reZim pro jednotlivce.

V teoretické Casti této prace se veénuji metabolismu léc¢iv a klinicky vyznamnym
genetickym polymorfismim, které se podili na mife odpovédi na 1écivo, jelikoz méni
hladinu enzymatické aktivity u klicovych metabolizujicich enzymt detoxifika¢nich drah.
Daéle se zaméfuji na spotiebu 1é¢iv v Ceské republice za vSechny kvartaly roku 2019 a
selektuji 1€Civa, jejichz metabolismus je uvedenymi polymorfismy dle dostupnych studii

ovlivnén.

Cilem experimentalni ¢asti bylo nejen zvadnuti spravné laboratorni praxe v genetické
laboratofti, ale také cilené testovani farmakologicky vyznamnych genli pomoci riznych
molekularné-genetickych piistupti bézné pouzivanych pro detekci jednonukleotidovych

polymorfismil a dale také porovnani téchto ptistupt v ramci diskuze.



2 METABOLISMUS LECIV

Léciva jsou obvykle malé molekuly, které jsou obecné klasifikovany jako xenobiotika, coz
jsou latky cizi lidskému télu. Existuje vSak nékolik endogennich molekul, jako jsou
napiiklad steroidy a hormony, které¢ jsou také oznacCovany jako 1éCiva, jelikoz se vyuzivaji

k 1é¢b¢ chorobnych stavi (Caira & Ionescu, 2006).

Terminem metabolismus se oznacuje proces enzymaticky katalyzované premény
chemikalii z jedné chemické skupiny na druhou. V idealnim piipadé by 1é¢ivo mélo byt
z téla vylouceno po dosazeni jeho farmakologického cile, tzn. pokud jeho ucinek neni jiz
dale vyzadovan. Néktera 1éciva jsou vylu¢ovana z lidského téla bez strukturalnich zmén,
ale vétSina 1éC¢iv musi byt chemicky modifikovdna na vodou-rozpustné latky, coz
usnadniuje jejich nasledné vylouceni moci nebo Zluci. V nékterych piipadech vSak enzymy
metabolizujici 1éCiva preménuji latky na jejich farmakologicky aktivni formu. Naptiklad
proléciva (farmakologicky neaktivni formy 1€¢iv) jsou syntetizovana k pifekonani problému
s absorpci, a jsou tak pfeménény, aby aktivovaly 1€k poté, co je absorbovan do téla.
Veskeré tyto procesy Uprav se nazyvaji metabolismem 1éCiv, ktery ma charakter

detoxifika¢ni funkce organismu (Benedetti et al., 2009).

2.1 FAKTORY OVLIVNUJICIi METABOLISMUS LECIV

K dosazeni uinné terapeutické hladiny 1é¢iva v krvi a tkénich se pozadované davky a
frekvence podavani li§i u riznych pacienti z dtivodu individualnich rozdilt v distribuci
1€kti, mife metabolismu a eliminaci 1é¢iv. Tyto rozdily jsou urceny jak genetickymi
faktory, tak i nongenetickymi proménnymi, napiiklad vékem, pohlavim, charakterem

sttevni mikroflory, soubéZné probihajicim onemocnénim ¢i environmentalnimi faktory.

2.1.1 VEK

Vek je velmi vlivnym faktorem pro metabolismus 1é¢iv, a to zejména v extrémnich
zivotnich situacich, kdy se zd4, ze metabolickd kapacita 1éCiv je podstatné nizs§i. U
novorozencu je to kvili nezralosti nékolika enzymovych systému véetné cytochromii P450

(CYP; Stevems et al., 2008; Koukouritaki et al., 2004; Kinirons et al., 2004), které¢ se plné



vyvijeji pouze béhem prvniho roku zivota. Ve star$i populaci je schopnost eliminovat
1éCiva také jasné snizena. To je zvlast’ dilezité¢ u Iékt s zkym terapeutickym oknem,
véetn¢ antipsychotik a antidepresiv, antikoagulancii a betablokatori. Clearance
paracetamolu a benzodiazepint je také niz$i u starSich lidi. Nezda se vSak, ze by to bylo
disledkem niz$i exprese nebo aktivity enzymovych systémi metabolizujicich 1éky (Yang
et al.,, 2010). Dalsimi divody omezené clearance 1éCiva u starSich osob jsou
polypragmazie, kdy dochazi k inhibici enzymt v dasledku soucasné¢ho piijmu nékolika
potencidln¢ intereagujicich 1éCiv a také snizeny prutok krve v jatrech a funkce ledvin

(Cotreau et al., 2005).

2.1.2 POHLAVI

Pohlavi ovliviiuje fadu farmakokineticky diilezitych parametrii, v€etné télesné hmotnosti,
distribuce tuku, krevniho toku v jatrech a exprese enzymut metabolizujicich 1éCiva (Beierle
et al., 1999; Gandhi et al., 2004). Exprese cytochromti P450 specificka pro pohlavi je
béznd u laboratornich zvifat, v€etné¢ potkanli a mys$i, u kterych bylo zjiSténo, ze je
kontrolovana odlisnou sekreci ristového hormonu u samic versus samct (Dhir & Shapiro,
2003; Waxman & Holloway, 2009). U lidi nejsou rozdily tak dramatické, avSak nedavna
profilova studie genomové exprese celého genomu u 112 muzskych a 112 Zenskych
jedinct identifikovala vice nez 1300 gend, jejichz exprese mRNA byla vyznamné
ovlivnéna pohlavim, pti¢emz 75 % z nich vykazuje vySsi expresi u zen (Zhang et al.,
2011). Klinické studie dale naznacuji, ze zeny metabolizuji 1éky rychleji nez muzi, a to
zejména V piipadé substrati cytochromu P450, CYP3A4, ktery metabolizuje predevsim
1é¢iva jako je napt. antipyrin, erytromycin, midazolam, verapamil apod. (Cotreau et al.,
2005).

2.1.3 STREVNI MIKROBIOM

Je stale vice jasné, Ze i stfevni mikrobiom miize vyznamné ovlivnit reakce organismu na
1éky. Slouzi tedy jako dalsi relevantni zdroj terapeutickych nevyhod a neptiznivych u¢inka
1ékové terapie. Bylo identifikovano vice nez 1 000 druhd stfevnich mikroorganismil,
véetné anaerobnich bakterii a riznych kvasinek, které koexistuji v dynamické a casto
symbiotické rovnovaze. Jejich biotransformacni repertoar je neoxidativni, byt vysoce
vSestranny, sahajici od prevazné redukcnich a hydrolytickych reakci po dekarboxylaci,

dehydroxylaci, dealkylaci, dehalogenaci a deaminaci. Ptikladem takového 1é¢iva muze byt
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digoxin. Ten patii mezi 1éCiva, k jejichz metabolismu a eliminaci vyznamné pfispiva
charakter mikrobiomu, ktery bakterialn¢ zprostfedkovava snizeni jeho davky. Soucasna
1écba antibiotiky, jako je erytromycin nebo tetracyklin, zvySuje dvojnasobné hladinu
digoxinu v séru a zvysuje tak riziko kardiotoxicity (Lindenbaum et al., 1981; Wilson &
Nicholson, 2017; Clayton et al., 2009).

2.1.4 ONEMOCNENI

Probihajici onemocnéni maji obecné negativni vliv na schopnost metabolismu 1écCiv.
Strukturni zména jater pii jaterni cirhoze vede ke snizeni krevniho toku, ztraté funkénich
hepatocytid a snizeni hladiny enzymt metabolizujicich 1é¢iva. To pfispiva ke snizené
kapacité metabolismu 1éCiv a niz$i syntéze sérovych proteini, coz vede na jedné strané ke
sniZzeni celkové clearance, a na druhé stran€ ke zvySenym hladindm nevazaného 1é€iva v
disledku jeho snizené vazby na plazmatické proteiny (Elbekai et al., 2004; Edginton &
Willmann, 2008).

Béhem infekce, zanétlivych stavii a rakoviny hojné cirkulujici prozéanétlivé cytokiny jako
interleukin (IL) -1B, TNF a IL-6 ptsobi jako signalni molekuly k vyvolani vyraznych zmén
v expresi gentt v jatrech, coz vede k zavazné downregulaci mnoha metabolizujicich
enzymu (Slaviero et al., 2003; Aitken et al., 2006). Ukazalo se, Ze mechanismus téchto
procesti je alesponn ¢asteCn¢ zpusoben potlacenim transkripce metabolicky vyznamnych

genu (Jover et al., 2002; Aitken et al., 2006; Aitken & Morgan, 2007).

2.1.5 GENETICKE FAKTORY

Vrozené genetické varianty genti asociovanych s metabolismem 1é¢iv jsou studovany vice
nez 60 let a bylo objeveno mnoho zajimavych ptikladi genetického vlivu na
biotransformaci 1é¢iva (Meyer, 2004). Je pozoruhodné, ze ztrata funkce zaptic¢inéna
polymorfismy v genech cytochromu P450 (CYP) je ptekvapivé Casto ovlivnéna sestiihem
a expresi, namisto transkripce nebo proteinové struktury (Sadee et al., 2011). Nekteré z
genetickych faktort, které ovliviwji funkci enzymu, predstavuji genetické polymorfismy
v genech kodujicich klicové enzymy v biotransformaci 1é¢iv. Geneticky polymorfismus je
definovan jako vyskyt variantni alely genu pii populacni frekvenci > 1 %, jenZ ma za

nasledek zménénou expresi a/nebo funkéni aktivitu genového produktu. Klinicky
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relevantni polymorfismy vystkytujici se u enzyma ucCastnicich sel. a 2. faze
biotransformace 1é¢iv vedou ke zméné ucinnosti 1ékové terapie nebo k nezadoucim
ucinkiim, které ¢asto vyzaduji upravu davky, coz je obzvlasté dilezité¢ u 1€kt s nizkymi

terapeutickymi indexy (TI).



3 JEDNONUKLEOTIDOVY POLYMORFISMUS

Jednonukleotidovy polymorfismus, castéji oznacovan jako SNP (single-nucleotide
polymorfism) je substituce jednoho nukleotidu, ktery se vyskytuje na specifické pozici
v genomu. SNP mohou spadat do kodujicich sekvenci gend, nekddujicich oblasti gent
nebo do intergennich oblasti (oblasti mezi geny). SNP v kodujici sekvenci nutné nemeéni
aminokyselinovou sekvenci proteinu, ktery je produkovan, v dusledku degenerace
genetického kodu. Genomicka distribuce SNP neni zcela homogenni a vyskytuje se castéji
v nekodujicich nez v kodujicich regionech (Barreiro et al., 2008). Vyskyt jednotlivych
SNP se lisi 1 napti¢ riznymi populacemi, takze vyskyt variantnich alel, jez jsou bézné v
jedné geografické nebo etnické skupiné, mohou byt v jiné mnohem vzacnéjsi (Zhu et al.,

2015).

Dulezitou skupinou SNP jsou ty, které odpovidaji missense mutacim zpisobujicim zménu
aminokyselin na Urovni proteinu. Bodovd mutace muize mit rizny ucinek na funkci
proteinu (od zadného UcCinku po uplné naruSeni jeho funkce). Obvykle ma zména v
aminokyselinach s podobnou velikosti a fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi (napf.
substituce leucinu za valin) mirny ucinek a naopak. Podobné, pokud SNP narusi prvky
sekundarni struktury proteinu (napf. substituce prolinem v alfa helixové oblasti), mtize

takova mutace ovlivnit jeho funkci (Alwi, 2005).

Nomenklatura uzivana pro identifikaci SNP muze byt matouci, jelikoZ pro oznaceni
jednotlivych polymorfismi mize existovat nékolik variant a dosud nebylo dosazeno
shody. Standardné se vSak jednonukleotidové polymorfismy oznacuji takto: rs 12169962.
Ptedpona ,rs* je zkratkou pro ,referencni SNP*“ a ta ja ndsledovdna jedineCnym a

libovolnym cislem (Kitts et al., 2014).

Dalsim zptsobem identifikace SNP je jeho detailnéjsi popis presné urcujici kodujici oblast
genu (c.), nasledovanou ¢islem pro polohu nukleotidu (254) a jednopismennou zkratkou
pro nukleotid (A, C, G, T nebo U). Dale je v popisu zahrnuto znaménko ">", které je
nasledovano zkratkou nukleotidu ((A, C, G, T nebo U), kterym je ptavodni nukleotid
nahrazen (Ogino et al., 2007). Toto ozna¢ni polymorfismu pak vypada takto: .254G>A.

SNP DATABAZE

Existuje velké mnozstvi on-line databazi, diky kterym Ize vyhledat informace o

jednotlivych SNP. Z hlediska farmakogenetiky je vyznamna predevsim volné pfistupna



databaze The Pharmacogenomics Knowledgebase (PharmGKB), zodpovédna za integraci a
Sifeni znalosti o existenci genetickych variant zodpovédnych za odliSnou reakci
metabolismu na konkrétni 1éky. Dalsim obsahlym zdrojem informaci o SNP je Single
Nucleotide  Polymorphism Database (dbSNP), ktera vznikla pod zastitou
organizace National Center for Biotechnology Information (NCBI). V této databazi je
mozné nalézt genetické varianty vyskytujici se napfi¢ riznymi zivo¢isnymi druhy. Pichled

databazi véetné webovych stranek je uveden v tabulce I.

Tab. I: Dostupné SNP databaze a odkaz na jejich webové stranky.

Niazev databaze Odkaz
PharmGKB https://www.pharmgkb.org/
NCBI https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
SNPEDIA https://snpedia.com/
PharmVar https://www.pharmvar.org/
Clinvar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/



4 BIOTRANSFORMACE LECIV

Biotransformace je chemicka modifikace (¢i soubor vice modifikaci) provedena
organismem na chemické slouceniné. Metabolismus 1éCiv je pfikladem biotransformace,
jejimz cilem je pievést chemickou slouceninu (I€ék) na ve vodé rozpustny, dobie
vyluéitelny produkt (metabolit). Vétsina metabolickych biotransformaci se vyskytuje mezi
absorpci léciva do obéhu a jeho rendlni eliminaci. Obecné Ize vSechny tyto reakce pfifadit
k jedné ze dvou hlavnich fazi biotransformace oznacovanych faze 1 a faze 2. V 1. fazi
biotransformace je obvykle 1é¢ivo pievadéno na vice polarni metabolit zavedenim funkéni
skupiny. Pokud jsou metabolity 1. faze dostate¢né polarni, mohou byt snadno vylouceny.
Mnoho produkti 1. faze vSak nemtize byt rychle eliminovano a musi tak podléhat nasledné
reakci, ve které je endogenni substrat, jako napt. kyselina glukuronova, kyselina sirova,
kyselina octova nebo aminokyselina, kombinovana s nové zac¢lenénou funkéni skupinou, a
spolu tvoii vysoce polarni konjugat. Takovato konjugace je charakteristickym znakem 2.
faze biotransformace. Obéma fazemi prochazi velké mnozstvi 1éCiv, pouze v nékterych
pripadech ma 1é¢ivo jiz zaclenénou funkéni skupinu, kterd muize pifimo tvofit konjugat

(Bolleddula et al., 2014).

ABSORPCE METABOLISMUS ELIMINACE
| | |
| | |
| | |
[ i | |
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| | |
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| | |
| . | |
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|
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|
|

Obr. I 1. a 2. faze biotransformacea piima eliminace v biodispozici 1é¢iva.

Reakce 2. faze mohou predchazet reakce 1. faze.



5 ENZYMY 1. FAZE BIOTRANSFORMACE

Na 1. fazi biotransformace xeniobiotik se podili enzymy, jez zajist'uji zavedeni reaktivnich
a polarnich skupin do svych substrati. Nejcastéjsi biotransformaci 1. faze je hydroxylace
katalyzovana cytochromovym P450 dependentnim oxiddzovym systémem. Tyto komplexy
pusobi tak, Ze zacleniuji atom kysliku do neaktivovanych uhlovodikl, coz muze vést bud’
k zavedeni hydroxylovych skupin nebo N-, O- a S-dealkylaci substrati (Guengerich,
2000).

5.1 CYTOCHROM P450

Lidsky cytochrom 450 (CYP) je superrodina hemoproteinovych monooxygenaz, které
oxiduji mnoho endogennich slouc¢enin a xenobiotik (Singh et al., 2011). Dosud bylo
identifikovano 18 lidskych CYP rodin, kdodovanych nejméné 57 geny a 58 pseudogeny.
Oxidace a / nebo aktivace prolé¢iv CYP muze produkovat neaktivni nebo toxické
slouceniny ucastnici se nezddoucich U€inkli jednotlivych 1€ki. Za oxidacni katalyzu
ptiblizn¢ 90 % pouZzivanych 1€kl jsou u lidi zodpoveédné izoformy CYP1A2, CYP2CS,
CYP2C9, CYP2C19, CYP2C6, CYP2E1 a CYP3A4 (Singh et al., 2011; Fujikura et al.,
2015). Genetické variace vyplyvajici pfevazné z jednonukleotidovych polymorfismi
vysvétluji velkou ¢ast interindividualni variability aktivity enzymt CYP (Fujikura et al.,
2015). Varianty CYP se ztratou funkce mohou vést ke snizené vnitini clearance a ke
zvySeni plazmatickych koncentraci 1éCiva, zatimco varianty zpiisobujici zvySenou funkci
mohou vést ke zvySené clearance a niz§im koncentracim IéCiva. Polymorfismy CYP
ovliviiuji expresi a funkci enzymu, coz vede k odlisnym fenotypovym projevim. Na
zakladé fenotypovych rozdilii zpiisobenych genetickou variabilitou rozliSujeme pomalé
metabolizatory (PM) nesouci dva nefunkcni geny, intermediarni metabolizatory (IM),
nesouci jeden funkéni a jeden nefunk¢ni gen, extenzivni metabolizatory (EM) nesouci dvé
kopie funkcnich genii (nebo kombinace dvou funkcnich genii a nefunkéni alely nebo
jednoho funkéniho genu a dvou alel se snizenou funkci) a ultrarychlé metabolizatory (UM)
nesouci vice nez dvé kopie funkénich genti (Johansson & Ingelman-Sundberg, 2011).
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CYP2E1

CYP2D6
16%
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34%

Obr. II: Podil 1é¢iv metabolizovanych izoformami CYP450 (pfevzato a upraveno dle
Rendic, 2002).

511 CYP1

Rodina CYP1 obsahuje tii funkéni geny organizované ve dvou podrodinidch. Geny
CYP1Al a CYP1A2 se skladaji ze sedmi exonil a Sesti intronli a jsou umistény na
chromozomu 15g24.1. CYP1B1 sestava pouze ze tfi exond a vyskytuje se na chromozomu
2p22.2 a koduje nejvetsi lidsky CYP z hlediska velikosti mRNA a poctu aminokyselin
(Murray et al., 2001; Nelson et al., 2004).

Katalytické aktivity enzym@ CYP1 zahrnuji hydroxylace a jiné oxidacni transformace
mnoha polycyklickych aromatickych uhlovodikii a jinych aromatickych latek. Zatimco
CYPI1AL1 preferuje planarni aromatické uhlovodiky, CYP1A2 dava pfednost aromatickym
aminum a heterocyklickym slou¢eninam (Sansen et al., 2007). Vzhledem Kk jeho relativné
vysoké expresi V jatrech, hraje CYP1A2 vyznamnou roli v metabolismu nékolika klinicky
dialezitych 1é¢iv (Gunes & Dahl, 2008; Zhou et al., 2010) jako jsou analgetika a
antipyretika (acetaminofen, fenacetin, lidokain), antipsychotika (olanzapin, clozapin),
et al., 2009), kardiovaskularni Iéky (propranolol, guanabenz, triamteren) a svalovy relaxant
tizanidin (Granfors et al., 2004).
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CYP1A2

Web PharmVar v roce 2019 [online] uvadi pro gen CYP1A2 21 definovanych alel a 20
variantnich haplotypli, z nichZ nékteré jsou spojeny se zménénou expresi nebo koduji
proteiny se zménénou enzymatickou aktivitou. Ukazalo se, ze substituce Arg431Trp
(CYP1A2 * 6), ktera se nachazi v oblasti kritické pro udrzovani terciarni struktury proteinu,
ma za nasledek vznik nefunk¢éniho proteinu (Zhou et al., 2004). Existuje nékolik studii
popisujicich spojitost polymorfismi v CYP1A2 s lékovou odpovédi u psychiatrickych
pacientd. Naptiklad genotyp TT u SNP rs4646427 je spojen s pomalejsi dobou odezvy pfti
1é¢be paroxetinem u lidi s depresivni poruchou ve srovnani s genotypy CC + CT (Lin et al.,
2010). Dale je také genotyp AA u rs762551 spojen se zvysenou clearance karbamazepinu u
déti s epilepsii ve srovnani s genotypy AC + CC (Djordevic et al., 2016). CYP1AZ2 je také
hlavni izoformou CYP podilejici se na metabolismu klozapinu (Sirot et al., 2009).
Ptipadové studie ukézaly, ze ultrarcyhli metabolizatoti klozapinu jsou rezistentni na l1écbu.
Pfiznivych terapeutickych vysledki u téchto pacientli bylo dosaZeno zvySenim davek
klozapinu a jeho sou¢asnym podavanim s inhibitorem CYP1A2, fluvoxaminem (Ozdemir
et al., 2001; Eap et al., 2004). U pacientu se schizofrenii byly rovnéz diskutovany interakce
kouteni a odezvy na 1éCivo a potencidlni nebezpeci odvykani kouieni (Skogh et al., 1999).
CYP1AZ2 také ovliviiuyje antitrombotikum klopidogrel. Koufeni zvySuje klopidogrelem
zprostiedkovanou inhibici desticek (Bliden et al., 2008; Gremmel et al., 2009). Coz je
pravdépodobné zptisobeno indukci CYP1A2.

5.12 CYP2

Rodina CYP2 obsahuje 16 gent, z nichZ vSechny maji 9 exont a 8 introni. V této rodiné
extrahepatickych enzymd, jejichz funkce nebyla dosud objasnéna (Guengerich & Cheng,
2011). Geny kodujici CYP2 jsou rozmistény na ruznych chromozomech a jsou uspotfadany
do multi-genovych shlukiti obsahujicich jednu nebo nékolik podrodin (Hoffman et al.,
2001; Nelson et al., 2004).
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CYP2D6

Mezi nejzndméjsi enzym, ktery ovliviiuje metabolismus 1¢kt, patii cytochrom P450 2D6
(CYP2D6), ktery je kodovan genem CYP2D6. Ten je zodpovédny za metabolismus a
eliminaci pfiblizn€¢ 25 % klinicky uzZivanych 1ékl, a to pfiddnim nebo odstranénim
nékterych funk¢nich skupin, konkrétné hydroxylaci, demetylaci a dealkylaci (Zanger et al.,
2008). Nedostatek enzymu CYP2D6 se dédi jako autosomalné recesivni znak a na zakladeé
rozdilného genotypu zpusobuje rizné irovné schopnosti metabolizovat jednotliva 1éciva.
V soucasnosti existuje vice nez 100 zdokumentovanych alel CYP2D6 s tfadou variant
s variabilnim vyskytem v riznych etnikach [online]. Genetické polymorfismy CYP2D6
obecné vedou k 4 fenotypiim metabolismu s vyznamnymi klinickymi projevy. Typickym
pfipadem jsou jedinci PM a UM. PM vykazuji snizeny metabolismus lé¢iv, a proto
vyzaduji niz§i davky, aby se zabranilo toxickym ucinkim farmak. Nepfiznivé ucinky
zpusobené zvysenou plazmatickou hladinou 1é¢iva se objevuji Castéji u PM v piipadech,
kdy je clearance 1éciva zavisla na CYP2D6 (Wang et al., 1993). Na druhé strané¢ mohou
mit snizenou ucinnost 1€kl metabolizovanych na aktivni slouc¢eniny pomoci CYP2D6.
Znadmym piikladem je kodein, coz je prolécivo a musi byt v rdmci metabolismu pieménén
na morfin (Dean, 2017) Nedostate¢na transformace u PM vede ke snizeni tlevy od bolesti
nebo dokonce k absolutni toleranci/zavislosti. Druhym extrémem jsou UM, ktefi maji vice
nez dvé funk¢ni alely v diasledku duplikace nebo znasobeni poctu funkénich alel. UM
vyzaduji niz§i davky kodeinu nez IM, jelikoz je prolécivo rychleji transformovano.
Teoreticky by tedy identifikace UM CYP2D6 pied zahajenim lécby zkratila dobu
poticbnou k upravé davky, coz by pomohlo k rychlejSimu dosazeni potiebného
terapeutického ucinku (Black et al., 2012). Alelické zastoupeni genovych variant pro

CYP2D6 u jednotlivych populaci je k nahlédnuti v ptiloze (Ptiloha 4).
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Tab. II: Grafické znazornéni potfebné hladiny 1é¢iva odpovidajici jednotlivym fenotypim
CYP2D6 a rtiznym alelam CYP2D6 definujicim tyto fenotypy (pfevzato a upraveno dle
Teh &Bertilsson, 2011).

alely CYP2D6 fenotyp

A. nefunkéni alely (*3-*8, *11-
*16, *18-*21, *31, *36, *38,
*40, *42, *44, *47, *51, *56, pomaly metabolizator

A *62)

B. alely se sniZenou aktivitou

b (*9, *10, *17, *29, *41, *49, . L .,
[ — intermediarni metabolizator
*50, *54, *55, *59, *72)

C. alely s normalni nebo
zvySenou aktivitou (*1, *2,

*33, *35, *53)

extenzivni metabolizator

D.
duplikované/multiduplikované
alely s normalni aktivitou superrychly metabolizator
(napt.: *1xN, *2xN, *33xN,
*35xN, *53xN)

CYP2C9

Po CYP3A4 a CYP2D6 je CYP2C9 dalsim vyznamnym cytochromem P450. Z hlediska
poctu oxidovanych terapeutickych latek, pfispiva k metabolismu pfiblizn€ 15 % vSech
léciv biotransformovanych pomoci CYP (Isvoran et al., 2017). CYP2C9 je hlavnim
enzymem odpovédnym za metabolickou clearence né€kolika klinicky uzivanych 1éku S
uzkym terapeutickym indexem. Interindividualni variabilita exprese a aktivity proteinu
CYP2C9 tedy mize ovlivnit Gi€innost a bezpecnost 1é€by (Zhang et al., 2016). Dilezitymi
substraty z hlediska uzkého terapeutického indexu a ptevladajiciho metabolismu CYP2C9
jsou kumarinova antikoagulancia, zejména warfarin, a acenkumarol, vétSina

sulfonylmocovin a fenytoin.
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Kumarinova antikoagulancia vCetné warfarinu patii mezi nejcastéji predepisované 1€ky na
sveété. Pouzivaji se k prevenci tromboembolismu u ohrozenych jedinct. Warfarin je
nejrozsifenéjSim Clenem této tfidy, ale v nékterych zemich jsou preferovany dvé dalsi
slouceniny s kumarinovymi strukturami, acenokumarol a fenoprokumon. VSechna tfi
1é¢iva se zamétuji na enzym VKORC a vyzaduji individualni ddvkovani, které je dosazeno
optimalizaci koagula¢ni rychlosti. Dilezita role CYP2C9 pro metabolismus aktivnéj$iho
enantiomeru warfarinu, S-warfarinu, je v literatuife velmi hojné popisovana (Rettie et al.,
1992). Ackoli k metabolismu R- a S-warfarinu pfispivaji i dal§i P450, udaje ze studii
zabyvajicich se interakcemi mezi dvéma léCivy a farmakogenetikou naznacuji, ze CYP2C9
je jednim z kliCovych urcujicich faktori metabolismu tohoto Ié¢iva in vivo (Jonas &
McLeod, 2009). Acenokumarol je také metabolizovan hlavné¢ CYP2C9 (Thijjsen et al.,
2000), existuji vSak uréité rozdily viac¢i warfarinu, pokud jde o rychlost metabolismu a
selektivitu enantiomerii (Hermans & Thijjsen, 1993). U kumarinovych antikoagulancii
existuje riziko vazného krvaceni, pokud jsou koncentrace 1éCiva v plazmé piili§ vysoké,
naptiklad v dasledku interakce dvou 1é¢iv nebo vyskytu genetického polymorfismu. Riziko
se snizuje Castym mefenim mezinarodniho normalizovaného poméru (INR) a Upravou
davky. Misto kumarinovych antikoagulancii se stile castéji pouzivaji pfimo pusobici
peroralni antikoagulancia, jako je dabigatran a rivoroxaban (Dzeshka & Lip, 2015). Jedna
se o zcela odlisné léky, nez jsou kumarinové antikoagulanty, pokud jde o jejich

mechanismus ucinku, a CYP2C9 nehraje roli v jejich metabolismu.

Nesteroidni antiflogistika (NSAID) v¢etné diklofenaku, flurbiprofenu a ibuprofenu jsou
také dobte zavedenymi substraty CYP2C9. Tato skupina 1é¢iv v8ak podléha metabolismu i
jinymi enzymy CYP, vcetné¢ CYP2C8 a CYP3A4, casto na rizné metabolity nez
metabolity tvofené CYP2C9, spolu s pfimou glukuronidaci (Klose et al., 1998).

V soucasnosti bylo definovano nejméné 57 alel CYP2C9 [online], ptesto CYP2C9 * 2 a* 3
zustavaji nejlépe studovanymi alelami a nejvice freventovanymi alelami CYP2C9 napfic

populacemi. Alelické zastoupeni u jednotlivych populaci je k nahlédnuti v pfiloze (Pfiloha
4).

CYP2C19

CYP2C19 je enzym podilejici se na metabolismu zhruba 10 % IléCiv. Protoze DNA

sekvence CYP2C19 je vysoce polymorfni, je zodpovédna za velkou variabilitu
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farmakokinetiky 1é¢iv metabolizovanych CYP2C19. CYP2C19 metabolizuje fadu 1éc¢iv,
véetné omeprazolu (Sugimoto et al., 2006), protidestickového 1éku klopidogrelu (Saab et
al., 2015), antikonvulzivniho mefenytoinu (Ibeanu et al., 1999), antimalarického 1éku
proguanilu (Satyabarayana et al., 2009), anxiolytického 1éku diazepamu (Inomata et al.,
2005) a nekterych antidepresiv, jako je citalopram (Mrazek et al., 2011), imipramin
(Skjelbo et al., 1991) a amitriptylin (Jiang et al., 2002). Fenotyp metabolické kapacity
CYP2C19 lze opét kategorizovat na zakladé genotypu a zahrnuje EM, IM a PM. Nezadouci
vedlejsi uc¢inky, jako je prodlouzend sedace a bezvédomi, byly pozorovany po podéani
diazepamu u PM CYP2C19 (Bertilsson, 1995). Kromé toho byla u CYP2C19 PM
dokazana snizena odpovéd na protidestickové 1é¢ivo klopidogrel (Hulot et al., 2006;
Brandt et al., 2007; Mega et al., 2009). Léc¢iva s inhibitorem protonové pumpy, véetné
omeprazolu a lansoprazolu, vykazuji vyssi miru vylé€eni Zalude¢nich viedu zptisobenych
infekci Helicobacter pylori u PM nez u EM v dusledku vysSsich plazmatickych koncentraci
puvodnich 1é¢iv u PM (Sohn et al., 1997; Furuta et al., 1998). Alelické zastoupeni u
jednotlivych populaci je k nahlédnuti v ptiloze (Ptiloha 4).

CYP2E1

CYP2EL je jediny gen podrodiny CYP2E a je umistény na chromozomu 10. Jeho exprese
je nedetekovatelna v jatrech plodu, avSak b&éhem né¢kolika hodin po narozeni hladina
proteinu a jeho enzymaticka aktivita vyrazné vzrostou, ale nezavisle na mnozstvi mMRNA,
které zistava pomérné nizké (Vieira et al., 1996). Exprese v jatrech je pomérné vysoka a
variabilita hladiny proteinu CYP2E1 se jevi mezi jednotlivci jako zna¢na a korelujici s
jeho katalytickou aktivitou (Ohtsuki et al., 2012; Tan et al., 2001). Studie z roku 1995
dokonce uvadi, ze muZi disponuji o tfetinu vy$S§imi hodnotami clearance chlorzoxazonu ve

srovnani se zenami (Kim & O'Shea, 1995).

CYP2E1 je indukovan mnoha substraty (vCetné nékolika hormontl) za rtznych
patofyziologickych stavii vcetné diabetu, obezity a jaternich onemocnéni, kde je hraje

patofyziologickou roli (Caro & Cederbaum, 2004; Aubert et al., 2011; Gonzalez, 2007).

CYP2E1 vykazuje preferenci substratii s nizkou molekulovou hmotnosti, véetné¢ ethanolu,
acetonu a dalsich organickych rozpoustédel, narkotik, jako je halothan, a nekterych 1éka
véetn¢ chlorzoxazonu a paracetamolu. Existuje také mnoho znamych pramyslovych

chemikalii, toxickych latek, jakoz i prokarcinogent, které jsou také substraty CYP2E1
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(Bolt et al., 2003; Lu & Cederbaum, 2008). Ackoliv hlavnim enzymem pro oxidaci
ethanolu na acetaldehyd je alkoholdehydrogenaza (ADH), CYP2EI hraje dulezitou roli pii
zvySenych koncentracich u chronického uzivani alkoholu (Caro & Cederbaum, 2004).
Rada studii se proto podilela na zkoumani CYP2E1 a a jeho vlivu na onemocnéni jater
zpusobeném alkoholem (Cederbaum, 2006; Aubert et al., 2011).

Doposud bylo rozpoznano 7 odlisnych alel CYP2EL, coz je méné ve srovnani s jinymi

geny CYP2. Pro zadnou z téchto alel nebyl prokazan dulezity klinicky dopad.

5.13 CYP3

Enzymy podrodiny CYP3A hraji hlavni roli v metabolismu ~ 30 % klinicky pouzivanych
1é¢iv zahrnujicich téméf vSechny terapeutické kategorie (Bu, 2006; Liu et al., 2007; Zanger
et al., 2008).

CYP3A4

CYP3A4 je enzym, ktery je u vétSiny jedincti hojné zastoupen v jatrech, ale variabilita
exprese v populaci je extrémné vysoka (> 100krat), ackoli uplna absence exprese nebyla
doposud prokazana (Ohtsuki et al., 2012). CYP3A4 podstatné piispiva k metabolismu
oralné podavanych 1é¢iv diky své expresi ve stievnich enterocytech (Ding & Kaminsky,
2003; von Richter et al., 2004; Daly, 2006). Aktivni misto CYP3A4 je velké a flexibilni a
muze se prizpisobit a metabolizovat mnoho lipofilnich sloucenin s pomérn¢ velkymi
strukturami (Scott & Halpert, 2005; Hendrychova et al., 2011). Typickymi substraty jsou
imunosupresiva, jako je cyklosporin A a takrolimus, antibiotika, jako je erytromycin,
protinadorova léciva, antidepresiva, opioidy a mnoho dalsich. Je také uc¢innou steroidni
hydroxylazou s dilezitou ulohou v katabolismu nékolika endogennich steroidii vcetné

testosteronu, progesteronu a kortizolu (Fuhr et al., 2007; Liu et al., 2007).

Piestoze byl gen CYP3A4 rozsahle studovan, u vétSiny haplotypu se nepochybné neprojevil
vliv exprese nebo aktivity na farmakodynamiku nebo farmakokinetiku. Jeden nedavno
objeveny vzacny haplotyp, CYP3A4 *20, vytvaii predCasny stop kodon, jehoz vysledkem
je zkraceny protein s Uplnou ztratou funkce (Westlind-Johnsson e tal., 2006). Alelické

zastoupeni u jednotlivych populaci je k nahlédnuti v ptiloze (Ptiloha 4).
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5.2 VKORC1

Dalsim vyznamnym enzymem je VKORCI, ktery je kli¢ovy pro cyklus vitaminu K, kde
redukuje epoxid vitaminu K na samotny vitamin K (Owen et al., 2010). VKORC1 je 163
aminokyselinovy membranovy protein spojeny s endoplazmatickym retikulem a jeho
mRNA je Siroce exprimovana v mnoha ruznych tkanich (Oldenburg et al., 2006).
Dostupnost redukovaného vitaminu K ma zvlastni vyznam pro nékolik proteint
koagula¢niho faktoru, které jej vyzaduji jako kofaktor, vCetné faktoru VII, faktoru IX a
faktoru X (Garcia et al., 2008). Je terapeuticky zajimavy jednak pro svou roli piispivajici k
vysoké mezistupiiové variabilité pozadavki na kumarinovou antikoagula¢ni davku, tak i
pro jeho roli potencialniho hrace pii poruchach vyvolanych nedostatkem vitaminu K (Rost
etal., 2004).

5.3 POLYGENETICKY EFEKT CYP2C9 A VKORCI1

Ve vyse uvedenych piikladech jsou popsany varianty uvnit jednotlivych genovych lokust,
které jsou vyznamné spojeny se zménou odpovédi na 1é¢ivo nebo mirou jeho toxicity.
Piedpoklada se vsak, Ze polygenni vlivy (kombinatorické Gi€inky) vice genli na odpovéd’ na
lé¢ivo, mohou mit za nasledek velké individudlni rozdily s ohledem na klinické vysledky.
Nejlepsim piikladem je warfarin, u kterého byly ucinky dvou gend, CYP2C9 a VKORC1,
jasné definovany. Vysoky stupen interindividualni variace v odpovédi na warfarin vedl k
mnoha studiim, které se pokusily vysvétlit faktory, které ovlivituji warfarinovou odpovéd’
(Yin & Miyata, 2007; Kamali, 2006). Pied charakterizaci VKORC1 bylo znamo, ze
genotyp CYP2C9 hraje roli v metabolismu warfarinu a nasledné odpovédi (Margaglione et
al., 2000). Bylo definovano, ze zhruba 10% pozorované variability terapeutické davky
warfarinu maji za nasledek varianty genu CYP2C9. Nov¢;jsi studie vsak stale ukazuji, ze
genotyp VKORC1 se jevi jako dalsi, vétsi, prediktor davky warfarinu, a to zhruba s 25%
pozorované variability terapeutické davky (Carlquist et al, 2006; Yin & Miyata, 2007). V
roce 2007 schvalila agentura FDA farmakogenomické informace pro warfarin, které maji
byt uvedeny na etiketé ptipravku, pfi¢emz se uvadi, ze genotypy jak VKORCI, tak
genotypy CYP2C9, mohou byt uzite¢né pii stanoveni optimalni poc¢ate¢ni davky warfarinu
(Gage & Lesko, 2008). V soucasné dobé probiha fada rozsahlych randomizovanych

klinickych studii zamétenych na vyvoj globalné pouzitelné strategie davkovani warfarinu.

17



6 ENZYMY 2. FAZE BIOTRANSFORMACE

2. faze biotransformace xenobiotik obecné slouzi jako detoxikacni krok v metabolismu

1é¢iv. Metabolizujici enzymy této faze jsou vétSinou transferazy a zahrnuji:

e UDP-glukuronosyltransferazy (UGT)

e sulfotransferazy (SULT)

e N-acetyltransferazy (NAT)

e glutathion S-transferazy (GST)

e rlzné methyltransferazy (hlavné thiopurin S-methyl transferaza (TPMT) a katechol
O-methyltransferaza (COMT))

Enzymy 2. faze pfitahuji mnohem méné pozornosti klinické farmakologie nez enzymy
cytochromu P450, protoze 1€kové interakce zahrnujici tyto enzymy jsou relativné vzacné.
Nicméné snizena metabolicka kapacita téchto enzymt muze vést k manifestaci toxickych
ucinktd klinickych 1éCiv. Ackoli reakce 2. fadze jsou obecné detoxikacni, vytvofené
konjugaty mohou byt také pricinou neptiznivych G¢inkd (napt. konjugaty ptisobici jako

nosice pro potencialné karcinogenni slouc¢eniny; (Glatt, 2000).

6.1 UDP-GLUKURONOSYLTRANSFERAZA

vvvvvv

detoxikacni cestou 2. faze Vv metabolismu léCiv u vSech obratlovci. Diky formaci
glukuronidovych konjugath je u lidi metabolizovano piiblizn€ 40-70 % vSech klinickych
1éCiv. Kromé 1€kt jsou tyto enzymy zodpovédné za metabolismus mnoha karcinogend,
latek zneciStujicich Zivotni prostiedi a endobiotik (napf. bilirubin, steroidni hormony,
vitaminy rozpustné v tucich, atd.; Kiang et al., 2005; Cashman et al., 1996). UGT je
superrodina enzymil vazajicich se na membranu, kde katalyzuji tvorbu chemické vazby
mezi nukleofilnim atomem O-, N-, S- nebo C- skyselinou uridin5'-difosfo-a-D-
glukuronovou (UDPGA). Tato reakce vede k vytvofeni piislusnych P-D-glukuronidu (obr.

[11), které jsou snadno odstranitelné moci nebo Zluci.
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UDPGA nukleofilni substrat B-D-glukuronid uridin difosfat

Obr. 111: Konjugace nukleofilniho substratu s kyselinou uridin5'-difosfo-a-D-glukuronovou
(UDPGA).

V soucasné dobé byly u lidi identifikovany 4 rodiny UGT: UGT1, UGT2, UGT3 a UGTS.
Prvni dvé rodiny, UGT1 a UGT2, pouzivaji UDPGA k glukuronidaci endo- a xenobiotik.
Enzymy UGTS hraji roli vnervovém systému, kde wvyuzivaji UDP-galaktézu na
galaktosidasové ceramidy, coz je dilezity krok pti syntéze glykosfingolipidl a cerebrosidi.
Funkce rodiny UGT3 byla dlouho nejasna, ale studie zroku 2008 identifikovala gen
UGT3AL1 jako N-acetylglukosaminyltransferazu (Mackenzie et al., 2008).

Vice nez 50 mutaci v genu UGT je pfic¢inou Crigler-Najjarova syndromu typu | a Il
(Labrune et al., 1989). Dalsim syndromem, ktery je zptisoben mutaci v UGT1 je Gilbertiv
syndrom, coZz je autozomalné¢ dominantni porucha a zpisobuje benigni, mirnou,
nekonjugovanou hyperbilirubinémii, ktera se nachazi ptiblizné u 10% populace (Ehmer et
al., 2008).

Studie v lidském UGT neprokazaly farmakogenetickou vyznamnost jako napiiklad u
kocek, které vykazuji kvili UGT1AG6 deficitni hladiny paracetamolu (Court & Greenblatt,
1997)

6.2 SULFOTRANSFERAZA

Sulfotransferazy (SULT) jsou enzymy supergenové rodiny, které katalyzuji konjugaci 3'-
fosfoadenosin 5'-fosfosulfat (PAPS) s O-, N- nebo S- akceptorovou skupinou vhodné
molekuly (obr. 1V). Systém sulfotransferaz je pravdépodobné hlavnim detoxika¢nim
enzymovym systémem Ve vyvijejicim se lidském plodu, jelikoZz u plodu ve 20. tydnu
téhotenstvi nebyly detekovany zadné UGT transkripty (Strassburg et al., 2002). Lidské
fetalni jaterni cytosolické frakce prokazaly vyznamnou sulfotransferazovou aktivitu vici
velkému mnozstvi substratii jako naptiklad kortizolu, dopaminu, paracetamolu,

testosteronu, atd. (Ring et al., 1999).
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Obr. IV: Obecna reakce katalyzovana SULT.

Sulfonace ma vyznamnou roli v biotransformaci fady endogennich nizkomolekularnich
latek sloucenin (steroidi, katecholamind, serotoninu, atd.; Glatt & Meinl, 2004). Navic je to
dilezita cesta pii biotransformaci ¢etnych xenobiotik, jako jsou naptiklad 1éky (Gamage et
al., 2006). Na druhou stranu, prokarcinogeny vyuZzivaji sulfonace k pfeméné na vysoce
reaktivni meziprodukty, které mohou pisobit jako chemické karcinogeny a mutageny

navazané kovalentni vazbou na DNA (Surh, 1998).

Vyznamnym jednonukleotidovym polymorfismem vyskytujicim se vgenu SULT
v lidskych jatrech je SULT1AL, jez zplsobuje zménu tepelné stability a u mutovanych
homozygotli snizuje aktivitu sulfotransferazy. Tato mutace se vyskytuje v kavkazské
populaci s frekvenci 25,4 - 36,5 % (Glatt & Meinl, 2004). Dale bylo prokazano, ze
polymorfismus SULT1A1 muze hrat roli ve vyvoji rakoviny plic (Arslan et al., 2009),
urotelialniho karcinomu (Huang et al., 2009) a meningiomalnich mozkovych nadort
(Bardakci et al., 2008).

6.3 N-ACETYLTRANSFERAZA

Jaterni N-acetyltransferazy (NAT) dospélych se podileji na biotransformaci aromatickych
amini a hydrazini pfenosem acetylové skupiny z acetylkoenzymu A na volnou
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aminoskupinu matetfské slouceniny (obr. V). NAT katalyzuji aktivaci aromatickych a
heterocyklickych aminti prostiednictvim O-acetylace, zatimco N-acetylace mateiskych

amint je povazovana za detoxifika¢ni krok (Hein et al., 2000).

R R
AcCoA HS-CoA

Obr. V: Acetylace arylamini N-acetyltransferazou

Arylamin N-acetyltransferazy jsou ptitomné v eukaryotickych organismech vcetné lidi a
jejich existence byla potvrzena také u prokaryot (Payton et al., 1999). U lidi jsou znamy
dvé formy, NAT1 a NAT2. Lidsky NAT1 a NAT2 maji rtizné substratové specificity.
Typické specifické substraty pro NAT1 jsou: kyselina p-aminobenzoova (PABA), kyselina
p-aminosalicylova a p-aminobenzylglutamat. NAT2 poskytuje hlavni cestu pro detoxikaci
léciv, jako je isoniazid (antituberkulotikum), hydralazin (antihypertenzivum) a

sulfonamidy (antibakterialni l1éky; Kawamura et al., 2005)

Arylamin N-acetyltransferazy, NAT1 a NAT2 jsou enzymy kodované polymorfnimi geny.
Genotyp pak odpovida tzv. acetylatnimu fenotypu, kdy variantni alely koduji rozdilné
metabolické kapacity enzymu. Je mozné tedy diferencovat pomalé, stiedni a rychlé
acetylacni fenotypy. Rychlda a pomala acetylace je pak predispoziénim faktorem pro
citlivost jednotlivell na toxicitu pfi vystaveni velkému mnoZstvi arylamind. Frekvence
konkrétni mutace v lokusech NAT zavisi na rasovém a etnickém ptivodu. Analyza fenotypt
také odhalila souvislost mezi genotypem pomalé acetylace NAT2 a rizikem vzniku
nékolika forem rakoviny, jako napfiiklad rakovinou plic, tlustého stfeva, jater nebo

mocového mechyre (Agundez, 2008).

6.4 GLUTATHION S-TRANSFERAZA

Glutathion S-transferazy (GST), jsou jedny z hlavnich enzymi 2. faze biotransformace
xenobiotik a hraji dtlezitou roli v bunétné ochrané proti oxida¢nimu stresu. GST je rodina
enzymi, které katalyzuji tvorbu glutation S- konjugati mezi endogennim tripeptidem
glutathionem a xenobiotickymi slouc¢eninami (Obr.VI). GST mohou katalyzovat velké
mnozstvi reakci vcetné nukleofilnich aromatickych substituci, izomeraci a redukci

21



hydroperoxidii. Dale metabolizuji fadu endogennich sloucenin, jako naptiklad

prostaglandiny a steroidy (van Bladeren, 2000).

o 5-R
HH‘U/CDDH st HQN\‘/\)LNH NHV‘,.-CDDH
+wenobiotikum (RX) — o
(o]

5H
o COOH

AL

COOH

glutathion glutathion-5-konjugat

Obr. VI: Tvorba glutathionového konjugatu.

Zda se, ze hlavni biologickou funkci glutathiontransferaz je obrana proti reaktivnim a
toxickym elektrofiliim, jako jsou reaktivni druhy kysliku (superoxidovy radikal a peroxid
vodiku), které vznikaji pfi normdlnich metabolickych procesech. Mnoho z nich je tvofeno
bunikami béhem oxida¢ni reakce katalyzované cytochromem P450 a jinymi oxidazami
(Sheehan et al., 2001). Substraty pro GST jsou vSechny slouceniny schopné reagovat s
thiolovou skupinou glutathionu. Jsou to elektrofilni slouceniny, jako jsou epoxidy,

chinony, sulfoxidy, estery, peroxidy a ozonidy (Hayes & Strange, 2000).

Ve skupinach gentt GST bylo identifikovano nékolik typu variantnich alel. Jedinci
postradajici GST-M1, GST-T1 a GST-P1 geny maji vetsi incidenci vyskytu rakoviny
moc¢ového meéchyte, prsu a plic. Dale bylo zjisténo, ze ztrata téchto geni zvySuje
nachylnost k astmatu a alergiim, aterosklerdzae a revmatoidni artritidé (Ruzza et al., 2009;

Hayes et al., 2005; van Bladeren, 2000).

6.5 THIOPURIN S-METHYLTRANSFERAZA

Thiopurin S-methyltransferaza (TPMT) je enzym katalyzujici S-methylaci aromatickych
heterocyklickych sulfhydrylovych sloucenin véetné protinadorovych a imunosupresivnich
thiopurint, jako je 6-merkaptopurin (6-MP), 6-thioguanin (6-TG) a azathioprin. Tato
léciva se pouzivaji k 1é€bé akutni lymfoblastické leukémie, autoimunitnich poruch,
zanétlivého onemocnéni stiev a piijemct transplantovanych organd (Weinshilboum, 2001).
Thiopuriny 6-MP, 6-TG a azathioprin jsou proléciva, ktera je tfeba aktivovat hypoxanthin-
fosforibosyltransferazou. Metabolickd pfeména pomoci TPMT vede k tvorbé neaktivnich

methylovanych metabolitd (Oselin & Anier, 2007). ZhorSena aktivita TPMT pak
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zpusobuje hromadéni thiopurinovych nukleotidii a projevuje se cytotoxicitou vedouci ve

vétsing piipada K selhani hematopoézy.

Uroveti aktivity TPMT v lidskych tkanich je regulovana mnoha genetickym polymorfismy.
Frekvence alel pro geneticky polymorfismus jsou takové, ze~1 z 300 pacientt kavkazské
populace je nositelem dvou mutovanych alel (mutovany homozygot), jez se projevuje
velmi nizkou enzymatickou aktivitou. Zhruba 11% pacientt je heterozygotnich a vykazuji
tak stfedni enzymatickou aktivitu (Schaeffeler et al., 2004). V roce 2008, bylo
identifikovano 23 alel, coz mize souviset s velkymi interindividualnimi rozdily v toxicité
thiopurinového 1éCiva a terapeutické ucinnosti (Ujiie et al., 2008). Lidé s geneticky
uréenou nizkou nebo stedni aktivitou TPMT maji vyssi riziko vedlejSich ucinkl pfi 1écbé
standardnimi davkami thiopurinti. Na druhé strané, wild-type jedinci s vysokou aktivitou
TPMT maji nizsi riziko toxicity, ale nelze pfi standardnich davkach dosahnout optimalni
koncentrace 1é¢iva v krvi. V tomto ptipad¢ pak existuje zvySené riziko relapsu leukémie

(Jones et al., 2007).

6.6 KATECHOL-O-METHYLTRANSFERAZY

Katechol-O-methyltransferaza (COMT) je zodpovédna za pienos methylové skupiny z S-
adenosylmethioninu na katecholaminy. Tato O-methylace je jednou z hlavnich
degradac¢nich drah katecholaminovych transmiterti. COMT hraje klicovou roli pti modulaci
funkci zavislych na katecholu, jako jsou napiiklad kardiovaskularni funkce a zpracovani
bolesti. Substraty COMT zahrnuji nejen neurotransmitery jako je norepinefrin, epinefrin a
dopamin, ale také 1éky majici katecholovou strukturu pouzivané pii 1é€bé hypertenze,
astmatu a Parkinsonovy choroby (Shield et al., 2004). COMT je intracelularni enzym
umistény v postsynaptickém neuronu a je pfitomen v sav¢ich buitkach ve dvou formach: v
cytoplazmatické rozpustné formé¢ a ve form¢€ vdzané na membranu umisténou na
cytosolické strané¢ hrubého endoplazmatického retikula (Ulmanen et al., 1997). Byl
identifikovan funkéni SNP v genu pro katechol-O-methyltransferazu (vall08/158met),
ktery urCuje, zda bude enzymatickd aktivita nizka, stfedni ¢i vysoka, pfiCemz mize byt u
variantnich alel snizena 3-4x vice nez u wild-type alely (Nackley et al., 2009). Studie
tohoto polymorfismu také naznacuji, jeho asociaci S pozdnim nastupem (> 25 let)
alkoholismu (Sery et al., 2006).
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7 ZPUSOB URCOVANI DAVKOVANI LECIV

7.1 VOLNE PRODEJNE LEKY

Voln¢ prodejné 1éky maji nastavené davkovani zpravidla podle véku. Naptiklad ptibalova
informace 1éku Ibalgin 400 doporucuje davkovani stejné pro dospivajici od véku 12 let az
do dospélosti, tzn. uziti 1 potahované tablety 3x denné do tstupu obtizi. Naproti tomu Vv
ptibalovém letaku pro Paralen 500 je uvedeno davkovani na zékladé rozdéleni pacientii do
tii vékovych skupin: na déti do 6 let, kterym je doporucen jiny vyrobek (Paralen 125), déti
ve vékovém rozmezi od 6 do 15 let, kterym se podava 0,5-1 tableta kazdych 6 hodin a
dospélé, ktefi uzivaji 1-2 tablety n¢kolikrat denné dle potieby.

Tento zpusob davkovani neni z hlediska mozné rozdilnosti t€lesné vahy idealni, a tak je
nedostate¢né davkovani u silngjSich jedincii nebo ptedavkovani u hubenéjSich béznym
problémem ve farmacii. Predpovidani primérné davky, kterd je GCinna pro vSechny
jedince, je velmi naro¢né, vzhledem k faktu, ze télesna hmotnost zasadné ovliviujé to, jak
davka pusobi v téle (Knopf et al., 2013). Problém s jednotnym davkovanim dle véku mize
nastat napiiklad v multietnicitnich zemich, jelikoZ je prokdzana vahova diference mezi

adolescenty napii¢ riznymi etniky, a to zejména u divek (Neumark-Sztainer et al., 2002).

7.2 LEKY NA PREDPIS

Davkovani 1€kl na predpis je obvykle zaloZeno na télesné hmotnosti. Léky jsou vzdy
doprovazeny sadou pokynt od lékafe, které pacienta nasmeéruji ke spravné frekvenci
davkovani doporuc¢ené davky v miligramech nebo mikrogramech na kilogram télesné
hmotnosti. Pravé u 1ékd, u kterych je zapotiebi vice dennich davek, musi vzit 1ékaf v uvahu
informace tykajici se celkového mnozstvi 1€ku, které 1ze bezpecné pouzit za jeden den, a
racionaln¢ rozdelit celkovou denni davku na G¢inné davky uzivané v intervalech vhodnych
pro pacienta v ramci jednoho dne. V piipadé jednotlivych davkovych scénart se k urceni
bezpecné jednorazové davky pouzije télesna hmotnost pacienta a doporucena davka Iéku v

miligramech na kilogram (Pan et al., 2016).
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8 SPOTREBA LECIV V CESKE REPUBLICE

Statni ustav pro kontrolu 1é¢iv (SUKL) zvefejiiuje pouze souhrnné informace o dodavkach
1é&ivych piipravk, nikoliv jejich konkrétni spotiebu. Distribuci 16¢iv do Ceské republiky
jsou dle zdkona povinni ohlasit velkodistributoii dodavajici 1éCiva lékarnam, osobam a
institucim poskytujicim zdravotni péci nebo transfuzni sluzby, Iékaiim, veterinarnim
lékattim a dalsim distributorim. SUKL zvefejiiuje dle § 99 odst. 1 pism. d) zakona o
1é¢ivech dodavky IéCivych pripravka s rozliSenim podle 1é¢ivé latky, ktera je v nich
obsazena a podle cesty podani. Déle podle § 99 odst. 5 zakona plati, ze udaje, které byly
Ustavu poskytnuty distributory podle § 77 odst. 1 pism. f) zakona se poskytuji tak, aby s

prihlédnutim k okolnostem nebylo mozné urcit nebo zjistit, které¢ osoby se tento tidaj tyka.

Diky témto vefejné dostupnym informacim na strankach SUKL bylo mozné odhadnout
celkovou spotiebu 1é€ivych latek a na zaklad¢ dat z jednotlivych kvartalll sestavit zebticek
(tabulka I1) nejuzivanéjsich 1é¢ivych latek za rok 2019. Z dat byla viditelna zména tykajici
se zejména sezOnnich 1é¢iv (napf. xylometazolinu), kdy jejich spotieba byla v prvnim a
¢tvrtém kvartalu nejvyssi. I pres tyto odchylky po zprimeérovani dat z jednotlivych

kvartali nebylo celkové potadi léCivych latek zasadn€é pozménéno.
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Tab. 11I: Distribuce 16¢iv v CR v roce 2019 (data byla pfevzata a zpracovana [online]).

Nazev Cesta podani Pocet baleni
1. Ctvrtleti 2. Ctvrtleti | 3. Ctvrtleti | 4. Ctvrtleti | celkem

1. | IBUPROFEN Peroralni 1964441 | 1738650 1878510 | 2083415 7 665 016
2. | PARACETAMOL Peroralni 1828422 | 948056 | 1875266 | 1201263 5853 007
3. | PARACETAMOL, KOMBINACE KROME | Peroralni 1352430| 687822 | 1087659 | 1215365 4343276

PSYCHOLEPTIK
4. | METFORMIN Peroralni 1025150 | 997932 899982 | 1194871 4117 935
5. | XYLOMETAZOLIN Nosni 1044951 | 612331 | 1227312 971205 3855 799
6. | ATORVASTATIN Peroralni 857178 | 871805 754 987 889 682 3373652
7. | KYSELINA ACETYLSALICYLOVA Perorélni 724923 | 681942 652 721 694 984 2754570
8. | ALOPURINOL Peroralni 630051 | 734256 598420 | 724423 2687 150
9. | SODNA SUL LEVOTHYROXINU Perorélni 692271 | 675338 654 216 659 134 2 680 959
10. | OMEPRAZOL Peroralni 653312 | 600062 571015 661 141 2485 530
11. | TRAMADOL A PARACETAMOL Perorélni 546157 | 563212 595921 622 286 2327576
12. | METOPROLOL Peroralni 554847 | 598123 545060 | 564451 2262481
13. | BISOPROLOL Perorélni 543715 | 589821 510 754 611536 2255 826
14. | ROSUVASTATIN Peroralni 522854 | 566712 500 897 565 830 2156 293
15. | RAMIPRIL Perorélni 511816 | 545132 480 532 523 408 2060 888
16. | DIKLOFENAK Kozni 465139 | 506997 472 791 541317 1986 244
17. | ZOLPIDEM Peroralni 481886 | 479384 440203 470010 1871483
18. | AMBROXOL Perorélni 658933 | 225532 313984 625 284 1823733
19. | FYTOFARMAKA A ZIVOCISNE Peroralni 534223 | 349191 356 104 519 150 1758 668

PRODUKTY (CESKA ATC SKUPINA)
20. | HOMEOPATIKA (CESKA ATC Peroralni 436234 | 387381 389404 | 446845 1659 864

SKUPINA)
21. | ALPRAZOLAM Peroralni 443034 | 386383 389 939 424592 1643948
22. | KYSELINA ACETYLSALICYLOVA Peroralni 429666 | 235263 283 634 694 984 1643 547
23. | NIMESULID Peroralni 401691 | 386975 388 841 336 216 1513723
24. | OXYMETAZOLIN Nosni 478431 | 260329 342 648 387157 1468 565
25. | KYSELINA ASKORBOVA (VITAMIN C) | Peroralni 423230 | 164152 320372 400 337 1308 091
26. | ACETYLCYSTEIN Peroralni 521529 139308 314 806 329 097 1304 740
27. | AMOXICILIN A INHIBITOR BETA- Peroralni 511 869 78 436 337113 366 382 1293 800

LAKTAMASY
28. | ERDOSTEIN Perorélni 461593 | 231356 187 757 406 254 1286 960
29. | ANTITUSIKA A EXPEKTORANCIA Peroralni 443221| 127737 207 976 419121 1198 055
30. | PERINDOPRIL Peroralni 389331 | 401363 371191 420 801 1193355
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8.1 FARMAKOGENETICKY OVLIVNENA LECIVA

Dostupné studie prokazuji, ze ze tiiceti 1é¢iv uvedenych v tabulce Il je geneticky

ovlivnén metabolismus deviti z nich.

Tab. IV: Vybrana 1é¢iva z tabulky Ill, jejichz metabolismus je ovlivnén genetickymi
predispozicemi, jako jsou genetické polymorfismy v genech enzymut 1. ¢i 2. faze

biotransformace.

1 IBUPROFEN 7 665 016
6. ATORVASTATIN 3373 652
8. ALOPURINOL 2 687 150
10. OMEPRAZOL 2485530
11. TRAMADOL A PARACETAMOL 2327 576
12. METOPROLOL 2262481
14, ROSUVASTATIN 2156 293
16. DIKLOFENAK 1986 244
27. AMOXICILIN A INHIBITOR BETA- 1293 800
LAKTAMASY

IBUPROFEN

1. v zeb¥i€ku distribuce 1é¢iv v CR za rok 2019: 7 665 016 baleni

........

revmatoidy, osteoartrozy, horecky a pii zmirnéni stfedné bolestivé bolesti (Chen et al.,
2008). U lidi je ibuprofen vyluCovan pievazné hepatickou biotransformaci. Je
metabolizovan primarné v jatrech pomoci CYP2C9 (Leemann et al., 1992), pfi¢emz mize
hrat roli také CYP2C8 (Martinez et al., 2005). Jednotlivci homozygotni nebo dvojité
heterozygotni pro alely CYP2C8 * 3 a CYP2C9 * 3 (~ 8% populace) maji extrémné nizkou
miru clearance ibuprofenu (Garcia-Martin et al., 2005; Lopez-Rodriguéz et al., 2008).

ATORVASTATIN
6. v zebFi¢ku distribuce 1é¢iv v CR za rok 2019: 3 373 652 baleni

Atorvastatin je indikovan k 1écbé nckolika typd dyslipidemii, vcetné primarni
hyperlipidémie a smiSené dyslipidémie u dospélych, hypertriglyceridémie, primarni
dysbetalipoproteinémie, homozygotni familiarni hypercholesterolémie a heterozygotni

familiarni hypercholesterolémie u dospivajicich se selhanim dietnich uprav.
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Dyslipidemii charakterizuje zvySeni plazmatického cholesterolu, triglyceridii nebo obou,
stejné tak 1 pritomnost nizkych hladin lipoproteinu o vysoké hustoté. Tento stav
predstavuje zvySené riziko rozvoje aterosklerdézy (Lee et al., 2005). Je prokdzano, ze
izoforma CYP3A4 je odpovédna za tvorbu hydroxylovych metaboliti atorvastatinu (Park
et al., 2008). Vysledky studii také naznacuji, ze pritomnost alely G pro polymorfismus -
260A> G (alela CYP3A4*1B) vykazuje lepsi odpovéd’ na atorvastatin, coz je také spojeno s
nizs8i aktivitou CYP3A4 in vivo, a tedy zvySenou aktivitu atorvastatinu (Rosales et al.,
2012).

ALOPURINOL

8. v Zeb¥itku distribuce 16¢iv v CR za rok 2019: 2 687 150 baleni

Allopurinol je inhibitor xanthinoxidazového enzymu a je povazovan za jedno z
nejucinnéjsich 1éCiv pouzivanych ke snizovani hladin urdth a Casto se pouziva pii 1é€be
chronické dny (Seth et al., 2014). Allopurinol je vSak také jednou nejcastéjSich pficin
reakce zplsobujicich vyznamné neptiznivé kozni Gcinky, které zahrnuji ptecitlivélost na
lé¢ivo, tzv. Stevensiv-Johnsonlv syndrom, ale také toxickou epidermalni nekroldzu.
Variantni alela lidského leukocytového antigenu (HLA) -B, HLA-B*58 je signifikantné
asociovana s alopurinolindukovanymi nepfiznivymi koznimi ucinky, kdy 100%
testovanych pacienti populace chan trpicich témito koznimi obtizemi mélo v genotypu
variantni alelu (Hung et al., 2005). Tuto skutecnost potvrzuji i dalsi studie provedené u
evropské, korejské, japonské a thajské populace, kdy se prevalence HLA-B*58 pohybuje
v rozmezi od 55-100% (Lonjou et al., 2008; Tassaneeyakul et al., 2009; Kang et al., 2011;
Kaniwa et al., 2008).

OMEPRAZOL

10. v Zeb¥icku distribuce 16¢iv v CR za rok 2019: 2 485 530 baleni

Omeprazol je inhibitor protonové pumpy, ktery se pouziva k 1é¢bé poruch souvisejicich s
zalude¢ni kyselinou. Tyto poruchy mohou zahrnovat gastroezofagedlni refluxni chorobu
(GERD), peptickou viedovou chorobu a dal$i onemocnéni charakterizovand nadmérnym
vylu¢ovanim Zzalude¢ni kyseliny (Strand et al., 2017). Je metabolizovan primarné

prostiednictvim CYP2C19 a CYP3A4 (Shi & Klotz, 2008). Homozygotni pomali
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metabolizatoti alel CYP2C19 * 2 a * 3 maji vySsi systémovou expozici omeprazolu ve

srovnani s homozygotnimi extenzivnimi metabolizatory (Klotz, 2006; Wang et al., 2010).

TRAMADOL A PARACETAMOL

11. v Zeb¥i€ku distribuce 1é¢iv v CR za rok 2019: 2 485 530 baleni

Tramadol je centralné pusobici syntetické opioidni analgetikum a inhibitor zpétného
vychytavani serotoninu (SNRI), ktery strukturné souvisi s kodeinem a morfinem. Lisi se od
jinych tradicnich opioidnich 1€k v tom, Ze neplsobi pouze jako opioidni agonista, ale
ovliviiuje také monoaminy modulaci ucinkli neurotransmiterti zapojenych do modulace
bolesti, jako je serotonin a norepinpehrin, které aktivuji sestupné inhibi¢ni drahy bolesti

(Wiffen et al., 2017).

Studie provadéné u pacient s pooperacni bolesti prokazaly, Ze jedinci bez aktivniho
enzymu CYP2D6 (pomali metabolizatoti) potiebuji piiblizné o 30% vyssi davky tramadolu
nez pacienti s normalni aktivitou CYP2D6 (intermediarni metabolizatoii; Stamer et al.,
2003). Genotypizace je také uzite¢na u pacientll s duplikaci genu CYP2D6 (ultrarychli
metabolizafi), jelikoz tito pacienti maji veétsi riziko rozvoje nezadoucich U€inkl uzivani

tramadolu (Kirchheiner et al., 2008; Stamer et al., 2008).
METOPROLOL

11. v Zeb¥icku distribuce 16¢iv v CR za rok 2019: 2 262 481 baleni

Metoprolol je selektivni B-1 blokator, ktery se bézné pouziva k 1écbé€ stavil, jako je vysoky
krevni tlak, srde¢ni selhani a angina pectoris. Prochazi piedsystémovym metabolismem,
ktery pokryva ptiblizné 50% podané davky. Signifikantni roli v metabolismu metoprololu
hraje aktivita CYP2D6 aktivita CYP3A4 (Bahar et al., 2018).

Vyskyt CYP2D6 * 5/ * 17 je spojen se snizenym metabolismem metoprololu u zdravych
jedincu v africké populaci ve srovnani s CYP2D6 * 17 / * 17 + * 1/ * 1 (Wennerholm et
al., 2002). Dale bylo zjisténo, Ze prumérna clearance peroralné uzivaného metoprololu byla
vyssi u CYP2D6 EM ve srovnani s CYP2D6 IM u zen mezi 22.-26. a 34.-38. tydnem
téhotenstvi (Ryu et al., 2016). Pacienti s hypertenzi a genotypem CYP2D6*46 jsou také
postizeni snizenym metabolismem metoprololu ve srovnani s wild-type alelou CYP2D6*1

(Zineh et al., 2004). Japonsti pacienti homozygotni pro alelu *10 méli 0 64% clearance
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1é¢iva ve srovnani s pacienty homozygotnimi pro wild-type alelu (* 1 / * 1) nebo

nesoucimi * 2 alelu (Taguchi et al., 2004).

ROSUVASTATIN
14. v zeb¥i€ku distribuce 1é¢iv v CR za rok 2019: 2 156 293 baleni

Rosuvastatin a dalsi Iéky ze skupiny statini vcetné atorvastatinu, pravastatinu,
simvastatinu, fluvastatinu a lovastatinu jsou povazovany za prvni moznosti 1éCby
dyslipidemie (Anderson et al., 2016). Piedepisovani statinovych 1€kt je povazovano za
standardni postup po prodélanych kardiovaskularnich piihodach a u lidi se stfednim az
vysokym rizikem rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni (Grundy & Stone, 2019).
Rosuvastatin je metabolizovan hlavné¢ CYP2C9. Vyluc€uje se predevsim stolici (90%) a

eliminacéni polocas je ptiblizn¢ 19 hodin.

Studie u velkého vzorku pacientt (n=6989) prokazuji, ze genotypy AG + GG u
polymorfismu rs10455872 (gen LPA) jsou spojeny se snizenou odpovédi na rosuvastatin
ve srovnani s genotypem AA (Chasman et al., 2012). Dale bylo prokazano, Ze alela T u
rs2231142 je spojena se zvySenymi plazmatickymi koncentracemi rosuvastatinu ve
srovnani s alelou G (DeGorter et al., 2013).

DIKLOFENAK

16. v Zeb¥i€ku distribuce 1é¢iv v CR za rok 2019: 1 986 244 baleni

v

Diklofenak je nesteroidni protizanétlivé 1écivo (NSAID). NSAID inhibuji cyklooxygenazu
1 a 2, coz jsou enzymy zodpoveédné za produkci prostaglandinti, které prispivaji k zanétu a
signalizaci bolesti. Diklofenak, stejné¢ jako jiné NSAID, se Casto pouziva k tlumeni akutni a
chronické bolesti a 1écbeé zanéth rizného ptuvodu. Metabolismus diklofenaku probiha
pomoci hydroxylace a glukuronidace. Hlavnim hydroxylacnim produktem je 4-
hydroxydiklofenak, ktery je generovan CYP2C9 (Boerma et al., 2014). Varianta CYP2C9
* 1/ * 8 je spojena se snizenym metabolismem diklofenaku u zdravych jedinct ve

srovnani s CYP2C9 * 1 /* 1 (Llerena et al., 2014).
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AMOXICILIN
27. v zeb¥icku distribuce 1é¢iv v CR za rok 2019: 1 293 800 baleni

Amoxicilin je antibiotikum pouzivané k léCbé mnoha bakteridlnich infekci, vcetné
akutnich zanéth stfedniho ucha, streptokokové faryngitidy, pneumonie, koznich infekei,
infekci mocovych cest, lymskych onemocnéni a chlamydiovych infekci. Amoxicilin
kompetitivné inhibuje penicilin-vazajici protein 1 a dal$i penicilin-vazajici proteiny S
vysokou molekulovou hmotnosti (Sauvage & Terrak, 2016). Bez ptisobeni proteint
vazajicich penicilin bakterie upreguluji autolytické enzymy a nejsou schopny vytvaret a

opravovat bunécnou sténu, coz vede k bakteriocidnimu uéinku (Akhavan & Vijhani, 2019).

Inkubace s lidskymi jaternimi mikrozomy vedla k detekci 7 metabolitii, pficemz mnoho
Z nich podstoupilo jinou biotransformacni reakci, a to hydroxylaci, oxidaéni deaminaci,

oxidaci alifatického fetézce, dekarboxylaci a glukuronidaci (Szultka et al., 2014).

Co se tyCe vlivu polymorfismt v biotransformujicich enzymech, bylo prokazano, ze
CYP2C19 * 1/ * 1 je spojen se snizenou odpovédi na amoxicilin a omeprazol u lidi s
infekci Helicobacter (Furuta et al., 1998) a gastritidou (Saito et al., 2015) ve srovnani s
CYP2C19*1/*2+*1/*3.
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9 CILE PRACE

Vypracovat resersi priblizujici metabolismus 1éCiv a S nim souvisejci klinicky
vyznamné genové polymorfismy.

Shromazdit data z dostupnych studii o prevalenci vyskytu jednotlivych
polymorfismi a jejich vyznamnosti ve farmakoterapii.

Vybrat vhodné metody molekularni biologie k detekci téchto polymorfisma a
osvojit si zéklady spravné laborni praxe.

Porovnat vysledky pouzitych metod.

Na zékladé vysledki a dostupnych dat vyvodit odpovidajici zavéry.
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10 METODIKA

ODBER BIOLOGICKEHO MATERIALU

Odbér genetického materidlu ve formé plné periferni krve probihal v ramci spoluprace
s odbérovymi klinickymi centry EUC Ceské republiky. Odebrané vzorky byly uchovany ve
zkumavce s ptimeési antikoagulaéniho ¢inidla EDTA. Vzorky byly bud’ zpracovany ihned
po jejich pfijeti, nebo byly uskladnény v lednici pii teploté¢ 4°C. Z ¢asti spoluprace
probihala s laboratoti BIOCEV, ktera poskytla jiz hotové izolaty nekterych vzorkit DNA

ziskané klasickou nekomer¢ni vysolovaci metodou.

INFORMOVANY SOUHLAS

V ptipad€ zpracovani klinického biologického materidlu bylo nutné od pacientli ziskat
spole¢né s dodanym vzorkem informovany souhlas s laboratornim vySetfenim, ktery jasné
informuje 0 didvodu vysetfeni, o pozadavcich na skladovani vzorku pro dal$i mozné

pouziti, popt. o likvidaci vzorku. Takto podepsany dokument je archivovan laboratofi.

IZOLACE DNA Z PERIFERNI KRVE

Izolace DNA z leukocytti periferni krve probihala za pouziti komeréniho kitu GeneAll
Exgene™ Clinic SV Mini (SK168 GL _001_D, GeneAll) a bylo postupovano dle

doporuceni vyrobce. Pfipadné odchylky od protokolu jsou popsany nize.

Tab. V: Pouzité reagencie a jejich objemy pro izolace DNA z plné krve za pouziti kitu
GeneAll Exgene™ Clinic SV Mini

REAGENCIE OBJEM 1 IZOLACE (nl)
Proteinaza K (koncentrace 20mg/ml) 40
BL pufr 200
100% ethanol 400
BW pufr 600
TW puf 700
AE pufr 50
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Pted samotnou izolaci byly pro kazdy vzorek pfipraveny 1,5 ml zkumavky, které byly
fadné oznadeny ptislusnym LIC, jenz bylo ptidéleno po pfijeti vzorku se Zadankou. Poté
bylo nutné vytemperovat suchou lazen (TDB-120, Dry block thermostat, bioSan) na 56°C.
Déle bylo postupovano dle protokolu. Pfi poslednim kroku se ndm osvédcilo napipetovat
supernatant znovu na kolonku, tu pak zcentrifugovat a nepfidavat dalSich 50 ul AE pufru.

Vysledna koncentrace takto ziskanych izolath byla vyssi.

Meéreni koncentrace izolata

Meéfeni koncentrace vyizolovanych vzorkii probihalo na pfistroji Quibit Fluorometr 2.0,
(Invitrogen-Thermo Fisher Scientific) za pouziti AccuGreen Broad Range dsDNA
Quantitation Kit ve specialnich 0,5 ml mikrozkumavkéch (Qubit Assay Tubes, Invitrogen),
které byly pfed pouzitim fadné¢ oznaceny. Pfed samotnym meéfenim bylo nutné nechat
vytemperovat standardy (AccuGreen™ Standard 1 o koncentraci 0 ng/ pul a AccuGreen™
Standard 2 o koncentraci 100 ng/ ul) a kvantifika¢ni roztok (AccuGreen™ Solution) na
RT. Pro kalibraci pfistroje bylo pouzito 190 pl kvantifikaéniho roztoku a 10 pl

jednotlivych standardt.

Po kalibraci pfistroje bylo mozné méfit samotné vzorky. Smichanim 195 pl
kvantifikacniho roztoku s 5 pl izolatu vznikla smés, kterd se mohla po dvouminutové
inkubaci pfi RT vlozit do pfistroje. Vystupni hodnotu koncentrace DNA bylo nutné fadné

zaznamenat.

10.1 ANALYZA DAT

10.1.1 PCR RFLP PRO DETEKCI VARIANT V GENECH MTHFR A
NQO1

Metoda RFLP PCR (Restriction Fragment Length Polymorphism analyza) se sklada
z n€kolika kroku. Prvnim krokem je amplifikace fragmentu genomu obsahujiciho
testovanou variantu genu pomoci PCR, kdy je tsek ohranicen specifickymi primery. PCR
produkt je vizualizovan pomoci gelové elektroforézy. Nasleduje St€peni amplifikovaného
fragmentu s vhodnym restrikénim enzymem a detekce restrik¢nich fragment opét pomoci
gelové elektroforézy. Rozdily ve variabilité genu jsou detekovatelné diky tvorbé rtzné

dlouhych fragmenti.
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POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE

Sekvence primerti pouzitych pro detekci polymorfismii v genech MTHFR A1298C,
MTHFR C677T a NQOL1 jsou uvedeny v tabulce VI.

Tab. VI: Sekvence pouzitych primert

Primer: Sekvence:

NQO1 forward 5°-AAGCCCAGACCAACTTCT-3¢ (Bian et al., 2008)
NQOL1 reverse 5-GCGTTTCTTCCATCCTTC-3‘(Bian et al., 2008)
MTHFR A1298C forward 5-ATGTGGGGGGAGGAGCTGAC-3¢ (van der Put et al., 1998)
MTHFR A1298C reverse 5‘-GTCTCCCACTTACCCTTCTCCC-3* (van der Put et al., 1998)
MTHFR C677T forward 5’-TGAAGGGAGAAGGTGTCTGGGGGA-3¢ (Frosst et al., 1995)

MTHFR C677T reverse 5’-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3¢(Frosst et al., 1995)

Ptiprava vSech reakénich mixii pro PCR reakce probihala v dekontaminovaném
laminarnim boxu v nachlazeném adaptéru. VSechny potiebné vzorky a reagencie byly pied

pouzitim fadn¢€ zvortexovany a stoceny.

Priprava PCR reakce u NOO1

Do 1,5 ml zkumavky byl pfipraven z reagencii uvedenych v tabulce VII spole¢ny master
mix, jehoZz vysledny objem byl upraven pro dany pocet vzorkill, jednu pozitivni a jednu
negativni kontrolu (NK). Dale byly pfipraveny 0,2 ml mikrozkumavky s rovnym vickem,

které byly fadn€ oznaceny ¢islem vzorku.

Tab. VII: reakéniho mixu pro detekci polymorfismu v genu NQO1

REAGENCIE Pro 1 reakci OBJEM 1 IZOLACE (nl)

H,O — aqua injectione 34,3 pl 34,3
5x MyTaqg Red Reaction Buffer 1x 10
MyTag DNA polymeraza (5U/pl) 1U 0,2
DMSO 20% 2,5

primer NQOL1 forward (20 pmol) 0,2 pmol 0,5
primer NQO1 reverse (20 pmol) 0,2 pmol 0,5

CELKEM 48 ul
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Namichany master mix byl zvortexovan, stoen a rozpipetovan do pfipravenych
mikrozkumavek po 48 ul. V pfipadé testovanych vzorkd bylo dale piidano 2 pul DNA
izolatu, u pozitivni kontroly 2 pl vzorku se znamou variantou genu NQO1 a u NK byly
pfidany 2 pl vody. Takto pfipravené vzorky byly zvortexovany, stoceny a vlozeny do

termocykleru. Piislusny amplifikacni profil je uvedenen v tabulce VIII.

Tab. VIII: Amplifikaéni profil pro detekci polymorfismu NQO1

CYKLY  TEPLOTA CAS
POCATECNI DENATURACE 1 95°C 5 min
DENATURACE 95°C 30s
ANEALING 32 55°C 30s
EXTENZE 72°C 60 s
TERMINALNI EXTENZE 1 72°C 10 min

Priprava PCR reakce u MTHFR A1298C a C677T

Nejprve byl pro kazdy polymorfismus (A1298C a C677T) namichan master mix do 1,5 ml
zkumavky, jehoz slozeni pro 1 reakci je uvedeno v tabulce IX. Vysledny objem master
mixu byl vzdy upraven pro dany pocet vzorkl, dvé pozitivni kontroly (PK) a jednu NK.
Dale byl ptipraven ptislusny pocet 0,2 ml mikrozkumavek s rovnym vickem, které byly
fadné oznaceny ¢islem vzorku, a do kterych byl nasledné rozpipetovan piipraveny master

mix.

Tab. IX: Slozeni reakéniho mixu pro vySetfeni polymorfismu MTHFR A1298C a C677T

REAGENCIE Pro 1 reakci OBJEM 1 IZOLACE (ul)

H,O — aqua injectione 33,3 ul S8
5x MyTaqg Red Reaction Buffer 1x 10
MyTaqg DNA polymeraza (SU/ul) U 0,2
DMSO 20% 2,5
primer MTHFR A1298C/C677T forward (20 0,2 pmol 0,5

pmol)

primer A1298C/C677T reverse (20 pmol) 0,2 pmol 0,5

CELKEM 48 ul
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Do kazdé mikrozkumavky bylo napipetovano 48 pl master mixu. U testovanych vzorkl
bylo dale ptidano 2 pul DNA izolatu, u kontrol 2 pl vzorku se znamym genotypem a u NK
byly pfidany 2 ul vody. Takto ptipravené vzorky byly zvortexovany a sto¢eny. Dale byly
vlozeny do termocykleru, kde byl nastaven reakéni profil uvedeny v tabulce X (pro
A1298C) a XI (pro C677T).

Tab. X: Reakéni profil pro detekci polymorfismu MTHFR A1298C

CYKLY  TEPLOTA CAS

POCATECNI DENATURACE 1 95°C 5 min
DENATURACE 95°C 30s
ANEALING 30 55°C 30s
EXTENZE 72°C 30s
TERMINALNI EXTENZE 1 72°C 5 min

Tab. XI: Reak¢ni profil pro detekci polymorfismu MTHFR C677T

CYKLY  TEPLOTA CAS

POCATECNI DENATURACE 1 95°C 5 min
DENATURACE 95°C 1 min
ANEALING 35 60°C 1 min
EXTENZE 72°C 1 min
TERMINALNI EXTENZE 1 72°C 5 min

GELOVA ELEKTROFOREZA

Po probéhnuti PCR bylo nutné ovéfit pfitomnost PCR produktli pomoci vizualizace na 4%
agarozovém gelu. 4% gel byl pfipraven smichanim 50 ml 1x TBE pufru (Thermo
Scientific) a ¢tyt 0,5 g agarovych tabletek (FastGene). Dale bylo pfidano 15 pl zelené¢ho

fluorescen¢niho barviva (Midori Green Advanced DNA Stain).

Pro kontrolu PCR produktd bylo na gel napipetovano vzdy 5 pl hmotnostniho markeru
(100 bp DNA ladder, Nippon Genetics) a 5 ul kazdého vzorku, PK nebo NK. NK slouzila
pro ovéfeni pifipadné kontaminace pii pfipravé reakéniho mixu. Principielné slouzi
elektroforeticka separace k rozdéleni nabitych molekul v elektrickém poli, které putuji diky

svému negativnimu néboji smérem k anode¢.
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Po naneseni vSech vzorkti na gel byla spusténa elektroforéza na 135 V na 10-15 minut (Cas
byl individualné piizptsoben dle viditelnosti PCR produkti). Po skonceni elektroforézy
byl gel jemné osusen a prenesen na UV detekéni systém, diky kterému bylo mozné poridit
snimek gelu a poté ho vyhodnotit. Vysledkem amplifika¢ni reakce byl PCR produkt o

definované délce uvedené v tabulce XII1.

Tab. XII: Velikost nestépenych produktii PCR u jednotlivych testovanych geni

GEN DELKA PCR PRODUKTU
NQO1 196 bp
MTHFR A1298C 241 bp
MTHFR C977T 198 bp
RESTRIKCNI STEPEN{

K restrikénimu Stépeni PCR produktu analyzovaného genu NQO1 a MTHFR C677T byl
pouzit stejny restrikéni enzym Hinf I, pficemZ postup byl v obou piipadech nasledujici.
Nejprve byl z mraziciho boxu vyndan restrikéni pufr CutSmart, ktery se nechal
vytemperovat na RT. Po rozmrznuti byl pufr fadn€ promichédn a stoCen. Dale byl
Vv chladicim stojanku pfipraven mix pro samotné restrikéni St€peni, a to smichdnim 2,3 pl
10x CutSmart pufru (New England BioLabs) a 10 U restrikéniho enzymu Hinf I (10 U/ pl)
do 0,2 ml zkumavek, jejichz pocet odpovidal vzorkim a kontrole. Do téchto
mikrozkumavek byly pfidany vzorky a kontrola a smés byla jemn& propipetovana. Radné
oznac¢ené¢ mikrozkumavky byly pfesunuty do miniinkubatoru, kde byly inkubovany pfii
teploté 37 °C po dobu min. 60 minut. Po ukonceni inkubace byla provedena kontrola

restrikéniho $tépeni pomoci elektroforetické separace na agar6zovém gelu.

V piipadé¢ MTHFR A1298C byl pouzit restrikéni enzym Mbo Il. Pro kazdou reakci bylo
pouzito 10 U Mbo Il (10 U/ ul) a 2,3 pl 10x CutSmart pufru. Tato smés byla také
promichana a stoCena. Na 3,3 ul smési byly nepipetovany vzorky a kontroly a takto
pfipravené mikrozkumavky se nechaly inkubovat pfi teploté 37 °C po dobu min. 60 minut.
Po ukonceni byla provedena kontrola restrikéniho S$tépeni pomoci elektroforetické

Separace.

Vysledné fragmenty restrikéniho §tépeni u obou gent byly detekovany na 4% nebarveném

agar6zovém gelu, jehoz ptiprava probihala obdobné jako u nebarveného gelu s tim
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rozdilem, ze se fluorescencni barvicka promichala pfimo se vzorkem na parafilmu a
nepiidavala se do gelu. Na parafilm byla nepipetovana 0,5 ul kapka barviva Midori Green
Advanced DNA Stain, dale se do Cisté pipety natahlo 10 ul vzorku, ktery byl jemné
pipetou promichan s barvivem. Takto obarveny vzorek se nanesl na gel. Stejny proces
probéhl u vsSech vzorku, kontroly a markeru (u markeru byl pouzit 1 pl barviva).
Elektroforeticka separace probihala pii 135 V po dobu cca 25 minut. Doba byla
individualn€ upravena pro co nejlepsi viditelnost fragmenti o raznych délkach (obrazky

VIl aVIII).

MTHFR A1298C MTHFR C&77T

1 2 3 1 s 3
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Obr. VII: Grafické znazornéni fragmentt po restrikénim $té€peni pro MTHFR A1298C a
MTHFR C677T.

MTHFR A1298C: Prvni jamka zobrazuje nemutovaného homozygota (fragmenty o délce
204 a 37 bp)bez pritomnosti variantni alely C, ve druhé se nachdzi mutovany heterozygot
(fraggmnty o délce 241, 204 a 37 bp), ktery nese variantni alelu C. Treti jamka zobrazuje
nestepeny fragment se dvemi variantnimi alelami CC (fragment o délce 241 bp). MTHFR
C677T: Prvni jamka zobrazuje nestépeny fragment (198 bp) znacici nemutovaného
homozygota s alelami C/C, druhd jamka tri fragmenty (198, 175 a 23 bp) znacici
mutovaného homozygota C/T a treti jamka zobrazuje mutovaného homozygota nesouciho

dve variantni alely T/T (fragmenty o délce 175 a 23 bp).
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Obr. VIII: Grafické znazornéni fragmentt po restrikénim $tépeni pro NQOI1.

V prvni jamce se nachazi nestépena alela charakterizujici nemutovaného homozygota C/C
délou fragmentu 196 bp. Ve druhé jamce lze vidét genotyp mutovaného heterozygota C/T
obsahujici jednu variantni alelu T (fragmenty o délce 196, 119 a 77 bp) a ve treti

mutovaného homozygota s dvema variantnimi alelami T (fragmenty o délce 119 a 77 bp).

10.1.2REAL-TIME PCR

Detekce polymorfismi v genech cytochromu P450 probihala metodou Real-time PCR,
jinak znamou jako kvantitativni PCR (qPCR) na pfistroji Light Cycler 2.0 od firmy Roche.
Ta se li§i od konvencni PCR tim, ze monitoruje mnoZzstvi naamplifikovaného useku
vrealném case diky oligonukleotidovym sondam, které¢ jsou znaleny reportérovym

fluorescen¢nim barvivem.

Po amplifikaci dsDNA se specifickymi primery jsou genotypy detekovany pomoci
melting-curve analyzy. Pro spravnou interpretaci vysledkt je nutné mit cykler kalibrovany

jednim béhem color kompenzace.

10.1.3COLOR KOMPENZACE

Protoze pfistroj LightCycler dokaZe sou€asné detekovat a analyzovat vice nez jednu barvu
v kazd¢ kapiléte, je nutné kvili prekryvu emisnich spekter provést pied kazdou analyzou
color kompenzaci za pomoci komeréniho kitu Color Compensation Kit 530/560 (Roche)
doporuc¢eného vyrobcem. Provedenim této korekce se predejde zachyceni signalu z jiného

barevného spektra a tim 1 misinterpretaci ziskanych dat.
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Pro detekci jednotlivych polymorfismi v genu CYP byly pouzity kity uvedené v tabulce
XII1.

Tab. XIII: Pouzité kity pro detekci jednotlivych polymorfismu

Gen Detekéni kit
CYP2C9* LightMix® Kit CYP2C9*2 and CYP2C9*3
CYP2D6* LightMix® Kit CYP2D6*3, *4 and *5/*5
CYP2C19* LightMix® Kit CYP2C19*2 and CYP2C19*3
CYP1A2 LightMix® Kit CYP1A2
*certifikovany kit

Piiprava reakci pro Real-time PCR pii detekci CYP2D6*3, *4 a *5/*5 probihala
v dekontaminovaném laminadrnim boxu piesné dle doporuceni vyrobce. Master mix byl
namichan do 1,5 ml zkumavky a byly k nému pouzity komponenty uvedené v tabulce XIV.
Byl ptipraven takovy objem master mixu, aby byl pokryt pocet vzork, tii PK, jedné NK a

jednoho vzorku navic pfi mozné chybé pfi pipetovani.

Tab. XIV: Master mix pro Real-time PCR pfi detekci CYP2D6*3, *4 a *5/*5

Komponenta Objem (ul) pro 1 reakci
PCR voda 9,4
25mM roztok Mg** 1,6
reagent mix (proby a primery) 2,0
Roche Master mix 2,0
Celkem 15

Tento master mix byl rozpipetovan do specialnich sklenénych ocislovanych kapilar
umisténych v nachlazenych kovovych adaptérech. K 15 pl master mixu bylo pfidano 5 pul
templatu/PK/NK. Smés v kapilarach v adaptérech byla kratce stoCena. Nasledné byly
kapilary vyjmuty z adaptéri a vlozeny do karuselu LightCycleru. Na pfistroji pak byl
predem nastaven ptislusny PCR profil (tabulka XV).
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Tab. XV: Reakéni profil pro CYP2D6

Krok programu Denaturace Amplifikace
Parametr
Moéd analyzy zadny kvantifikacni
Pocet cyklu 1 45
Cilova teplota [ °C] 95 95 60
Trvani [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:05  00:00:10
Zména teploty [ °C/s] 20 20 20
Akvizi¢ni méd zadny zadny  jednotlivy

72 95
00:00:15  00:00:20
20 20
74dny  zadny

Annealing

kiivka tani

1

40

00:00:20

20

Z4dny

85

00:00:00
0,2

kontinualni

Chlazeni

Zadny
1
40
00:00:30
20

Z4dny

Ptiprava reakci pro Real-time PCR pii detekci CYP2C9*2 a *3 probihala dle doporuceni

vyrobce. (tabulka XVI).

Tab. XVI: Master mix pro Real-time PCR pfi detekci CYP2C9*2 a *3

Komponenta
PCR voda
25mM roztok Mg**
reagent mix (proby a primery)
Roche Master mix
Celkem

9,8
1,2
2,0
2,0
15

Objem (ul) pro 1 reakci

K master mixu byl stejnym zplsobem napipetovan objem 5 pl vzorku/PK/NK a kapilary

byly ptesunuty do LightCycleru, byl pouzit reak¢ni profil uvedenyv tabulce XVII.

Tab. XVII: Podminky amplifikace u metody Real-time PCR pro CYP2C9

Krok programu Denaturace Amplifikace
Parametr
Méd analyzy zadny kvantifika¢ni
Pocet cykli 1 45
Cilova teplota [ °C] 95 95 60
Trvani [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:05 00:00:10
Zména teploty [ °C/s] 20 20 20
Akvizi¢ni méd zadny zadny  jednotlivy
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72 95
00:00:15 00:00:20
20 20
7adny 7adny

Annealing

kiivka tani

1

40

00:02:00

20

4dny

85
00:00:00
0,2

kontinualni

Chlazeni

Zadny
1
40
00:00:30
20

Zadny



Ptiprava reakci pro Real-time PCR pfi detekci CYP2C19*2 a *3 probihala dle doporuéeni

vyrobce.

Tab. XVIII: Master mix pro Real-time PCR pfi detekci CYP2C19%*2 a *3

Komponenta Objem (ul) pro 1 reakci
PCR voda 9,4
25mM roztok Mg?* 1,6
reagent mix (proby a primery) 2,0
Roche Master mix 2,0
Celkem 15

K master mixu byl stejnym zplsobem napipetovan objem 5 pl vzorku/PK/NK a kapilary

byly ptesunuty do LightCycleru, s amplifika¢nim profilem v tabulce XIX.

Tab. XIX: Podminky amplifikace u metody Real-time PCR pro CYP2C19

Krok programu Denaturace Amplifikace Annealing Chlazeni
Parametr
Mod analyzy zadny kvantifika¢ni ktivka tani zadny
Pocet cyklii 1 45 1 1
Cilova teplota [ °C] 95 95 60 72 95 40 85 40
Trvéni [hh:mm:ss] 00:10:00  00:00:05 00:00:10 00:00:15 00:00:20 00:00:20  00:00:00  00:00:30
Zména teploty [ °C/s] 20 20 20 20 20 20 0,2 20
Akviziéni mod zadny zadny  jednotlivy zadny zadny zadny kontinualni zadny

Pro detekci variantnich alel v genu CYP1A2 byl pouzit kit firmy TibMol Biol navrzeny
pro detekci pfimo rs a uvést ¢islo. Reagencie pouzité pro pfipravu master mixu jsou

uvedené v tabulce XX.

Tab. XX: Master mix pro Real-time PCR pii detekci CYP2C19%*2 a *3

Komponenta Objem (ul) pro 1 reakci
PCR voda 94
25mM roztok Mg®* 1,6
reagent mix (proby a primery) 2,0
Roche Master mix 2,0
Celkem 15
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Tab. XXI: Podminky amplifikace u metody Real-time PCR pro CYP1A2

Krok programu Denaturace Amplifikace Annealing Chlazeni
Parametr
Mod analyzy zadny kvantifika¢ni ktivka tani zadny
Pocet cyklii 1 45 1 1
Cilova teplota [ °C] 95 95 60 72 95 40 85 40
Trvani [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
Zména teploty [ °C/s] 20 20 20 20 20 20 0,2 20
Akviziéni mod zadny zadny  jednotlivy zadny zadny zadny kontinualni zadny

Ptiprava master mixu probihala dle doporuceni vyrobce. V ramci kitu nebyly dodany

kontroly, takze kromé vzorkt byla pouzita pouze NK.

10.1.4 HYBRIDIZACE NA STRIPECH

Dalsi detekéni metodou, kterd byla pouzita, je reverzni hybridizace na stripech za pouziti
komeréniho kitu PGX-CYP2D6 XL StripAssay®. Funguje na principu assaye slouzici k
identifikaci vice genovych polymorfismi béhem jednoho experimentu, a je zalozena na
kombinaci polymerazové fetézové reakce (PCR) a reverzni hybridizace. Proces zahrnuje
izolaci DNA, PCR amplifikaci za wuziti biotinylovanych primert, a hybridizaci
amplifikovanych produktl na testovaci prouzky (stripy), obsahujici imobilizované, alelové
specifické oligonukleotidové proby. Tyto proby jsou fixovany na stripech v podobé
prostorové definovanych paralelnich pruhli. Vizualizace hybridiza¢ni reakce probiha diky
reakci streptavidin-alkalinovych fosfataz a barevnych substrati. Vyhodou této metody je,
ze lze vzorek otestovat na pritomnost mnoha polymorfismi v ramci jednoho experimentu

za pouziti dvou multiplexovych PCR reakci.

Po izolaci DNA bylo nutné natedit Taq polymerazu na koncentraci 0,2 U/ul smichanim 9,6
ul HS Tag DNA Polymerase a 0,4 ul Taq Dilution Buffer pro jednu reakci. Takto nafedéna
polymerédza byla pouzita k pfipravé dvou master mixi (A a B). Kazdému vzorku byly
pfidéleny dv¢ fadné oznacené 0,2 ml mikrozkumavky. Do kazdé z téchto zkumavek bylo
napipetovano 20 pl pfislusSného master mixu a 5 pl templatu. Templat byl kviali vysoké
koncentraci nafedén v poméru 1:4 PCR vodou. Tyto zkumavky byly dale zvortexovany,
sto¢eny a presunuty do thermocykleru, kde probéhla za programu definovaného v tabulce

XXIII.
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Tab. XXII: Pouzité reagencie a jejich objemy PCR pro hybridizaci na stripu

Reagenice pro mix A (1 rce) Objem (ul) Reagencie pro mix B (1 rce) Objem (ul)

Amplifikaéni mix A 15 Amplifikaéni mix A 15
HS Taq DNA polymeraza 5 HS Taq DNA polymeraza 5
DNA templat 5 DNA templat 5

Tab. XXIII: Amplifika¢ni profil pro reverzni hybridizaci na stripu pro detekci
polymorfismi v genu CYP2D6

Pocateéni Denaturace Annealing Extenze Terminalni
denaturace extenze
Pocet cykli 1 36 1
Trvani 240 s 25s 455 60 s 180's
Teplota 95°C 95°C 60°C 72°C 72°C
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KONTROLA PCR PRODUKTU

Kontrola PCR produktt probihala vizualizaci pomoci gelové elektroforézy podobnym
zpusobem jako u PCR-RFLP. Na 3% barveny gel bylo naneseno 5 ul PCR produktu mixu
A ve stejném mnozstvi i PCR produkty mixu B. Do posledni jamky bylo napipetovéano 5 pl
hmotnostniho markeru. Produkty byly separovany pfti 135 V po dobu 20 minut. Po separaci
fragmentd DNA byl gel osusen a vyfocen (obr. 1X).

marker

Obr. IX: Vysledek amplifikacni reakce pro vzorky F1-F5 a M1-M5 a reakéniho mixu A a
B. Jako marker byl pouzit 100 bp DNA ladder.

Jak je z vysledku gelové elektroforézy patrné, amplifikace se u vzorku F4 z neznamého
divodu nezdarila, ackoliv cistota a koncentrace izolatu byla v poradku. Délky
amplifikacnich fragmentii pro mix A byly 425+480+565+1129 bp a pro mix B
603+713+912 bp.

Tab. XXIV: Reagencie a jejich objemy pouzité pro hybridizaci na stripech

Reagencie Objem (ul) pro 1 reakci
Hybridizaéni pufr 1 000 pl
DNAT 40 pl
Proplachovaci roztok A 3000 pl
Konjuga¢éni ¢inidlo 1 000 pul
Proplachovaci roztok B 3000 pl
Vyvije¢ barvy 1 000 pl
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Samotny postup hybridizace odpovidal doporuceni vyrobce. Design potadi natiSténych
sond, dle kterého je mozné identifikovat vysledny genotyp, je k nalezeni v pfilohach

(ptiloha 3).
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11 VYSLEDKY

11.1 ANALYZA DAT

V ramci experimentalni ¢asti této diplomové prace byly testovany dva soubory vzorki pfi

ucasti na projektech Pharmachip a Quinta Analytica.

11.1.1PROJEKT PHARMACHIP

Pod zastitou projektu Pharmachip, ktery se zabyva vyvojem farmakogenomického Cipu pro
ucinnou preskripci 1é€iv, bylo analyzovano 6 polymorfismi v 5 genech u 10 jedinct.
Jednalo se 0 geny CYP2D6 (rs12169962), CYP2C19 (rs4244285), CYP2C9 (rs1057910),
MTHFR (rs1801133 a rs1801131) a NQO1(rs1800566). K experimentu byly pouzity
izolaty 10 vzorkii DNA, jejichz izolace probihala v laboratofi BIOCEV. Koncentrace DNA

izolath jsou uvedeny v tabulce XXV.

Tab. XXV: Koncentrace jednotlivych izolatt DNA

Vzorek Koncentrace Vzorek Koncentrace
[ng/ ul] [ng/ ]
M1 438,2 F1 225,2
M2 665,6 F2 284,7
M3 717,5 F3 831,4
M4 515,6 F4 337,5
M5 918,0 F5 216,4

Vzorky M1-M5 jsou muzi a vzorky F1-F2 jsou Zeny.
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VYSLEDKY REAL-TIME PCR

Tab. XXVI: Vysledky Real-time PCR, analyza genovych variant CYP2C9, CYP2C19,

CYP2D6 a CYP1A2
GEN rs kod M1l | M2 M3 M4 | M5 F1 F2 F3 F4 F5
CYP2C9 rs1057910 |*1/*3| *1/*1 | *1/*1 | *2/*2 | *1/*1 | *3/*3 | *1/*1 | *2/*3|*1/*1 | *1/*1
CYP2C19 | rsd4244285 |*1/*2| *1/*1 | *1/*2 | *1/*1 | *1/*1 | *1/*1 | *1/*1 | *1/*1 | *1/*1 | *1/*1
CYP2D6  |rs12169962 | *1/*4 | *1/*1 | *4/*4 | *1/*1 | *1/*1 | *1/*1 | *1/*1 | *1/*4 | *5/*5 | *1/*1
CYP1A2 C/T | rs4646425 | CC | CC CC CcC |CC| CC |CcC|cCcC | cc|ccC

Alela pro wild type je oznacena vzdy jako *1.

-(d/dT) Fluorescence (640)
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Obr. X: Piiklad grafického znazornéni real-time analyzy genu CYP2C9 (kanal 530,
LightCycler 2.0 Instrument, Roche)

Jedna se o vystupy pro kontrolni vzorky: cervené wild-type genotyp CYP2C9*1/*1, modre
heterozygotni genotyp CYP2C9*1/*2 a fialové mutovany homozygot CYP2C9*2/*2, Sedd
negativni kontrola; teplotni profily pro jednotlivé alely: Wild-type alela =53,4°C;
mutovand alela = 60,8°C; heterozygot = 53,4°C a 60,8°C; negativni kontrola
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Obr. XI:Grafické znazornéni vysledkt analyzy CYP2C9 pro vzorky M1, M2, M3, M4, M5
(kanal 530, LightCycler 2.0 Instrument, Roche)

Vysledky PCR-RFLP

Tab. XXVII: Vysledky ziskané analyzou PCR-RFLP, detekce variantnich alel v genech
NQO1 C609T a MTHFR C677T a A1298C

GEN rs kod M1 | M2 M3 M4 | M5 F1 F2 F3 | F4 | F5
NQO1 C609T |rs1800566| CC | CT CC CT |CC| CC | CC|cCC|cCc|ce
MTHFR677 |rs1801133| CT | CC CC cc |(Ccr | CcT |CcC|TT |TT | TT
MTHFR1298 |rs1801131| AA | AC AC AC | AA| AC | AC | AA| AA| AA
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marker

Obr. XII: Vysledné rozdéleni restrikénich fragmentt pro NQOL.

1. jamka - hmotnostni marker 100 bp DNA LADDER H3RTU.. Druhd jamka: M1 — wild
type CC, treti jamka: M2 — heterozygot CT; ctvrta jamka: M3 — wild type CC; pata jamka:
M4 — heterozygot CT; Sestd jamka: M5 — wild type CC, Sesta jamka: PK — heterozygot CT

Obr. XI:Vysledné rozdéleni restrikénich fragmenti pro MTHFR A1298C

1. jamka - hmotnostni marker. Druha jamka: F1 — heterozygot AC; treti jamka: F2 —
heterozygot AC; ctvrta jamka: F3 — wild type AA; patd jamka: F4 — wild type AA; Sestd
jamka: F5 — wild type AA, pozn. krdtky fragment o velikosti 37 bp neni na gelu viditelny.

marker F1 F2 F3 - Fa4 £S5 PK

Obr. XIV: Vysledné rozdéleni restrikénich fragmentt pro MTHFR C677T

1. jamka — hmotnostni marker. Druhd jamka: F1 — heterozygot CT; treti jamka: F2 — wild
type CC; ctvrta jamka: F3 — homozygot TT; patd jamka: F4 —homozygot T7T; Sesta jamka:
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FS5 — homozygot T; sedma jamka: pozitivni kontrola — heterozygot CT, pozn. kratky

fragment o velikosti 23 bp neni vzhledem ke sve délce viditelny.

REVERZNI HYBRIDIZACE NA STRIPU

Dale bylo 10 vzorkl otestovano pomoci reverzni hybridizace na stripu. Diky této metod¢
bylo mozné blize specifikovat polymorfismy v genu CYP2D6 a porovnat tak metodu Real-
time PCR za pouziti detekéniho kitu LightMix® Kit CYP2D6*3, *4 and *5/*5 s metodou
reverzni hybridizace na stripu za pouziti kitu PGX-CYP2D6 XL StripAssay®. Vysledky
hybridizace jsou dokumentovany na obrazku XV. Vysledné genotypy byly vyhodnoceny
na zékladé presné znalosti pofadi jednotlivych sond na stripu (Ptiloha 3) a odpovidajicich
pozitivnich nebo negativnich hybridizaci a vyhodnoceny pomoci online programu

StripAssay® Online Calculator [online].
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Obr. XV: Vysledky reverzni hybridizace na stripu pro jednotlivé vzorky, jejich interpretace je
uvedena v tabulce XXVIII. Pro hybridizaci byl pouzit kit PGX-CYP2D6 XL StripAssay®.
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Tab. XXVIII: Interpretace vysledku reverzni hybridizace pro jednotlivé vzorky.

GEN [ ML M2 M3 M4 [ M5 [ FL [ F2 F3  [F4] F5
*4A-
*1raA. H,K,L/*4A- *1/*1 “aA.
CYP2D6| [\ "\ |*2AM41| HK.L nebo| *1/<2A| nebo | *L/2A | *1/41| ' oc| X |*11<2A
i *4A- *1/*5 i
H,K,L/*5

U vysledkiit vzorkic M1-M5 a Fl, F2, F3 a F5 lze pozorovat variabilitu ve vysledném
genotypu, kdy metoda reverzni hybridizace na stripu je schopna detekovat i jednotlivé
alelické subtypy. Reverzni hybridizace vsak neprobéhla u vzorku F4, jelikoz z neznamého

ditvodu nebyl neamplifikovan pri elektroforetické kontrole PCR.

SROVNANI METOD REAL-TIME PCR A REVERZNI HYBRIDIZACE NA
STRIPU

Diky provedeni dvou metod na sad¢ vzorkit M1-M5 a F1-F5 je mozné tyto dvé metody
porovnat. K obéma metodam byly pouzity komeréné dostupné kity. Srovnani vyslednych

genotypt je uvedeno v tabulce XXIX.
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Tab. XXIX: Porovnani vysledkt u vzorki M1-M5 a F1-F5 za pouziti dvou riznych metod,
a to Real-time PCR (LightMix® Kit CYP2D6*3, *4 and *5/*5) a reverzni hybridizace na
stripu (PGX-CYP2D6 XL StripAssay®)

Vzorek  LightMix® Kit CYP2D6*3, *4 and *5/*5 PGX-CYP2D6 XL StripAssay®
M1 *1/*4 *1/*4A-H,K,L
M2 *1/*1 *2A/*41
M3 4% *4A-H,K,L/*4A-H,K,L v *4A-
H,K,L/*5
M4 *1/*1 *1 /%A
M5 Sz w1 /%]y *1/%5
F1 *1/*1 *1 /%A
F2 *1/*1 *1/%41
F3 *1/x4 *AA-H,K,L/*35
F4 ey X
F5 *1/*1 “1/*2A

Z vysledku je patrné, zZe detekce kitem PGX-CYP2D6 XL StripAssay® je citlivejsi a je
mozné detekovat alely vcetné jejich subtypu. Oproti tomu kit LightMix® Kit CYP2D6*3, *4
and *5/*5 je specificky pouze pro alely *1, *3, *4 a *5, coz znamend, ze pri vyskytu jinych
nez techto preddefinovanych alel, je vysledny genotyp definovan jako *1/*1. Této

skutecnosti se budu vénovat ddle v diskuzi.

11.1.2 QUINTA ANALYTICA

Druhy testovany soubor se skladal z 56 jedincti. 1zolace vzorkt periferni krve probehla v
laboratoii GENLABS za pouziti komer¢niho kitu LightMix® Kit CYP2D6*3, *4 and
*5/*5. Izolaty byly dale analyzovany pomoci metody Real-time PCR. Vysledné
detekované genotypy jsou uvedené v tabulce XXX a podrobnéjsi rozpis genotypt a jim

odpovidajicim fenotypiim je mozné nalézt v ptiloze (Ptiloha 2).
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Tab. XXX: Vysledky real-time PCR, analyza genu CYP2D6 pomoci kitu LightMix® Kit
CYP2D6*3, *4 and *5/*5 urCeného pro detekci alel *1, *3, *4 a *5,

Genotyp Pocet jedincu %
*1/*1 nebo *1/*5 39 69,7
*1/*4 15 26,8
*4/*4 nebo *4/*5 2 3,5

11.1.3 POPULACNI STUDIE

FREKVENCNI ZASTOUPENI ALEL *1, *3, *4 A *5 U CYP2D6

Diky vzorkiim od dobrovolnikli testovanych kitem LightMix® Kit CYP2D6*3, *4 and
*5/*5 v laboratofi GENLABS s.r.0. (n=28) a vysledkim z projektu Quinta Analytica
testovanych pomoci stejného kitu (n=56), bylo mozné stanovit frekvencni zastoupeni alel

*1, *3, *4 a *5 u téchto vzorkt a porovnat s frekvencemi z jinych dostupnych studii.

Tab. XXXI: Procentualni zastoupeni jednotlivych genotypti v souboru vzorki testovanych

kitem LightMix® Kit CYP2D6*3, *4 and *5/*5 v laboratoti GENLABS.

Genotyp % (n=84)
*1/*1 69,05
*1/*4 26,19
*3/*4 1,19

*4[*4 v *4/*5 3,57

Z tabulky XXXI bylo pak mozné definovat zastoupeni jednotlivych alel a porovnat je
s daty z jinych popula¢nich studii a meta-analyz (tabulka XXXII).
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Tab. XXXII: Frekvence alel u souboru vzorkd laboratofe GENLABS v porovnani s

frekvencemi ze studii Ceské a evropské populace.

alela % GENLABS s.r.o. % Ceska populace % evropska populace
CYP2D6 (n=84) (n=265) (n=?)
(Gaedigk et al., 2017) (Zhou et al., 2017)
*1v *2 85,0 ? 67,4
*3 1,0 1,6 4,1
*q 29,0 21,6 1155
*5 0 3,1 3

Z tabulky je zjevné, ze alelické frekvence z jednotlivych studii jsou podobneé, ackoliv
Gaedigk (2017) neuvadi zasoupeni aktivnich alel *1 a *2. Porovnani téchto studii se budu
ddle venovat v diskuzi.
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12 DISKUZE

Reakce na 1é¢ivo se u jednotlivet lisi v disledku faktort prostiedi a genetickych faktori.
Genetické faktory mohou ovlivnit jak farmakokinetiku, tak i farmakodynamiku lé¢iva, coz

muze vést ke zménam ve funkci cilového 1é¢iva a ke zméné odpoveédi na 1écivo.

V praktické casti této diplomové prace jsem se zabyvala testovanim deseti vzorklti od
dobrovolnikti, pomoci metody Real-time PCR pro detekci polymorfismi v genech
cytochromu P450, a to konkrétné CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19 a CYP1A2. Vyuzivala
jsem komerc¢nich kitd designovanych na detekci nejcastéjSich variantnich alel a bylo
zajimavé pozorovat, ze 1 V takto malé kohort¢ (10 jedincd, 5 Zen a 5 muzi), je vidét

pomé&rné vyrazna genova variabilita.

V piipadé¢ genu CYP2D6 (rs12169962) byl ve studované kohorté nejvice zastoupen
genotyp *1/*1, ktery zna¢i nemutovaného homozygota, fenotypové odpovidajici
extenzivnimu metabolizatorovi. Dale byl u dvou vzorkli detekovan genotyp *1/*4, jenz
vypovida o mirné snizené enzymatické aktivité (intermediarni metabolizator), jelikoz *4
alela se prokazuje defektem ve splicingu (Zanger & Schwab, 2013). U dvou jedinctu byl
detekovan genotyp *4/*4 a *5/*5, ktery kvuli defektnim aleldm definuje jedince jako
pomalé metabolizatory pro substraty CYP2D6.

Stejny soubor vzorkli jsem otestovala jinou, komplexnéjsi metodou detekujici
polymorfismy v CYP2DB6, a to reverzni hybridizaci na stripu. Pfi porovnani vysledkt obou
metod vyslo najevo, ze u nékterych vzorka vysledky nekoreluji. U metody Real-time PCR,
pfi které byl pouZzit komercni kit designovany pouze na detekci alel *1, *3, *4 a *5, se
ukazalo, ze jedinec s jinymi neZ testovanymi alelami, je automaticky definovan jako
genotyp *1/*1. To by mohlo vést k misinterpretaci vysledného genotypu a nasledného
urCeni fenotypu metabolizatora, avSak v naSem piipadé to na konecné vysledky ve
fenotypu nemélo vliv. Napiiklad genotyp *1/*2 byl urCen jako *1/*1, ale oba tyto

genotypy znaci extenzivniho metabolizétora.

Analyza genu CYP2C9 (rs1057910) odhalila 6 jedinci s fenotypem extenzivniho
metabolizatora (*1/*1), 1 jedince s intermediarnim metabolismem (*1/*3) a 3 jedinci byli
oznaceni jako pomali metabolizatoti (*2/*3 a *3/*3). Vysledky se opét jevi jako zajimavé
z hlediska genetické variability. V tomto pfipad¢ 4 z 10 jedincd jsou naptiklad dle studie
Bourgeois (2016) spojeny se zvySenym rizikem nadmérné antikoagulace pii 1écbé

warfarinem nebo dle Garcia-Martin (2004) maji sniZenou clearance ibuprofenu az o 75 %.
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Vysledky detekce variantnich alel u CYP2C19 (rs4244285) nevykazuji vyznamnou
variabilitu, jelikoz 8 jedincti bylo EM a tedy bez mutace (genotyp CYP2C19 *1/*1) a
pouze dva jedinci z kohorty vykazovali genotyp *1/*2 a tedy charakter intermediarniho
metabolizatora. Alela *2, je typicka svou snizenou enzymatickou aktivitou. Psychiatricti
pacienti s genotypem CYP2C19 *1/*2, maji zvySenou plasmatickou koncentraci
escitalopramu ve srovnani s jedinci CYP2C19 * 1/ * 1 (Rudberg et al., 2008). Pii detekci
genu CYP1A2 (rs4646425) se nam ve sledované kohort¢ nepodafilo zachytit Zadnou

variantni alelu.

Dalsim testovanym souborem (n=56), ve kterém byl sledovan vyskyt variantnich alel
CYP2D6 (rs12169962) byl soubor vzorkl z projektu Quinta Analytica. Tito dobrovolnici
byli opét otestovani na ptfitomnost alel *1, *3, *4 a *5 stejné jako predesly soubor 10
vzorkd. Vystupy této analyzy jsem poté sloucila s dal§imi vysledky ziskanymi stejnou
metodou (real-time PCR) v laboratoii GENLABS s.r.o. Celkem bylo analyzovano 84
vzorkd. Usoudila jsem, Ze je to dostatecné velky vzorek pro porovnani frekvence
variantnich alel s jinymi studiemi. Pfi srovnani % zastoupeni jednotlivych alel v Ceské
(Gaedigk et al., 2017) a evropské (Zhou et al., 2017) populaci se naSe kohorta jevi jako
podobna. Porovnani téchto alel vSak neni idealni, a to vzhledem k faktu, ze pouzity kit je
schopen detekovat pouze 4 alely, ackoliv u CYP2D6 bylo detekovéno jiz pfes 100

variantnich alel.

Vyuziti farmakogenetiky v praxi je mozné pozorovat u zajimavého ptipadu pani H.R., jejiz
kazuistiku jsem podrobné zpracovala v pfiloze (Pfiloha 1). Pani H.R. feSila zejména
extrémni vedlejsi G€inky 1éciv, ktera uzivala a také upozornila na fakt, Ze ji sta¢i pouze
zlomek davky pro dosaZeni dostate€ného 1écebného ucinku. Z tohoto divodu oSettujici
1ékat navrhl provedeni genetickych testli gent souvisejicich s metabolismem uvedenych
1€kt Takto se dostal geneticky material pacientky H.R. do laboratofe GENLABS sr.0.,
kde byl nasledn¢ otestovan na geny. Vysledky ukazaly, Ze metabolismus 4 z 10 uzivanych

1€kt je velmi pravdépodobné ovlivnén geneticky.

Vedle testovani jednotlivych farmakogeni a jejich polymorfismt, existuje moznost
celogenomového nebo alespont  komplexnéjSitho testovani vice geni/genovych
polymorfismi v ramci jednoho experimentu. Vyuzivani lidskych genomickych dat se
rychle rozSifuje a existuje mnoho metod, které jsou bé€zné vyuzivany nejen ve vyzkumu,
ale i v klinické praxi. Vhodnou detek¢éni metodou jenapiiklad metoda microarray (DNA

¢ipy).. Diive komeréné dostupny AmpliChip CYP450 test, vyrdbény firmou Roche, se
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zamé&¥il na analyzu polymorfisma v genech cytochromu P450. Dalsi metodou vhodnou pro
celogenomové studie je metoda Next-Generation Sequencing (NGS). Tato metoda
umoznuje citlivou a pfesnou analyzu tisic SNP béhem nékolika hodin. Pti porovnani NGS
a microarray je klicovym rozdilem schopnost objevovani. Zatimco obé& nabizeji vysoce

citlivou a spolehlivou detekci variant, microarray dokaze detekovat pouze znamé sekvence.

Plosné genomové sekvenovani v zajmu individualizované farmakoterapie ma nesporné
mnoho vyhod, ale i nevyhod. Mezi vyhody patii rozhodné rychly, a hlavné celozivotné
uplatnitelny pfistup k datim ziskanych témito metodami, coz muze byt dle pomérné
obsahl¢ studie Winnera a kolektivu (2015) vyhodné nejen pro zdravi pacientl, ale i
z ekonomického hlediska. Jeho studie totiz prokazala, ze u psychiatrickych pacientd, ktefi
dostavali 1é¢ivo na zakladé farmakogenomickych dat, bylo usetieno vice nez 1 000 $ na
je také snizeni poctu hospitalizovanych pacientl. Studie Brixnera a kolektivu (2016) tvrdi,
ze kohorta testovanych pacientii nad 65 let na vyskyt polymorfismti ve farmakogenech
meéla nizs§i pocet hospitalizovanych ptipadd (9,8 %), ve srovnani s netestovanou skupinou
pacientli, ve které bylo hospitalizovano z dtvodu nevhodné farmakoterapie 16,1 %
pfipadt. Tato data Uzce koreluji se studii Kucha a kolektivu (2016) prokazujici fakt, ze
39,1 % pacientll nad 65 let alesponl jednou uzije 1ék metabolizovany CYP2D6, CYP2C19
a/nebo CYP2CO9.

Mezi nevyhody celogenomového vySetfeni patii implementacni bariéry a etické hledisko
celé problematiky, kdy neni jasné, jak by bylo s tak citlivymi daty, jako je analyza lidského
genomu kazdého jedince, nalozeno. Obsah databdzi by musel byt peclivé oSetien
ptislusnou legislativou a musel by mit jasnou kvalitu a validitu a je tedy extrémné diilezité,
aby s témito metodami bylo zachazeno velice opatrné. Co se ty¢e implementaénich bariér,
je nutné zvazit mnozstvi dat, jejichZ interpretaci by musela ptedejit rozsidhla analyza
dostupnych poznatkit o roli kazdého farmakogenu zvlast a nasledné také v riznych
kombinovanych genotypech. Zpocatku také odhaduji, Ze by se jednalo o velice nadkladné
opatfeni, ale zarovenl si myslim, Ze pfi ploSném testovani by naklady na celogenomovou

sekvenaci vyrazn¢ klesly.

Réda bych také zminila, ze téma farmakogenetiky je velice obsahlym tématem a je mozné
dohledat tisice ¢lankt, které dokazuji jeho vyznamnost. Dostatek védecky i prakticky
ovetitelnych informaci je velice dilezitou podminkou pro zajem o dané téma a jeho vyuziti
Vv klinické praxi. V piipadé farmakogenetiky je Casto obtizné se zorientovat v mnozstvi
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publikovanych informaci. Mnohé studie napf. neuvadéji klinickou vyznamnost svych
vystupu. Pro tyto ucely jsem shledala jako velice uzite¢né vefejné dostupné databaze typu
PharmGKB, ClinVar a SNPEDIA, které nejen ze shrnuji zasadni informace 0 klinicky
vyznamnych variantach, ale také lze pomoci filtru ovétit vyznamnost ziskanych dat, coz
byva v jednotlivych publikacich velmi zdlouhavé a matouci. Tyto databaze jsou navic

pravidelné¢ aktualizovany a prochazeji validaci.

Pfi vypracovani reSerSe na toto téma jsem si také vSimla nékolika zajimavosti. Jednou
Z nich je, Ze neni napfic¢ studiemi stanoven pevny indikator vedouci k jednotnému uréeni
fenotypti diferencujicich turoven enzymatické aktivity. Tyto fenotypy jsou obecné
nazyvany jako metabolizatori. Nekteré studie (napt. Sachse et al., 1997) definuji pouze
extenzivni, intermedidrni a pomalé metabolizatory. Naopak jiné studie definuji jesté
ultrarychlé metabolizatroy (de Leon, 2007). Bohuzel se mi nepodatfilo dohledat Zadné
vysvétleni, dostatecné objastiujici tuto problematiku. Dale jsem pfiisla na fakt, ze neexistuje
databaze ani zadny jiny uceleny soubor 1éCiv a fenotypi, ktery by pfesnéji urCoval ¢asové

rozdily v biotransformaci u jednotlivych typti metabolizatort.

Hlavni vyzvou, jiz €eli védci pracujici v oblasti personalizované mediciny, je jeji aplikace
do klinické praxe. V nasledujicich n€kolika desetiletich 1ze oc¢ekavat podstatné zlepSeni
diky prudkému vyvoji technologii, jejich dostupnosti pro klinickou praxi a snizeni nakladu
na genetické testovani. To vSe jist€ umoZzni efektivni screening farmakogeni, které

vyznamné ovliviiuji metabolismus léCiv.
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13 ZAVER

V diplomové praci jsem se zabyvala asociaci genetickych polymorfismt s metabolismem
hojné uzivanych 1é¢iv. Farmakogeneticky zalozené téma jsem si vybrala z diivodu jeho
aktualnosti a faktu, Zze pomérné vyznamné procento farmakoterapie, at’ uz pii uzivani 1ékt
na predpis, tak i voln€ prodejnych 1€¢iv, je netuspésné a casto konci hospitalizaci pacienti.
Déle je také zifejmé, Ze nastaveny zpusob davkovani 1éCiv neni idedlni vzhledem
K parametrim, které zahrnuji pouze v€k ¢i hmotnost pacienta. V bézné praxi neni
zohlednéna genetickd vybavenost pacientil, coz muze mit v n¢kterych ptipadech fatdlni
nasledky, napf. z divodu rozdilnych plazmatickych hladin u¢innych latek, které se u

jednotlivych genotypti mtizou liSit az o dva fady.

Cile, kter¢ jsem si stanovila na zacatku, jsem uspés$né splnila. Vypracovala jsem resersi na
dané téma, ve které jsem zminila vSechny dilezité faktory ovliviiujici metabolismus 1é¢iv.
V experimentalni ¢asti jsem otestovala nékolik souborti vzorkti riznymi metodami
molekularni biologie. V diskuzi jsem jednotlivé piistupy porovnala, at’” uz z hlediska
finan¢niho ¢i hlediska jejich moZného efektivniho uvedeni do klinické praxe. Nad ramec
cilt jsem zpracovala data o spotiebé 16¢iv v CR za rok 2019 a selektovala 1é¢iva, jejichz

uzivani je ovlivnéno farmakogeneticky.

Uplnym zavérem bych chtéla podotknout, Ze celé téma propojujici genetiku s farmakologii
je velice zajimavé a teoreticky hodné obsahlé, avSak v inroutinové klinické praxi
nezavedené. Pevné véiim, Ze praktikovani individualni farmakoterapie v Ceské republice

je jen otazkou casu.
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16 SEZNAM PRILOH

Priloha 1: KAZUISTIKA PACIENTKY H.R.

Pacientka H.R. (rocnik 1956) trpici spatnou sndsenlivosti lékii si stézuje na vyskyt cetnych
vyraznych nezadoucich ucinkit u mnoha léciv. Trpi chronickou gastritidou a vi o Spatné
reakci na acylpyrin, paracetamol a ATB kromé penicilinu. Na upravu zazivani uzivala od
roku 1996 lék Cerucal, po kterém trpéla depresemi a byla lécena na psychiatrii. Ddle ji byl
Vv roce 2008 predepsan lék Norethisteron na myomy délohy a endometriozu, Euthyrox na
hypofunkci Stitné Zlazy a Lorista 25 mg na zvySeny tlak. Dale ji byl z neznamych divodii
predepsan Detralex, Indap, Omeprazol a Stilnox.V roce 2008 také podstoupila
hysterektomii, po které trpéla plynatosti a kirecemi v brise. Na tyto zaZivaci obtize dostala
Prosulpin 50 mg, po kterém pribrala 19 kg, zaznamenala bolest na hrudi a samovolné
vylucovani mléka z prsni zlazy. Z téchto duvodii lék prestala uzivat. Jednordzoveé, neznamo
kdy, pacientka uzivala na dlouhodobou nespavost Mirtazapin 15 mg, kdy po jedné tablete
(ackoliv je doporucena denni davka az tri tablety) nebyla druhy den rano schopna ridit

auto. Po sniZeni davky pry lék fungoval, jak mél.

Pacientka se se svymi problémy svérila svéemu oSetiujicimu lékari, jelikoz chtéla objektivne
zjistit, jestli se nemiize v jejim pripadé jednat o geneticky podminénou reakci na lécivo.

Okoli ji pry jeji potize nevéri, a to je pro ni znacné frustrujici.

Vzorek této pacientky byl otestovan Vv laboratoti GENLABS s.r.o. za pouziti riznych
metod, diky kterym bylo mozné detekovat pfitomnost polymorfismi u nékterych genti

kodujicich enzymy, které metabolizuji 1éky.

Tab. XXXIII: Vysledky analyzy vzorku pani H.R. pfi detekci polymorfismt v genech
metabolizujicich l1éky

GEN rs kod VYSLEDNY GENOTYP
CYP2C9 rs 1057910 *1/*1
CYP2C19 rs 4244285 *1/*1
CYP2D6 rs 12169962 *1/*3
CYP2D6 reversni hybridizace *1/*3
NQO1 C609t rs 1800566 cC
MTHFR1298 rs 1801131 AC
CYP1A2 CIT rs 4646425 cC

88



Tab. XXXIV: Vypis 1é¢iv uzivanych pani H.R. a jejich pfipadna asociace s geny
metabolizujici 1é€ivé latky pfitomné v téchto lécich

LEK ASOCIACE GEN LITERATURA
Cerucal ne - -
Norethisteron ne - -
Euthyrox ne - -
Lorista 25 mg ano CYP2C9 Bae et al., 2017; Yin et al., 2008
Detralex ne - -
Indap ne - -
Omeprazol - - Tang et al., ?013; Ando et al., 2008;
Hanioka et al., 2008
CYP2De6,
Stilnox ano CYP2C109, Shen et al., 2013
CYP3A4
Prosulpin 50 mg ne - -
Mirtazapin 15 mg ano CYP2D6 Lind et al., 2009

Lék Cerucal obsahujici U¢innou latku metoclopramid ma jako jeden z castych
nezadoucich G¢inkd (muze postihnout az 1 z 10 pacient() deprese a pocit neklidu, kterymi

pani H.R. trpéla.

Lék Lorista 25 mg s 1é¢ivou latkou losartan, je metabolizovan enzymem CYP2C9. Na
stanoveni genotypu u tohoto genu byl pouzit komercni kit detekujici pouze alely *1, *2 a
*3, takze nelze S jistotou tvrdit, Ze pacientka nedisponuje variantni alelou, kterd ma za
nasledek odlisnou reakci na 1ék. CYP2C9 * 1 / * 13 je totiz spojen se sniZenym
metabolismem losartanu u zdravych jedinct ve srovnani s CYP2C9 * 1/ * 1 (Bae et al.,
2017) a CYP2C9 * 1/ * 33 je u lidi s hypertenzi spojen se zvySenou odpovédi na losartan
(Yinetal., 2008).

Omeprazol, ktery pacientka také uzivala je metabolizovan pomoci enzymu CYP2C19. Dle
studii je genotyp CYP2C19 * 1 / * 1 spojen se snizenou odpovédi na esomeprazol,
lansoprazol, omeprazol a rabeprazol u lidi s infekcemi Helicobacter (Tang et al, 2013) ¢i
viedy (Ando et al., 2008) ve srovnani s CYP2C19 * 2 / * 2 + *2 [ * 3 + * 3 [ * 3,

Vzhledem k pietrvavajicim problémim se zazivanim nelze ani jednu z téchto dvou diagnoz
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vyloucit. Vysledky nasi analyzy, na zaklad¢ které jsme urcili genotyp CYP2C19 pacientky
vSak mohou byt zkreslené kviili faktu, ze byl pouzit kit pro detekci alel *1, *2, *3 a jejich
kombinaci. Je tedy mozné, Ze pokud by vzorek byl otestovan pomoci komplexnéjsi metody
(reverzni hybridizace na stripu) byl by odhalen jiny signifikantni polymorfismus.
Naptiklad genotyp CYP2C19 * 19 je spojen se zvySenou aktivitou CYP2C19 pii expozici
omeprazolu ve srovnani s CYP2C19 * 1 (Hanioka et al., 2008).

Zolpidem, ktery je soucasti 1éku Stilnox, je jednim z nejpfedepisovanéjSich 1ékd na spani
v USA. Neexistuje mnoho studii, které by dokazovaly spojitost mezi variantni alelou a
snizenou efektivitou 1éku. Avsak u pacientti ¢inské populace uzivajicich vice 1éku, které
Jsou zna¢né metabolizovany, mize byt u pomalych metabolizatord spolu s inhibi¢nimi
metabolickymi interakcemi dvou 1€ki zvySené riziko zdvaznych vedlejSich wcinki
zolpidemu. Zejména pacienti uzivajici zolpidem s antidepresivem SSRI/ SNRI mohou mit

snizenou metabolickou clearance (Shen et al., 2013).

Lék Mirtazapin 15 mg, ktery pacientka uzivala na nespavost, byl zkouman v mnoha
studiich, nac¢ez bylo prokazano, ze intermediarni metabolizatoti (napiiklad genotyp *1/*3)
maji vyssi plasmatickou koncentraci 1éku neZli supperychli metabolizatofi, a to az o 107 %
(Lind et al., 2009). Tato skutecnost tedy vysvétluje, pro¢ pacientka citila sedativni u¢inky i

druhy den réno 1 po poZiti tietinové davky.

Prosulpin 50 mg, ktery byl pacientce piedepsan na zazivaci obtize, je ptipravek urcen na
1é€bu psychosomatickych poruch, projevujicich se travicimi potizemi. Ma velice
nepiiznivé vedlejsi ucinky, mezi které patii bolest na hrudi, samovolné vylu€ovani mléka z

prsni Zlazy a zvySeni té€lesné hmotnosti.

Pacientka trp€la u mnoha 1€ka, které uzivala, ¢astymi nezadoucimi UCinky, které se
projevuji u 1 z 10 pacientd. Vysledky analyzy vzorku dokazuji i existujici asociaci
genotypu s odpovédi na Iékovou terapii Na druhou stranu, u pacientky nelze zcela vyloucit

1 urcité psychické potize a urcity strach z nové diagnoézy a jakékoliv nove nasazené 1écby.
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Piiloha 2: Vysledné genotypy a fenotypy pro vzorky z projektu Quinta Analytica.

Vzorek | Pohlavi | Vék Genotyp Metabolizator

1 M 27 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
2 M 29 *1/%4 STREDNi

3 M 20 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
4 M 34 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
5 z 42 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
6 M 43 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
7 z 48 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
8 M 44 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
9 z 35 e STREDNI

10 M 35 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
11 M 28 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
12 z 33 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
13 z 40 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
14 z 47 *1/*4 STREDNI

15 z 26 e STREDNI

16 M 38 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
17 M 24 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
18 M 39 | *1/%1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
19 z 47 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
20 z 45 | *1/*1 (wild type) nebo *1/5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
21 M 27 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
22 z 22 *1/*4 STREDNI

23 z 44 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
24 z 49 | *1/*1 (wild type) nebo *1/5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
25 z 39 *1/*4 STREDNI

26 z 38 *1/*4 STREDNI

27 M 31 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
28 M 25 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
29 i 53 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
30 M 24 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
31 z 41 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
32 z 50 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
33 M 36 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
34 Z 54 *4/*4 nebo *4/*5 POMALY

35 z 38 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
36 M 36 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
37 a 47 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
38 z 47 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
39 M 38 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
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40 Z 48 *4/*4 nebo *4/*5 POMALY
41 z 47 *1/*4 STREDNI
42 z 47 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
43 z 39 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
44 Z 51 *1/*4 STREDNI
45 Z 46 *1/*4 STREDNI
46 z 51 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
47 z 52 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
48 M 32 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
49 M 45 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
50 z 36 *1/*4 STREDNI
51 z 21 *1/*4 STREDNI
52 z 38 *1/*4 STREDNI
53 M 28 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
54 Z 30 *1/*4 STREDNI
55 z 45 *1/*4 STREDNI
56 z 41 | *1/*1 (wild type) nebo *1/*5 (delece) | NORMALNI (nebo STREDNI)
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Piiloha 3: Design stripu pouZitého pro reverzni hybridizaci, PGX-CYP2D6 XL
StripAssay®

Fied Marker Line {lop]
Canitrel RefSag MM_D0010E6.5

1 | =15B&C>G vanant c.- 158450
z | F1G=-A varant ¢. 3154

3 | A00C=T variant ¢ 100C=T

4 | 124G =A variant . 128G=4

B | 137_138insT variant ¢ 137_138insT
E | BEIGC varlant ¢ 181-15=C

T | 023 C=T ank . 320C=T

B | ATOT el var ASLdalT

o9 | 1T58G=T variant ¢ 505G=T

io | ATE2G A varant c.505G=A

" | 12485 =~ variant c.506-1G-A
1z | 12853 _186&ins 1 0ntjorior2 varant © 522 523insd 10nk)
13 | IE4ocelh variant o TE5dald

14 | 2815 261 TdalAAG variant c.BE1_B430lh.A
18 | JEE0C T varant ¢ BEEC-T

el | 2358 variani cOT1ASC

i7 | JSEBG A variani ¢ DBE+3SGA
18 | IEIG=A variant c. 12564
19 S1BDG=C varant o 146TG=C
] -15B£ normal
Fal 31 nomal
Iz 100 razirnal
3 124 mesirnal
14 137_138 nomal
5 BEZ mowrmaal
6 1023 namal
Fay 1707 namal
8 1758 namal
9 1845 namal
30 2549 narmal
3 I515_2617 normal
32 JE50 narma

33 2535 narma

24 J5EE norma

35 F1E3 narma

36 41ED narmal

37 PCR Pasitive Caninol

Gras Marker Ling {botiom)
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Piiloha 4: Zastoupeni variantnich alel u CYP2C9, CYP2C19, CY92D6 a CYP3A4

(pievzato a upraveno dle Zhou et al., 2017).
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