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Analyza polymorfismu genu pro CYP 2C19 u pacientii 1é¢enych
klopidogrelem

Abstrakt

Klopidogrel je antitrombotické (protidestickové) 1€civo ze skupiny thienopyridi,
pouzivané pro prevenci vyskytu krevnich trombii u pacientli s akutnim koronarnim
syndromem, u pacientli po ischemické cévni mozkové piihod¢, infarktu myokardu nebo
u pacientil s prokazanou ischemickou chorobou dolnich koncetin.

Klopidogrel je ,,prodrug”, coz znamena, ze pied svym plsobenim musi byt
Vorganismu metabolizovan na aktivni metabolit. Hlavni roli pfi bioaktivaci
klopidogrelu hraje cytochrom P450 2CI19. Jednotlivé enzymy cytochromového
komplexu jsou kodovany geny, které jsou polymorfni. Z divodu genového
polymorfismu muze byt u jednotlivych osob funkce cytochromu P450 2C19 rizna, a
tudiz 1 bioaktivace klopidogrelu se muze u jednotlivct lisit.

Existuje nékolik alel cytochromu P450 CYP2C19, které souvisi s odliSnou
terapeutickou odpovédi na podéani klopidogrelu. Jedinci s alelou CYP2C19*17 maji
zvySenou koncentraci aktivniho metabolitu a jsou vystaveni vysSimu riziku krvacivych
komplikaci. Nosi¢i alel CYP2C19*2 a CYP2C19*3 maji sniZzenou metabolizaci
klopidogrelu na aktivni metabolit, ¢im dochazi k nedostatecnému antiagregacnimu
efektu a ke zvySenému vyskytu kardiovaskularnich komplikaci. Alela CYP2C19*1 je
spojena s pln¢ funkénim metabolismem.

Ve skupin€ 512 pacientli jsme detekovali 191 nosict genotypu *1/*1, 79 nosict
genotypu *2/*1, 12 nosi¢t genotypu *2/*2, 1 nosice genotypu *3/*1, 43 nosiclh
genotypu *17/*17, 146 nosicu genotypu *17/*1 a 40 nosic¢t genotypu *17/*2.

Stratifikace pacienti dle genotypu CYP2C19 ma zasadni vyznam pro nastaveni
spravné 1écebné strategie a je prevenci vyskytu cévni mozkové piihody a proti riziku

krvaceni.
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Analysis of gene polymorphism of CYP 2C19 by the patients treated
with clopidogrel

Abstract

Clopidogrel is an antithrombotic medicament from the group of thienopyrids, used
for the prevention of blood cloths by the patients with acute coronary syndrome,
patients after an ischemic stroke, myocardial infarction or by the patients with proven
lower limb ischemia.

Clopidogrel is a “prodrug”, which means that it needs to be metabolised into an
active metabolite before it stars working. The cytochrome P450 2C19 plays the main
role in the bioactivation of clopidogrel. Individual enzymes of cytochrome complex are
coded by genes, which are polymorphic. The function of P450 2C19 can differ by
individuals, from the reason of gene polymorphism, therefore the bioactivation of
clopidogrel can differ as well.

There are few alleles of cytochrome P450 CYP2C19, which are connected with
different therapeutic reactions on the submission of clopidogrel. Individuals with the
allele CYP2C19*17 have an increased concentration of active metabolite and are at a
higher risk of bleeding complications. The carriers of CYP2C19*2 a CYP2C19*3
alleles have a decreased metabolisation of clopidogrel into an active metabolite, which
leads to insufficient antiaggregate effect and to increased appearance of cardiovascular
complications. The allele CYP2C19*1 is connected with a fully functioning
metabolism.

In the group of 512 patients, we detected 191 carriers of the genotype *1/*1, 79
carriers of the genotype *2/*1, 12 carriers of the genotype *2/*2, 1 carrier of the
genotype *3/*1, 43 carriers of the genotype *17/*17, 146 carriers of the genotype
*17/*1 and 40 carriers of the genotype *17/*2.

The stratification of the patients according to genotype CYP2C19 has a significant
meaning for adjusting the right treatment strategy and it is a prevention of stroke and the

risk of bleeding.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Farmakogenomika

Farmakogenomika je odvétvi farmakologie, které se zabyva studiem Uc¢innosti l¢ku
a jeho pfipadnou toxicitou v souvislosti s genetickou variabilitou osob. (Otova,
Mihalova, 2012). Obecnym cilem oboru farmakogenomiky je  vyvoj
individualizovanych 1écebnych postupti, predevsim identifikace nejvhodnéjsiho typu a
davkovani 1é¢iv pro konkrétniho pacienta (Brdicka, 2014).

Studiem vztahu mezi genetickou vybavou jedince a ucinku farmak se zabyvaji
obory farmakogenetiky a farmakogenomiky. Tyto dva pojmy byvaji pomérmn¢ casto
zaménovany, ale rozhodné nejsou totozné. Obor farmakogenetika se zabyva vlivem
jednotlivych  genetickych variant na u¢inek podané latky (Iéku), naopak
farmakogenomika zkouma totéz na urovni celého genomu (Brdicka, 2014).

Nejcastejsi pti¢inou genetické promeénlivosti ve farmakokinetickych procesech
1é¢iv jsou mutace lokalizované na typickych mistech genli enzymu, které se oznacuji
jako polymorfismy. Pojem geneticky polymorfismus byl poprvé pouzit v roce 1940 a je
definovan jako existence dvou nebo vice alel (variant gend) Vjednom genetickém
lokusu, ptevysujici svym vyskytem 1 % vyskyt v populaci. (Dostalek et al., 2006),
(Wikipedia. Geneticky polymorfismus, 2001).

Z celkového odhadovaného poctu 11-15 milioni genetickych polymorfismi u
Clovéka tvoii pres 90 % tzv.SNP (single-nucleotide polymorphisms =
jednonukleotidovy polymorfismus) (Otova, Mihalova, 2012). SNP znamend zaménu
jedné baze za jinou, vyskytuji se v lidském genomu piiblizn€ jedenkrat na 1000 part
bazi. Jelikoz jen méné nez 1,5 % DNA v lidském genomu koduje proteiny, vétSina SNP
se nachdzi mimo kodujici sekvenci. A pravé SNP v kodujicich sekvencich jsou stfedem
zajmu, protoze s velkou pravdépodobnosti zaménuji biologickou funkci proteinti

(Mladesovio¢ova, Didden, 2014).

1.2 Eliminace xenobiotik z organismu
Z hlediska schopnosti biotransformovat urcitou latku se lidskd populace rozdéluje
na:

e Pomali_metabolizatoii  (PM) — u téchto jedinct jsou xenobiotika

v disledku pfitomnosti mutantnich (defektnich) alel nemetabolizovany

vibec nebo pouze v omezené mife.



e Sti‘edni_metabolizatoii (IM) — jedinci, ktefi nesou bud’ jednou funkéni a

jednou defektni alelou, nebo nesou dvé alely s niz8i metabolickou aktivitou.

e Normalni_metabolizatori (EM) — vétSina jedincd, obé nesené alely jsou

pln¢ funk¢ni a xenobiotika metabolizuji normalné

e Ultrarychli metabolizatori UM) jedinci, ktefi maji vyssi expresi enzymu

(napft. vétsi pocet kopii pro dany enzym. Xenobiotika jsou metabolizovany
intenzivngéji a Casto vyzaduji vyssi davky (Matal, 2009).
Proces eliminace 1é¢iv nebo jinych xenobiotik, které byly vpraveny do organismu,

Ize u eukaryot rozdélit do dvou zékladnich fazi (Reminek, 2006).

1.2.1 Prvni faze biotransformace

V pribé¢hu prvni faze biotransformace dochazi zpravidla k zavedeni polarni
funk¢ni skupiny do zakladni molekuly xenobiotika. Jsou to pfedev§im hydroxy —(-OH),
amino —(-NHy), merkapto —(-SH), karbonylové (=CO) a karboxylové (-COOH) skupiny.
(Dostalek et al., 2006). Timto dochazi nejen ke zvyseni polarity xenobiotika a tim jsou
snadnéji vylucitelné moci, ale také se utvari funkéni skupina schopnd podstoupit reakce
druhé faze. Hlavni enzymy prvni faze jsou hydrolazy (napt. arylesterazy,
cholinesterazy) a oxidoreduktdzy (napf. monooxygenazy, alkoholreduktazy,
aldehydreduktazy, peroxidazy), (Reminek, 2006).

Pii oxidacni pfeméné xenobiotik se v prvni fazi biotransformace vyrazné uplatituje
systém cytochromu P450 katalyzujici oxidaci celého spektra endogennich i1 exogennich
substratt (Perlik, Slanat, 2015).

Xenobiotika obsahujici jiz reaktivni skupiny ve své molekule nemusi podléhat
prvni fazi biotransformace a ihned vstupuji do procesu konjugaéni pfemény. (Reminek,

2006).

1.2.2 Druhad faze biotransformace
Ve druhé fazi dochazi ke konjugaénim reakcim, napt. s kyselinou glukuronovou,

sirovou nebo s glycinem (Perlik, Slanat, 2015).

1.3 Cytochrom P450

Cytochrom P450 patii do nadrodiny hemoproteini. Poprvé byl objeven v roce 1958
Vv potkanich jatrech. V roce 1963 byla objasnéna funkce tohoto enzymatického systému.
V dnesni dobé je enzymaticky systém cytochromu P450 chapéan jako velka skupina

hemoproteinich monooxygenaz. Tento systém metabolizuje cizorodé chemicke latky, se



kterymi organismy pfichazeji do kontaktu, nebo syntetizuje dilezité latky télu vlastni

(napf. steroidni hormony), (Dostalek et al., 2006).

1.3.1 Nomenklatura P450
Cytochrom P450 tvoii dohromady nadrodinu oznaovanou zkratkou CYP. Dale se

¢leni na rodiny, které se oznacuji arabskou c¢islici ihned za zkratkou CYP. Do stejné
rodiny jsou zatazeny CYP, které maji podobnost v primarni struktute alesponn 40 %.
Dal§im délenim je na podrodiny, které se oznaluji velkym pismenem. Razeni do
podrodin je piisnéj$i neZ fazeni do rodin. Do stejné podrodiny jsou zatfazeny CYP, které
maji podobnost v primarni struktufe alespoit 60 %. Naptiklad enzym CYP2C19 je 19.
¢lenem podrodiny C patfici do rodiny 2. (Matal, 2009, Madr, 2010).

1.3.2 Kilasifikace cytochromu P450
Tab. ¢.1. Klasifikace lidskych P450 na zakladé substratové specifikace.

Steroly Xenobiotika z[yzesjil;\éy Eikosanoidy Vitaminy ?2?7?
1B1 1A1 2J)2 4F2 24 2A7
7A1 1A2 4A11 4F3 26A1 2R1
7B1 2A6 4B1 4F8 26B1 2S1
8B1 2A13 4F12 5A1 27B1 2U1
11A1 2B6 8A1 2W1
11B2 2C8 3A43
17 2C9 4A22
19 2C18 4F11
21A2 2C19 4F22
27A1 2D6 4V2
39 2E1 4X1
46 2F1 471
51 3A4 20
3A5 26C1
3A7 27C1

Pievzato ze zdroje: (Dostalek et al., 2006)

1.3.3 Rodina CYP1
Rodina proteinu CYP1 zahrnuje tii funkéni enzymy ve dvou podskupinach. Vysoce
konzervované CYP1Al a CYP1A2 se skladaji ze sedmi exont a Sesti intrond a jsou
lokalizovany na chromozomu 15q24.1, zatimco CYPI1BI se skladd pouze ze tii exonli

lokalizovanych na chromozomu 2p22.2. (Zanger, Schwab, 2013).
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Role enzymit CYP1 v metabolizmu léki

Katalytické aktivity enzymi CYP1 se ptekryvaji a zahrnuji hydroxylace a dalsi
oxidacni transformace mnoha polycyklickych aromatickych uhlovodikti a jinych
aromatickych latek. Zatimco CYP1Al preferuje planarni (rovinné) aromatické
uhlovodiky, CYP1A2 ukazuje preferenci pro aromatické aminy a heterocyklické
slouceniny. Vzhledem ke své relativné vysoké expresi v jatrech, CYP1A2 hraje
vyznamnou roli v metabolismu nékolika klinicky vyznamnych 1ékd. Tyto zahrnuji
analgetika a antipyretika (paracetamol, fenacetin. lidokain), antipsychotika (olanzapin,
léky (propramolol, quanabenz), inhibitor cholinesterdzy takrin pouzivany k lécbé
Alzheimerovy choroby, 1éCivo riluzor pouzivany k 1é€b¢é amyotrofické lateralni sklerozy

a mnoho dalSich. (Zanger, Schwab, 2013).

1.3.3.1 Podrodina CYP1A
Do podrodiny CYP1A fadime enzymy CYP1Al a CYP1A2 (Zanger, Schwab,
2013).

CYP1A1l

CYPI1AL je jednim z hlavnich enzym cytochromu P450, rozsadhle zkoumany pro
svou schopnost bioaktivace prokarcinogenli a teratogenl, jako jsou arylaminy a
polycyklické aromatické uhlovodiky (PAHs), které se vazi k placentarni a fetdlni DNA
jako DNA-adukty (Androutsopoulos et al., 2009), (Pavek, Stejskalova, 2011).

CYP1A2

Vyznam enzymu CYP1A2 se pro lékové interakce stale roste v poslednich deseti
letech vzhledem k rostoucimu poctu 1ékii metabolizovanych timto enzymem. Mezi
substraty CYP1A2 patii napt. alosetron, flovatriptan, mexiletin, ropinirol a mnoho
dalsich. Léky, které inhibuji CYP1A2 podle ocekavani zvysuji plazmatické koncentrace
nékterych 1€ki, v nékterych piipadech se vyskytuji i negativni vysledky. Za zminku
stoji 1€k fluvoxamin, coZ je silny inhibitor CYP1A2 a také siln¢ inhibuje dalsi enzymy
CYP450 jako CYP2C19, CYP3A4 a do jisté miry CYP2C9. (Horn, Hanstein, 2007).

1.3.3.2 Podrodina CYP1B
Podrodina CYPIB je zodpovédna za aktivaci heterocyklickych amint,
vyskytujicich se napf. vV pokrmech pfipravovanych na difevéném uhli, stejné tak za

metabolismus endogennich estrogenti (Dostalek et al., 2006).
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Lze ji najit v mozku, kizi, plicich, srdci, placenté, jatrech, ledvinach, slezin¢ a v
gastrointestindlnim traktu. Geneticky podminény deficit zptisobuje zvysSeni koncentrace
signalnich molekul, které miizou zptsobit az rozvoj glaukomu. Specificky substrat pro

urceni metabolické aktivity neni dosud znam (Dostalek et al., 2006).

1.3.4 Rodina CYP2
Rodina proteinu CYP2 je nejpocetnéjsi a nejrozmanitéjsi rodinou enzymatického
systétmu cytochromu P450. Tato rodina zahrnuje pestré mnozstvi podrodin, mezi
nejdualezitéjsi patii CYP2A, CYP2B, CYP2C, CYP2D a CYP2E (Dostalek et al., 2006).
Geny rodiny CYP2 jsou rozlozeny na riznych chromosomech a organizovany
v multi — genovych shlucich, které obsahuji jednu nebo nékolik subrodin. Mezi tfi
nejvetsi shluky patii shluk CYP2ABFGST lokalizovany na chromozomu 19q13.2, ktery
obsahuje geny CYP2A6 a CYP2B6, shluk CYP2C se nachdzi na chromozomu 10q23.33
s geny CYP2CS8, CYP2C9 a CYP2C19, dalsim shlukem je CYP2D na chromozomu

22013.1-2 s jedinym funkénim genem CYP2D6. (Zanger, Schwab, 2013).

1.3.4.1 Podrodina CYP2A

Podrodina CYP2A zahrnuje tii zdkladni formy: CYP2A6, CYP2A7 a CYP2AI3.
Formu CYP2AG6 pozorujeme pievazné v jatrech a ma podil na biotransformaci velkého
poctu kancerogennich substrati, zahrnujicich N-nitrosodietylamin, alfatoxin B: a NNK
(specificky nitrosamin tabdku). Metabolickd aktivita formy CYP2A6 je vyrazné
zvySovana barbituraty. K této form¢é mizeme mezi substraty zafadit naptiklad
metoxyfluran, halotan a pilokarpin. Kvantitativné pfedstavuje jenom asi 0,2 %
cytochromu P450 (Dostalek et al., 2006).

1.3.4.2 Podrodina CYP2B

Role podrodiny CYP2B v biotransformac¢nich procesech lidského organismu je
dosud nezndma, a to i pies to, Ze byla jednou z prvnich popsanych podrodin cytochromu
P450. Forma CYP2B6 ma dilezitou ulohu v metabolismu nejrizngjSich
farmaceutickych substanci, jeji role je dokazéana pii biotransformaci benzodiazepini a
amfetaminu, zaroven se také podili pfi bioaktivaci antineoplastik, zejména ifosfamidu a
cyklofosfamidu. Tato forma je jaterni i extrahepatalni, v nizkych koncentracich je
popisovana v ledvinach, ve vysokych koncentracich v jatrech. Tato forma je také

zodpovédna po podani barbituratl za mohutnou indukci metabolické aktivity. Ukazuje
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se také, ze induktorem metabolické aktivity by mohl byt i nikotin. (Dostalek et al.,
2006).

1.3.4.3 Podrodina CYP2C

Z podrodiny CYP2C jsou u ¢loveéka zastoupeny ctyfi zakladni formy: CYP2C8,
CYP2C9, CYP2C18 a CYP2C19. CYP2C8, CYP2C9 a CYP2C19 jsou obzvlast
dilezité v metabolickych reakcich ptiblizné 20 % lé¢iv dostupnych na trhu. Velky pocet
genovych polymorfismi je pficinou individudlnich rozdilti ve farmakokinetice 1éCiv,
terapeutickych Géincich a v projevu nezadoucich u¢inku 1é¢iv. (Hiratsuka, 2016).

Forma CYP2CS8 tvoii 6 % a forma CYP2C19 dokonce 16 % z mnozstvi
cytochromu P450. Na celkové biotransformaci xenobiotik se obé formy podili ptiblizné

z 10 % (Dostalek et al., 2006).

I1zoenzym CYP2C8

CYP2CS8 predstavuje piiblizné¢ 7 % z celkového poctu jaternich CYP enzymi a je
zodpovédny za metabolismus vice nez 60 druhid 1é¢iv pouzivanych v klinické praxi
(Hiratsuka, 2016).

Mezi 1é¢iva metabolizovana CYP2C8 zahrnujeme kupiikladu 1éCiva pouzivana
v onkologii pii 1écbé nadorovych onemocnéni (napt. paclitaxel), antidiiabetika, 1éCiva
snizujici hladinu krevniho cukru (napf. paglinid, pioglitazon), antimalarika a
hypolipidemika (Hiratsuka, 2016).

Proteiny CYP2C8 byly detekovany v ledvinach, jatrech, stfevé, mozku a jsou
znamy pro svou schopnost pieménovat v ledvinach kyselinu arachidonovou na aktivni
metabolity, které¢ ovliviiuji transport sodiku, resorpci vody a napéti cévnich stén (Horn,

Hansten, 2011).

I1zoenzym CYP2C9

Tento izoenzym je zodpovédny za biotransformaci pfiblizné asi 10 % Iéka.
Zajistuje napiiklad degradaci nesteroidnich antirevmatik (napf. koxibu, ibuprofenu,
indometacinu), warfarinu, peroralnich antidiabetik (typu derivata sulfonylurey) nebo za
transformaci antagonistii receptort AT1 — sartanti (lasartanu, irbesartanu ¢i valsartanu).
U CYP2C9 byly identifikovany 3 alely, které vedou ke sniZzené aktivité systému.
Zasadni vyznam maji zejména genotypy nesouci napiiklad alelu CYP2C9*2 a
CYP2C9*3, nebot’ miizou vést az k 27nasobnému snizeni clearance substratii, zejména

peroralnich antidiabetik ¢i warfarinu, v porovnani s béznou alelou. Nahromadéni
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warfarinu v organismu téchto osob je doprovazeno Castymi krvacivymi komplikacemi a
koncentrace uc¢inné latky je velmi nizka. Cetnost vyskytu téchto genotypti je v nasi
populaci pomérné Casta, typ CYP2C9*2 se vyskytuje zhruba u 10-20 % jedincu a typ
CYP2C9*3 u 6-9 % (Bultas, 2005).

1zoenzym CYP2C19

Jaterni enzym CYP2CI19 pfispiva k metabolismu velkého mnozstvi klinicky
vyznamnych 1é¢iv, jako jsou benzodiazepiny, antidepresiva, néckteré inhibitory
protonové pumpy a klopidogrelu. Podrobny ptehled 1éciv, kterd jsou substraty,
induktory a inhibitory je uveden v Ptilohach v tabulce ¢. 17. Stejné jako ostatni ¢lenové
subrodiny CYP450 je i gen CYP2C19 vysoce polymorfni (dnes je zndmo vice nez 25
riznych variant alel), (Scott et al., 2013).

Izoenzym CYP2C19 méa vyznamny podil na pfeméné proléciva klopidogrelu na
aktivni metabolit, ktery inhibuje agregaci desti¢ek. Alely oznacovany jako CYP2C19%*2
a CYP2C19*3 vedou ke snizené produkci aktivniho metabolitu klopidogrelu a je
spojovana se zvySenym rizikem kardiovaskularnich piihod u pacientli po perkutanni
koronarni intervenci. Variantni alela s oznatenim CYP2C19*17 naopak vede ke zvySeni

aktivity enzymu i k tvorb¢ aktivniho metabolitu (Perlik, Slanaf, 2015).
1.3.4.4 Podrodina CYP2D

1zoenzym CYP2D6

Izoenzym CYP2D6 je vyznamnou soucasti cytochromu P450 i pies to, ze relativni
mnozstvi tohoto enzymu tvofi pfiblizné€ 2 % ze vSech enzymu cytochromu P450. Tento
izoenzym katalyzuje oxidaci 20-30 % bézn¢ uzivanych 1é¢iv. Gen CYP2D6 je vysoce
polymorfni, dnes je zndmo vice nez 120 variantnich alel, jejichz frekvence vyskytu se
1idi u roznych lidskych ras. Skala jeho substrati je velmi rozsahla a zahrnuje lipofilni

beta blokatory, psychofarmaka, néktera antirytmika a opioidy (Perlik, Slanat, 2015).

1.3.5 Rodina CYP3
Z hlediska funkce v biotransformac¢nich procesech xenobiotik i endogennich
P450. V lidském organismu jsou nejvice zastoupeny formy CYP3A4 a CYP3AS, které
lze najit zejména v gastrointestinalnim traktu, jatrech, plicich, ledvinach, dale pak
Vv centralni nervové soustaveé, endotelu, lymfocytech a v placenté. Na formu CYP3A4/5

pripada z celkového mnozstvi enzymatického systému cytochromu P450 30 % a toto
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mnozstvi se podili pfiblizné z 52 % na celkové metabolické aktivité¢ cytochromu P450.
Rodina CYP3 se podili na metabolismu vice nez 150 1éCiv, napiiklad fibraty, statiny,
antirytmika, opioidy, antidepresiva, makrolidova antibiotika a fad¢ dalSich (Dostalek et

al., 2006).

1.3.6 Ostatni rodiny a podrodiny

e Rodina proteinu CYP4 a jeji podrodiny CYP4A az CYP4M

e Rodina proteinu CYP5

e Rodina proteinu CYP7 a jeji podrodiny CYP7A a CYP7B

e Rodina proteinu CYPS a jeji podrodiny CYPS8A a CYP8B

e Rodina proteinu CYP11 a jeji podrodiny CYP11A a CYP11B

e Rodiny proteini CYP17, CYP19, CYP20, CYP21, CYP24, CYP26, CYP27,
CYP39, CYP46, CYP51 (Dostalek et al., 2006).

1.4  Cévni mozkova prihoda

Cévni mozkova ptihoda (CMP) je onemocnéni cévniho ptvodu, které je
charakterizovano nahle vzniklou loziskovou ¢i celkovou poruchou mozkové funkce
trvajici vice nez 24 hodin. Pfihody s kratSim trvanim oznacCujeme jako tranzitorni
ischemické ataky (TIA). Jedna se o onemocnéni s vySSi incidenci prevazné ve
vyspélych statech (100-200 piihod na 100 000 obyvatel ro¢n¢) a fadi se na tieti misto
jako nej€ast&jsi pficina mortality po zhoubnych nddorech a nemocech srdce (Fiksa,
2008).

NejcastéjsSim divodem onemocnéni nervového systému jsou cévni pficiny, a to
bud’ nasledkem krvaceni, nebo z nedostatecného prokrveni (Bélousovova, 2012). Mezi
rizikové faktory prispivajici ke vzniku cévni mozkové piihody fadime nemoci srdce,
arteridlni hypertenzi, diabetes mellitus, koufeni, obezitu, rizikové imunogenetické

faktory (napt. antifosfolipidovy syndrom) i rizikovou medikaci (Bartinék et al., 2016).

vvvvvvvv

proces lokalizace

ateroskleroza Kréni a mozkové tepny (ACIl, ACM)
Embolizace (aorta, srdce, AS platy) Mozkové tepny

mikroangiopatie Drobné mozkové tepny (perforatory)

Prevzato ze zdroje: (Hutyra, 2011)
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Tab. €.3. Mén¢ Casté priciny uzavéru kréni a mozkové tepny.

Disekce kréni tepny (ACI, AV): traumatickd, spontanni

Trombofilni stavy

Vaskulitidy a vaskulopatie pfi systémovych nemocech pojiva

Vazospazmy (napf. pii subarachnoidealnim hematomu)

Arterioarterialni embolizace z vaku ¢aste¢né trombotizované¢ho aneuryzmatu.

Prevzato ze zdroje: (Hutyra, 2011)

1.4.1 Déleni CMP

Dle mechanismu svého vzniku Ize rozdélit cévni mozkové piihody:

e Hemoragické CMP (mozkova krvaceni, vyskytuje se pfiblizné v 20 % vSech CMP)
—nejcastéji vznikaji disledkem ruptury mozkové tepny

o Ischemické CMP (mozkov¢ infarkty, jedna se o nejcastéjsi typ CMP, vyskytuje se
v 80%) — pric¢inou ischemické CMP muze byt napf. embolie, tepenna trombdza
(uzévér tepny) nebo systémova hypoperfuze. Tyto priiny zplisobuji pokles
zasobeni mozku kyslikem, coz mize vést az k odumieni mozkové tkan¢ (Slezakova

etal., 2016).

1.4.2 Rizikové faktory

Rizikové faktory u CMP lze rozdélit na ovlivnitelné a neovlivnitelné (Dufek, 2002).

1.4.3 Ovlivnitelné rizikové faktory
a) hypertenze — hypertenze je spole¢né sonemocnénim srdce povazovana za
nejdilezitéjsi rizikovy faktor CMP. Doporucené hodnoty krevniho tlaku jsou < 120 torr
systoly a < 80 torr diastoly. Obecné¢ by lécba meéla zahrnovat kromé 1écby
farmakologické 1 zménu Zivotniho stylu (t€lesné cviceni, omezeny piijem sodiku a
omezena konzumace alkoholu (Dufek, 2002).
b) onemocnéni srdce-mezi srde¢ni onemocnéni, ktera maji hlavni vliv na vznik CMP,
patii:

e Kardiadlni dekompenzace

e Fibrilace sini

e Infarkt myokardu

e Cor pulmonale

e Mitralni vada
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o Defekt septa s paradoxni embolizaci z zilniho systému velkého obéhu (Dufek,
2002)

c¢) Diabetes mellitus — u lidi s diabetes mellitus je riziko iktu az 6x vyssi. DM zvySuje
kardiovaskularni morbiditu, ma vliv na ateroskler6zu a na zmény v cévnim systému.
Mortalita diabetikli s iktem je 3x vyssi (B€lousovova, 2012).
d) Hyperlipoproteinémie — Hyperlipoproteinémie je typickym rizikovym faktorem
kardiovaskularnich onemocnéni, u cerebrovaskuldrnich onemocnéni je vzajemny vztah
mezi zvy$enou hladinou cholesterolu a iktem mala (Dufek, 2002).
¢) koufeni — koufeni je povazovano za jeden z nejvyznamnéjSich rizikovych faktort
pro onemocnéni srdce a perifernich tepen. Jednd se o vyznamny faktor zejména u
mladych lidi, zesilené riziko vyskytu je u mladych divek pfi soucasném uzivani

hormonalni antikoncepce (Dufek, 2002).

Dalsi rizikové faktory
Mezi dalsi rizikové faktory patii naptiklad migréna, nedostatek pohybu, nemoci
spanku, uzivani hormonalni antikoncepce, obezita, nadmérné uzivani drog (Dufek,

2002).

1.4.3.1 Neovlivnitelné rizikové faktory

a) vék

b) pohlavi — lehce vyssi vyskyt CMP je prokazdno u muzid, piedevSsim v nizSich
vékovych skupinéach, ve vys§im vékovych skupinach uz neni tento rozdil tak patrny.

wewr

lipida, sklon k diabetes mellitus, dispozice K ur¢itému typu reakce na stres (Dufek,
2002).

1.4.4 Diagnostika CMP
Rozbor anamnézy a klinického obrazu pacienta tvoti zaklad diagnostiky CMP. Pii
vySetieni se provadi nékolik diagnostickych ukont rtizného zaméteni.
e CT mozku
e EKGartg plic
e Biochemické vysetieni — KO, CRP a sedimentace, glykémie, urea, kreatinin,
kyselina moc¢ova, renalni a hepatalni biochemické vysetieni
e Pulzni oxymetrie

¢ Qjedinéle lumbalni punkce
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e Duplexni a transkranidlni neurosonologie

e Pfi podezieni na epilepsii EEG

¢ MRIaMRA, CTA

e U nékterych ptipadd MR

e U indikovanych piipadi transthorakalni a transesofagealni echokardiografie

(Bélousovova, 2012)
1.45 Lé¢ba CMP

Prednemocnicni péce

Dilezitou roli v pfednemocni¢ni péci hraje informovanost vefejnosti o typickych
piiznacich a zdvaznosti CMP a s tim spojené v€asné zkontaktovani zachranné sluzby.
Dulezitym aspektem uspésné 1é¢by iktu je ¢asovy interval od pocatku piiznaki iktu do
piijezdu pacienta do nemocnice. Tento interval by nemél byt delsi, nez 90 minut coz je

dle statistik dosaZeno pouze u malého procenta pacient (Bauer, 2010).

Lécba ischemickych CMP
e Zajisténi vitalnich funkci
e (QOdstranéni vyvolavajici priciny
e Zajisténi adekvatniho pritoku mozkovym fecistém
e Zprichodnéni uzaviené cévy — trombolyza (1écebnd metoda vedouci k obnoveni
prachodnosti tepny po jejim predchozim uzavérem)
e Farmakologickad 1écba

a) antiagregacni lécba
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Tab. ¢€.4. Prehled protidestickovych 1éku.

Inhibitory cyklooxynezy 1 (COX 1)

e ASA

e NSADP

GP IIb/III antagonisté

e abciximab

e epifibatid

e tirofiban

P2Y (12) receptor antagonisté

e clopidogrel

e prasugrel

e cangrelor

e ticagrelor

PAR antagonisté

e vorapaxar

e atopaxar

Prevzato ze zdroje: (Penka, 2012).

1.4.6 Klopidogrel

Klopidogrel, chemicky  methyl(+)-(S)-a-(2-chlorfenyl)-6,7-dihydrothieno[3,2-
Clpyridin-5(4H) acetat (obr. ¢. 1), spole¢né s prasugrelem a tiklopidinem patii do
skupiny thienopyridint. Aktivni metabolit klopidogrelu selektivné inhibuje vazbu
adenosindifosfatu (ADP) na jeho destickovy receptor P2Y12 a nasledné¢ ADP —
zprostfedkovanou aktivaci glykoproteinového komplexu GPIIb/Illa, ¢imz dochézi
K inhibici agregace trombocyt a vytvoreni sité spolu s fibrinem (Mot'ovska et al, 2006),
(Vocilkova, 2011).

Jednd se tedy o protidestickové 1écCivo, které se v mediciné pouziva pro
predchazeni aterotrombotickych piihod u pacienti po infarktu myokardu, u pacientt
s akutnim koronarnim syndromem, ischemické cévni mozkové piihodé a u pacientl

s prokazanou ischemickou chorobou dolnich konéetin (Klopidogrel, SUKL, ©2010).

CHs
|

O

Obr. ¢&. 1- chemicky strukturni vzorec klopidogrelu, Pievzato ze zdroje: (Motovska

et al, 2006)

o
/
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Farmakokinetika

o Vstrebavani (absorpce)

Klopidogrel je rychle metabolizovan v jatrech kratce po absorpci z gastrointestindlniho
traktu. Na zdklad¢ analyz koncentrace metaboliti v moc¢i a ve stolici je absorpce
klopidogrelu odhadovana na 50 %. U¢inek sloZeni stravy na vstiebavani klopidogrelu
dosud neni znam (Mot'ovska et al, 2006)

e Distribuce

Hlavni metabolit klopidogrelu je v plazmé véazadn na plazmatické bikoviny z
94-98 % (Motovska et al, 2006).

e Metabolismus

Metabolizace  klopidogrelu  probiha v jatrech, kde je  hydrolyzovan
karboxylesterazou na hlavni cirkulujici metabolit SR26334 a dale oxidovan a
biotransformovan na dal$i metabolity. Aby se vytvoril aktivni metabolit, musi byt
klopidogrel metabolizovan enzymy cytochromu P450. Aktivni metabolit klopidogrelu
se ireverzibilné¢ vaze na receptor pro ADP na povrchové membrané trombocytl, ¢imz
nedochazi k ADP dependentni aktivaci glykoproteinu GP IIb/Illa a k vazb¢ fibrinogenu
na tento receptor. Klopidogrel timto uvedenym mechanismem brani ADP indukované
agregaci krevnich desticek (Jansky, 2001).

e Eliminace
Po peroralni davce je rendlni exkrece neaktivniho metabolitu zhruba 50 %, stolici je
vylouceno okolo 46 %. podaného mnozstvi. Jeho elimina¢ni polo€as se pohybuje mezi

7 a 8 hodinami (Mot'ovska et al, 2006).

Farmakogenetika

Klopidogrel je pfeménovan pomoci jaterniho CYP systému na aktivni latku.
Nékteré enzymy CYP450 jsou polymorfni nebo mohou byt ovlivnény jinymi léCivy,
¢imZ nedochazi u vSech pacientil k dostatecné inhibici agregace trombocytl. Hlavni roli
hraje izoenzym CYP2C19, ktery se podili na vzniku aktivniho metabolitu i
intermediarniho metabolitu 2 — oxo — klopidogrelu. U¢inek klopidogrelu je zavisly na
genotypu CYP2C19. Za standartni alelu je povazovana alela CYP2C19*1, kterd je
spojena s pln¢ funkénim metabolismem, naopak alely oznacovany CYP2C19*2 a
CYP2C19*3 jsou spojeny se snizenym metabolismem. Alely oznacené CYP2C19*17 se

vyznacuji se zvySenym metabolismem, ¢imz dochdzi u jedinci s touto alelou ke
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zvysené koncentraci aktivniho metabolitu (Vocilkova, 2011), (Klopidogrel, SUKL
©2010).
b) antikoagula¢ni 1é¢ba

* Heparin

= Warfarin

o Casna rehabilitace a fyzioterapie (Vitovec, Spinar, 2004)

Lécba hemoragické CMP
e Zajisténi vitalnich funkci
e (Odstranéni vyvolavajici pric¢iny

e Udrzovani pfiméfeného nitrolebniho tlaku

Tlumeni bolesti hlavy

e Operacni feSeni

Farmakologicka 1écba

Casna rehabilitace a fyzioterapie (Vitovec, Spinar, 2004)

Nasledna péce

Nasledna péce u pacienta, ktery prodélal cévni mozkovou ptihodu, je odvijena od
1é¢ebného vysledku, od stupné postizeni a od socidlniho zdzemi nemocného ¢lovéka.
Soucasti péce u pacientl s nasledky je predevSim rehabilitace pod dohledem odborného
vedeni, kterd je zaméfena na to, aby zdrava ¢ast mozku ptevzala co mozna nejvice
funkci postizené tkan€ (Novakova, 2012). Pomérné Castym ndsledkem cévni mozkové
piihody je poskozeni fecovych center, kdy dochazi bud k postizeni vyslovnosti
(dysartrie) nebo vyjadifovani (afazie) — naptiklad postizeny vi, co chce fici, ale nemtlize

se vyjadrit. Lécbou takovych poruch se zabyvaji logopedi (sdruzeni CMP, [b. r.]).
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2 Cil prace

Cilem mé bakalarské prace bylo:

Sezndmit se s problematikou antiagregacni 1éCby, farmakogenetiky klopidogrelu
a dalSich antiagregacnich 1é¢iv a s oblasti cytochromu P450, zejména 2C19
Praktické zvladnuti laboratornich metod — izolace DNA, Real Time PCR,
provést stanoveni genetického polymorfismu alel CYP2C19 *1, *2, *3, *17

Zhodnotit piinos genetické diagnostiky pro management pacientl po iktu
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3 Metodika

3.1 Charakteristika souboru

Praktickou &ast bakalafské prace jsem vykonala v Nemocnici Ceské Bud&jovice
a.s., v laboratofi molekuldarni biologie a genetiky pod vedenim Mgr. Ondfeje
Scheinosta. Veskera vySetfeni byla provadéna pod dohledem kvalifikovaného
pracovnika. Soubor tvofili pacienti nejcastéji z oddéleni neurologie a neurochirurgie

Nemocnice Ceské Budéjovice a.s.
3.2 Principy laboratornich metod

3.2.1 Polymerazova ietézovd reakce — PCR

Dulezitym krokem ve studiu molekuly DNA byl objev polymerdzové tetézové
reakce (PCR) v 80. letech 20. stoleti Kary Mullisem. V roce 1993 za tento objev obdrzel
Nobelovu cenu za chemii (Trné¢akova, 2016).

Polymerazova tetézova reakce (PCR, z anglického Polymerase Chain Reaction) je
zakladni metodou molekularni biologie, umoZziujici rychlé zmnoZeni (amplifikaci)
specifického tseku DNA (PCR, LabGuide, [b. r.]). Amplifikovany usek DNA je
ohrani¢en tzv. primery (oligonukleotidy), coz jsou fragmenty DNA o 20-25
nukleotidech, které diky své komplementarité piisedaji pravé ke konciim vybraného
useku. Od prisedlych primeri probiha syntéza DNA (PCR, LabGuide, [b. r.]).
Samotnou syntézu provadi termostabilni DNA polymeraza, izolovana nejcastéji
z bakterie Thermus aquaticus, odtud oznac¢eni Taq polymeraza. JelikoZ je tento enzym
termostabilni, uchovava si svou aktivitu i ptes né€kolikeré piisobeni teploty blizici se
teplot¢ varu. V pribéhu reakce je vyuzivano cyklickych zmén teplot, které umozni

rozvolnéni (denaturaci) DNA, pfisedani primert a syntézu DNA (PCR, LabGuide, [b.
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Obr. €. 2 — Pribéh PCR reakce. Pievzato ze zdroje: (Zornikova, 2012).
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Reakce PCR se sklada z nékolika krokd:
1. Denaturace — DNA se po dobu 20-30 sekund zahiiva na teplotu 94-98 °C.
Pii této teploté dochazi k rozruseni vodikovych mistki v molekule DNA a
k rozvolnéni dvousroubovice. Vznika tak jednovlaknova DNA, na kterou
mohou v dalsim kroku nasedat primery (Wikipedia, Polymerazova fetézova
reakce, 2001).

2. Nasednuti primerd — teplota se snizuje na 50-65 °C, coz umoznuje nasednuti

primert na specificka mista DNA. Na dvouvlaknové useky DNA — primer
se vaze DNA polymeraza (Wikipedia, Polymerazova fetézova reakce,

2001).

3. Syntéza DNA — teplota pouzitd vtéto fazi zavisi na pouzit¢ DNA

polymeraze. Nejbéznéjsi Taq polymeraza ma optimum aktivity v praxi

72 °C, pti 2 kolovych PCR se teplotni optimum pohybuje okolo 60°C.

V tomto kroku dochazi k samotné syntéze DNA. Ve sméru od 5' konce k 3'

konci prirastda vlakno DNA komplementarni k ptivodni molekule DNA
(Wikipedia, Polymerazova fetézova reakce, 2001).

Tyto tii kroky se cyklicky opakuji, pro dostate¢nou amplifikaci ptivodni molekuly

DNA postaci obvykle 30-40 cykli. Detekce amplifikovanych fragmentd DNA se

provadi pomoci gelové elektroforézy (Zornikova, 2012).

3.2.2 Polymerdzovd Fetézovd reakce v redlném case — Real Time PCR

Real Time PCR je metoda zalozend na principu PCR, kterd umoziuje ptimou
kvantifikaci PCR produktu v pribéhu reakce. Kvantifikace mnozstvi molekul
nukleovych kyselin je dalezitd pfi detailnim studiu genové exprese nebo diagnostice
nekterych patogent (Grussmannova, 2013).

Pii metod¢ Real Time PCR reakcni smés obsahuje bud’ interkalaéni latky schopné
fluorescence nebo fluorescencéni sondy, které béhem PCR hybridizuji k fetézcim
vznikajicich aplikonl. Mezi interkala¢ni latky fadime SYBR Green, Amplifluor a
SYBR Gold (Beranek, 2016).

Sondy se déli na:

e Hydrolyzaéni sondy (TagMan sondy nebo Probe Library sondy)

e Hybridiza¢ni sondy (dudlni hybridizacni sondy, Eclipse sondy, Molecular

Beacons, ResonSence sondy, Hybeacons, Ying-Yang sondy, Light-up sondy a
sondy Scorpions), (Beranek, 2016).
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Kemisi fluorescencniho zafeni dochédzi jen v tom pfipad€, pokud je v reakéni
zkumavce amplifikovan templat DNA. Reakce probiha v pfistroji zvaném termocykler,
vybaveném zdrojem zafeni (LED dioda, xenonova lampa nebo laser) a piislusnym
typem detektoru (CCD kamera, fotonasobic), ktery zaznamenava fluorescenci. Chlazeni
se provadi nasdnim vzduchu z okolniho prostfedi, zahiivani probiha pomoci topné
spiraly nebo halogenovou lampou (Beranek, 2016).

Tvorbu produktt pii reakci Real Time PCR Ize na obrazovce monitoru sledovat
Vv pribéhu procesu v ,,redlném Case®, tim padem se neprovadi elektroforeticka detekce

produktii (Beranek, 2016).
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Obr. ¢.3 — Zaznam fluorescence pii Real Time PCR. Pievzato ze zdroje: (Real Time

PCR, LabGuide, [b. r.]).

3.23 AS-PCR
AS — PCR neboli alelové specifickd PCR je metoda vyuzivana k detekci malych
deleci a bodovych mutaci. Principem je vyuziti tii riznych primerd, které jsou vybrany
na zaklad¢ sekvencni komplementarity s mutovanou, nemutovanou ¢i variantni alelou.
Tyto primery se hybridizuji ke standartni nebo mutované alele, kdy jeden primer je
spolecny pro ob¢ alely. Nejcastéji se vyuziva varianta ARMS (amplification refraktory

mutation detection system, amplifikacni refrakéni mutacni systém) (Zima, 2007).

PCR ARMS

Principem PCR ARMS je ptesna komplementarita bazi na 3'konci primeru. Jestlize
nenastane komplementarita, nedojde ke specifické amplifikaci, coz je zakladnim
principem AS — PCR. K odliseni specificky chybé&jici amplifikace od nespecifického

selhdni samotné PCR je diilezZité pouzit vnitini kontrolu reakce. Test je zaloZen na dvou
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samostatnych reakcich. Jedna reakce je specificka pro mutovanou nebo variantni
sekvenci DNA. Druha reakce je specificka pro normalni DNA sekvenci. Vyhodou této
metody je jednoduchost, spolehlivost a jasné rozliSeni heterozygotti od homozygoti ve

sledovaném lokusu pro jednu nebo druhou alelu (Zima, 2007).
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Obr.¢.4: Princip reakce ARMS a AS-PCR. Pievzato ze zdroje: (Zima, 2007).

Pokud je jedinec nemutovany homozygot, vytvoii se PCR produkt pouze pii
pouziti primeru pro nemutovanou formu genu a spole¢ného primeru. Jestlize se jednd i
mutovaného homozygota, tak dochazi k vytvotreni PCR produktu v amplifika¢ni reakci
s primerem komplementarnim k mutované nebo variantni alele daného genotypu a
spoleCnym primerem. Jestlize dojde ke vzniku produktu v obou amplifika¢nich reakcich
se spoleCnym a mutovanym primerem i spoleénym a nemutovanym primerem, jedna se

0 heterozygota (tab. 5), (Zima, 2007).
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Tab.¢.5: Princip hodnoceni ARMS a AS — PCR.

Genotyp Oligonukleotidy Produkt reakce
Homozygot nebo s+n ano
Hemizygot normalni s+m ne
heterozygot s+n ano

s+m ano
Homozygot nebo s+n ne
hemizygot mutantni s+m ano

s — spole¢ny, n — normalni, m — mutantni primer. Pfevzato ze zdroje: (Zima, 2007).

RFLP - PCR

RFLP — PCR (polymerase chain reaction — restriction fragmen lenght
polymorphism, polymerazova fetézova reakce — polymorfismus délky restrikénich
fragmentd) je metodou, vyuZzivajici identifikaci amplifikovaného PCR produktu pro
vybrané oblasti genomové DNA. Tato metoda se sklada ze dvou hlavnich krokd —
v prvnim kroku je pomoci PCR namnoZzen (amplifikovan) tisek DNA, ve kterém jsou
mista vyskytu mutace. V nasledujicim kroku nasleduje Stépeni pomoci restrikénich
endonukleaz. Existuje velké mnozstvi téchto endonukleaz, které jsou od sebe odlisné
tim, Ze rozpoznavaji rizn¢ dlouhé sekvence nukleotidi a §tépi DNA na razné dlouhé
fragmenty na zaklad¢ rozpoznané sekvence a podle individualniho pofadi bazi. Pro

daného jedince je pocet i délka fragment specifické (Zima, 2007), (Beranek, 2016).

3.2.4 Hybridizacni metody
Hybridiza¢ni metody patii k nejstarSim molekularné genetickym vySetfovacim
metodam, (Maté&jkova, 2016).
3.2.4.1 Reverzni hybridizace
Metoda reverzni hybridizace se vyuziva k detekci SNP polymorfismii a bodovych
mutaci. Principem je hybridizace dvou jednovldknovych molekul nukleovych kyselin na
zakladé jejich komplementarity, tzn. vznik vodikovych vazeb mezi adeninem a
tyminem a mezi guaninem a cytosinem, za vzniku dvouvlaknové molekuly. Jedno
vlakno je referencni tisek DNA a druhé vldkno je vySetfovand DNA. Cely proces se
sklada z 3 krok:
1. lzolace DNA

2. Amplifikace analyzovanych genovych sekvenci
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3. Hybridizace genovych sekvenci k referenénim sekvencné specifickym sondam
ukotvenych na pevném podklad¢, (Matéjkova, 2016)

Jako hybridiza¢ni sonda se vyuziva nukleova kyselina komplementarni k sekvenci
testované molekuly. Nejcastéji se jako sondy vyuzivaji dvoutetézcové molekuly DNA,
jednofetézcové molekuly DNA, molekuly RNA a syntetické oligonukleotidy. Sondy
byvaji na jednom zkoncli nebo uvnitf opatfeny vhodnou radioaktivni nebo
neradioaktivni znakou umoznujici ndslednou identifikaci sondy po hybridizaci
s nukleovou kyselinou. Diive se upfednostiiovalo radioaktivni znaceni pomoci
radioizotopti (**P, *S, °H). Dnes se z hlediska bezpec¢nosti pouziva neradioaktivni
znaceni vyuzivajici chemickou modifikaci sond (biotinem, digoxigeninem,
sulfonovanym cytidinem, acetylaminofluorenylem). Pii neradioaktivnim znaceni jsou
sondy detekovany pomoci protilatky S navazanou napi. alkalickou fosfatazou (ALP),
ktera  reaguje s piidanym  substratem s vyslednou  kolorimetrickou  ¢i
chemiluminiscen¢ni reakci, (Matéjkova, 2016), (Hybridiza¢ni metody, LabGuide, [b.
r.]).

3.2.4.2 Reverzni hybridizace na stripech

Pii reverzni hybridizaci na stripech se pouziva jako pevny nosi¢ napf.
nitrocelulosova membréana ve tvaru prouzku (stripu), na kterém je komeréné zafixovana
jednofetézcova neznaCena sonda. Sonda muzZe obsahovat béznou (wild-type, wt)
sekvenci nebo sekvenci obsahujici pfedpokladany typ mutace. V tomto ptipadé je
znaceny PCR produkt, nebo obecné vySetfovana nukleova kyselina pomoci biotinu.
Pokud nedojde K hybridizaci PCR produktu na strip, dochazi kjeho odmyti. Po
nasledném piidanim alkalické fosfatdzy konjugované se streptavidinem a piislusného
chromogenniho substratu dojde k fialovému zabarveni nahybridizovanych PCR
produktti. Vyslednou reakci lze odecitat pouhym okem, (Matéjkova, 2016), (Beranek,
2016).

Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA umoziuje stanovit pofadi nukleotidi v genomu. EXxistuje
n¢kolik riznych metod sekvenovani, c¢asto automatizované. Jednou =z nich je
enzymatickd Sangerova metoda. Tato metoda je zaloZzena na enzymatické terminaci
syntézy vlakna DNA po zabudovani dideoxyribonukleotidu, ktery se zacleniuje do
vlakna syntetizované DNA ndahodné na misto nukleotidu. Nasledné se nemuze

syntetizovany fetézec DNA ddle prodluzovat. Vysledkem je vznik rtzné¢ dlouhych
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fragmenti DNA, které na konci maji urcity dideoxyribonukleotid znaceny
fluorochromy — ddGTP, ddATP, ddTTP, ddCTP. Koncovy dideoxyribonukleotid a
délka fragmentu informuje o sekvenci nukleotidi ve vySetfovaném vzorku DNA

(Otova, Mihalova, 2012).

3.3 Materidl

Vychozim materidlem pro PCR reakce je vyizolovana DNA z periferni krve. Pro
vySetfeni je vyzadovan vzorek periferni krve odebran do sterilnich zkumavek. Laboratot
preferuje primarni vzorky odebrané do protisrazlivého roztoku KsEDTA.

Pro pfijeti zadanky o provedeni laboratorniho vySetfeni musi byt krom¢e spravné
vyplnéné¢ zadanky i1 vhodné oznaleny primarni vzorek. Nespravné nebo neuplné
oznacené vzorky vedou k odmitnuti provedeni vySetfeni. Nezbytnou identifikaci
biologického materidlu pfed piidélenim laboratorniho cisla tvofi cCitelné piijmeni
pacienta a ¢islo pojiSténce. Materidl je po pfijeti a zapsani do centralni databaze
OpenLims zpracovan nebo ulozen v lednici. Pfijaté vzorky krve se zpracovavaji

nejpozdéji do 3 dnti.
3.4  Potiebna zavizeni

3.4.1 Laborato¥ pro izolaci
e Centrifuga
e Dry block
e Izola¢ni box s laminarnim proudénim vzduchu
e izolator MagCore® (MagCore Genomic DNA Whole Blood Kit
(RBCBioscience))
e Izolator QuickGene-Mini80
e Lednice s mrazakem
e Sada nastavitelnych mikropipet
e Pikofuga
e Teploméry k lednicim a mrazdkim

e \Vortex

3.4.2 Laboratov pro amplifikaci
e Light Cycler 480 Instrument Il (Roche) s pocitaem se softwarem pro pfistroj
Light cycler
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3.4.3 Laborato¥ pro pripravu reakénich smési

e PCR box
e Mrazak
e Pikofuga

e Sada nastavitelnych mikropipet
o Teplomér k mrazdku

e \ortex

3.4.4 Spotiebni material
e Sterilni mikrozkumavky 1,5ml a 0,2ml
e Sterilni Spicky k mikropipetdm
e Sterilni pasteurky
e Rukavice
e Popisovace

e Stojanky (NCB_LMBG_SOP_12_012_B).

3.5 Postupy genetického vysetieni
Nasledujici popsané genetické metody jsem si osobné vyzkousela pod odbornym
dohledem v laboratofi molekularni biologie a genetiky v Nemocnici Ceské Budgjovice

a.s.

3.5.1 lzolace DNA
Izolace DNA je dnes rutinni technikou molekuldrni biologie. Jednd se o proces
ziskani DNA ze zkoumaného vzorku, nejéastéji z lymfocytt periferni krve (Wikipedia,
Izolace DNA, 2001).

3.5.1.1 Izolace genomové DNA z plné krve (QuickGene DNA whole blood kit S (DB-
S))

Reagencie:
e 96 % ethanol

e Proteasa EDB (EDB)
e Luysis buffer (LB)

e Wash buffer (WDB)

e Elution buffer (CDB)
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Pted zacatkem prace si pro jeden vzorek piipravime 1,5 ml mikrozkumavku na lyzi
a jednu 1,5 ml mikrozkumavku na eluci. Vyhtejeme suchou lazen na 56 °C.

Pracovni postup

V prvnim kroku napipetujeme 30 ul EDB do oznacené 1,5 ml mikrozkumavky a
ptidame 200 pl krve a 250 pl LDB. Nasledné vzorek zvortexujeme po dobu 15 sekund a
kratce zcentrifugujeme. Nasleduje inkubace pii 56 °C po dobu 10 minut. Po probéhlé
inkubaci ptidame 250 pl 96 % ethanolu. Smés poté zvortexujeme po dobu 15 sekund a
kratce stoCime.

Popsané kolonky, odpadni nadobky a popsané 1,5 ml mikrozkumavky na eluci
umistime do QuickGene stojanku. Nasledné na kolonku pfeneseme lyzat. Poté pfidame
cca 750 ul WDB a néasledn¢ provedeme odséani. Pfidame 750 ul WDB a odsajeme.
Potreti ptidime 750 ul WDB a odsajeme. Kolonky pfesuneme do ptipravenych a fadné
oznacenych 1,5 ml mikrozkumavek, pfidame 150 pl temperovaného elu¢niho pufru
(CDB) a vzorek inkubace po dobu jedné minuty. V nasledujicim kroku pufr odsajeme a

vzniklou DNA ulozime do lednice (- 70 °C) k pozdé&jsimu zpracovani.

3.5.2 Izolace genomové DNA 7 plné krve (DNA Isolation Kit for Mammalian
Blood (Roche))
Reagencie
¢ Red Blood Cell Lysis Buffer
e White Blood Cell Lysis Buffer
e Protein Precipitation Solution
e Vymrazeny 96 % ethanol
e 96 % ethanol
e Elu¢ni pufr
Pracovni postup

Do oznacené 50 ml zkumavky nalijeme Red Blood Cell Lysis Buffer (RBCL)

v poméru 3 dily pufru/l dil krve, pfiddme krev (pivodni zkumavku uchovame pro
pfipadnou izolaci jinou metodou) a protfepeme na vertikalni tiepacce po dobu 15-30
minut / 150 rpm, v pfipad¢ nedostate¢né lyze bunék lze dobu prodlouzit. Dal§im
krokem je centrifugace 900 x g/10 minut. Poté vznikly supernatant slijeme a dame
vzorek roztiepat na vortex a nasledné ptiddme 7 ml Red Blood Cell Lysis Buffe. Opét
vzorek zcentrifugujeme 900 x g/ 10 minut a slijeme vznikly supernatant. Vznikly

sediment roztfepeme na vortexu, priddme White Blood Cell Lysis Buffer a promichame
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prevracenim zkumavky. Pokud by vzorek obsahoval heparin, nasledovala by inkubace
65 °C/ 10 minut. Poté piidame Protein Precipitation Solution, vzorek dukladné
zvortexujeme minimalné po dobu 30 s a dame zcentrifugovat 12 000 x g/ 10 minut.
Vznikly supernatant ptelijeme do €istych oznaenych 50 ml zkumavek, ptiddme cca 2

dily 96 % ethanolu a jemnym krouZivym pohybem opatrné vysraZime DNA.

3.5.3 [Izolace genomové DNA s izoldatorem MagCore® (MagCore Genomic DNA
Whole Blood Kit (RBCBioscience))

Reagencie a jejich skladovani

e MagCore® Genomic DNA Whole Blood Kit — skladovat pti pokojové teploté

e MagCore® Viral Nucleic Acid Extraction Kit — skladovat pti pokojové teploté

e Carrier RNA — pted prvnim pouziti pfidame k lyofilizatu 1000 pl RNase free
H20 (soucast baleni), skladujeme v alikvotech v mrazaku pii — 20 °C.

e Proteinindza K — pied prvnim pouzitim pifidame k lyofilizatu 1100 ul PK

Storage Buffer (souc¢ast baleni), skladujeme v alikvotech v mrazaku pii — 20 °C.

Piistroj MagCore je automat slouzici k automatické izolaci nukleovych kyselin za
pomoci kulovitych magnetickych partikuli. Tato metoda se vyznacuje vysokou
reproducibilitou, Usporou ¢asu a personalnich nakladi, soucasné¢ také minimalizuje
riziko kiizové kontaminace a eliminuje selhani lidského faktoru.

Pracovni postup

Pied samotnou izolaci DNA se necha pfistroj vysvitit UV svétlem, ¢imZ dochazi ke
sterilizaci. Vynddme kovové stojanky z ptistroje a vlozime do nich predplnéné cartridge
dle poctu izolaci, zkumavky na vzorky, Spi¢ky a zkumavky na izolat. V izolacnim boxu
se do ptipravenych zkumavek sterilni pipetou odebere 200 pl vzorku. VSe umistime do
piistroje a spustime piislusny program. Po ukonceni programu se vyjmou izolaty. Ty se

jeden den uchovavaji v lednici, po delsi dobu v mrazicim boxu.

3.5.4 Mévieni koncentrace a ¢istoty DNA

Koncentrace a Cistota DNA byla namétena pomoci spektrofotometru znacky
DeNovix DS-11

e Vsechny vzorky je tfeba pfed méfenim jemné¢ protiepat

e Jako blank se pouziva destilovana laboratorni voda
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Nejdiive zapneme piistroj DeNovix DS-11 Spectrophotometer a spustime program
ds DNA. Po spusténi programu nejprve zméfime blank. Ru¢né zvedneme rameno
spektrofotometru, na co¢ku naneseme 1,5 pul destilované laboratorni vody, rameno opét
sklopime a vybereme moznost Blank. Po zméfeni rameno zvedneme, blank dobie
otfeme pomoci ¢tverecku buniciny. Poté mizZeme zacit méfit vzorky DNA. Do okna
Vzorek vyplnime ¢islo pacienta, naneseme Cistou Spickou na ¢ocku 1,5 pl DNA a
rameno opatrné sklopime a vybereme moZnost Méfeni. Po dokonceni méteni odecteme
koncentraci v jednotkach ng/ul a ¢istotu oznacenou 260/280. Po dokonc¢eni méteni
rameno zvedneme a ¢ocku 1 horni ¢ast ramena a dobfe otfeme ¢tvereckem buniciny

(NCB_LMBG_PP_12 071_B).

3.5.5 CYP 2C19 sondy — piiprava master mixii
K vysetieni se pouzivaji 3 sondy typu TagMan od firmy Thermo Fisher Scientific
(kazda sonda rozlisi jak zdravou, tak mutantni alelu).
e CYP2c19*17: SNP Gen Assay ¢.C_ 469857
e CYP2c19*2: SNP Gen Assay ¢.C_ 25986767
e CYP2c19*3: SNP Gen Assay ¢.C_ 27861809

Reagencie a jejich skladovani (Master Mixy)

e SuperHot Master Mix 2x 3.0 MgClz (Bioron) — v alikvotech skladované
vV mrazaku

e Mix specifickych primeri a sond — mix sond a primerti dodané ve sklenéné
mikrozkumavce se nefedi, jsou zamrazené rozalikvotované po 20 pul
v oznacenych sterilnich mikrozkumavkach (*2 modré oznaceni, *3 cCervené
oznaceni, *17 Cerné oznacent).

e H20 pro PCR — skladované v mrazdku

Pracovni postup

o Obecna pravidla
» Master mixy se pripravuji v PCR boxu v mistnosti Master mixy
» pfi praci je tfeba dodrzovat nasledujici pravidla
* box je nutné pred praci sterilizovat zapnutim UV svétla
= po kazdé praci v boxu je nezbytné vysypat pouzité Spicky a otfit

pracovni plochu 70 % roztokem alkoholu a zapnout UV lampu
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* vboxu je nutné pouzivat pouze rukavice bez piidavku pudru,
sterilni Spicky s filtrem a sady pipet uréené pouze pro praci
Vv téchto boxech

* jina zafizeni a pomucky (fixy, stojanky, stficky apod.) z ostatnich
mistnosti LMBG se nesmi pouZzivat z divodu kontaminace

= do laboratofe pro pfipravu master mixt plati pfisny zakaz vstupu
S klinickym materidlem, izoladty nukleovych kyselin, PCR
produkty, Zadankami, pouzitymi rukavicemi apod.

* Vv laboratofi pro pfipravu master mixti rovnéz plati specialni rezim
uklidovych praci, ktery musi byt dodrzovan
(NCB_LMBG_PP_12 076_B).

Ptiprava

Reagencie pro pfipravu reakénich smeési je tieba nechat zcela rozmrznout pfi
pokojové teploté (pufry, DNTP's, primery...) nebo v chlazeném stojanku (znacené
sondy) podle typu reagencic. Reagencie se kromé amplifikatnich pufrd nesmi
vortexovat.  Smési  se  pfipravuji  pouze na  chlazenych  stojancich
(NCB_LMBG_PP_12_076_B).

Vsechny zkumavky je potieba fadné oznacit. Pokud se pouzivd znaceni podle
databaze OpenLims, je toto znaeni postacujici. Kapilary pro Light Cycler 480 je
mozné znacit Cislem pocinaje 1. podle Cisel v pipetovacim protokolu. Tyto Kapilary je
nutné po dokonceni analyzy zlikvidovat (NCB_ LMBG PP 12 076 B).

Pfiprava master mixt se fidi dle tabulky ¢. 6. Pro stanoveni mutaci *2, *3, *17 se
pro kazdy vzorek ptipravuji 3 rozdilné master mixy. Vzdy je pfitomnd sonda pro
normalni alelu ,,wild type* a sonda pro konkrétni mutaci (pfesné znaceni sond popsano
Vv tab. €.7). Jednotlivé sondy jsou znacené pomoci karboxyfluoresceinu (FAM sonda)
nebo pomoci hexachloro — fluoresceinu (HEX sonda). Pro kazdou sérii se micha pocet
vzorka + PK hetero + PK homo, NK.

Tab. €. 6 — Pfiprava master mixd.

12 pl smési + 1 pl templatové DNA (nebo PK)
H.0 pro PCR 52 ul
SuperHot Master Mix 2x 3,0 MgCl. (Bioron) | 6,25 ul

Sm¢és primerti a sond (*2 nebo *3 nebo *17) 0,63 ul
Ptevzato ze zdroje: NCB_LMBG_PP_15 143 A
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Smés se pfipravuje na chlazeném stojanku a rozpliuje se po 12 pl do ptislusného
poctu sterilnich mikrozkumavek 0,2 ml ve stripu. Piekryjeme odpovidajicim poctem
vi¢ek. Zacatek stripu ozna¢ime. V izola¢nim boxu v mistnosti Izolace HG piiddme 1 pl
vyizolované DNA, ptipadné 1 ul pozitivni kontroly. Strip se vzorky umistit do pfistroje
Light Cycler 480 a spustit program CYP 2C19-17 AB (plati pro *2, *3 i *17), NCB-
_LMBG_PP_15_143_A).

Tab. €. 7 — Reakéni schéma.

Denaturace | Melting Chlazeni
Pocet cykla 1 50 1
Analyza¢ni mod | none Quantification none
Teplota (°C) 95 95 60 40
Hold 2 min 15s 1min30s 30s
Ramp (°C/sec) 4.4 4,4 2,2 2,2
mod none none single none

Pievzato ze zdroje: NCB_LMBG_PP_15 143 A).
Detek¢ni format — Dual Color Hydrol. Probe

Interpretace vysledkii:

Vyhodnoceni vysledki — Endpoint genotyping — Scatter Plot

Tab. ¢. 8 — Vyhodnoceni vysledk.

FAM (465-510 nm) HEX (533-580 nm)
*2 Wit Mut
*3 Wit Mut
*17 Mut Wit

Pievzato ze zdroje: NCB_LMBG_PP_15 143 A).

3.5.6 StripAssay
Pokud je potieba detekovat vice mutaci, tak laboratoi pro detekci vyuziva systém
reverzni hybridizace od Vienna Labs.

Reagencie a jejich skladovani:

e Lysis Solution pro PCR — skladovat v mrazaku (Master mixy)
e GENXTRACT Resin — skladovat v mrazaku (Master mixy)

e Amplification Mix — skladovat v mrazaku (Master mixy)

35



e Taq Dilution Buffer — skladovat v mrazaku (Master mixy). Taq polymeraza je
fedéna v Taq Dilution Buffer na koncentraci 0,2 U/ul (4,8 ul Tag Dilution
Buffer + 0,2 ul Tag DNA Polymerasy).

e DNAT - skladovat v lednici (PCR)

e Typing Trays — skladovat v lednici (PCR)

e Teststrips — skladovat v lednici (PCR)

e Hybridization Buffer — skladovat v lednici (PCR)

e Wash Solution A — skladovat v lednici (PCR)

e Conjungate Solution — skladovat v lednici (PCR)

e Wash Solution B — skladovat v lednici (PCR)

e Color Developer — skladovat v lednici (PCR)

Pracovni postup: Master mix, 20 pl + 5 pl DNA

Tab. ¢. 9 — Tabulka Stripassay.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Taq dilution 48 |96 |144 |102 |24 |288 |336 384 |432 |48
buffer
Polymerasa 02 |04 |06 |08 1 1,2 14 |16 18 |2

Amplifikaéni mix | 15 30 45 60 75 90 105 | 120 |135 | 150

Prevzato ze zdroje: NCB_LMBG_PP_16 152 A

Piiprava master mixu se fidi nasledujici tabulkou (Tab. €. 10):

Reaké¢ni smés pro jeden vzorek

Amplification mix 15 pl

Roztok Taqg polymerasy Sul

Pievzato ze zdroje: NCB_LMBG_PP_16 152 A

Pro kazdy vzorek se ptipravi sterilni mikrozkumavka (0,2ml) s 20 pl reakéni smési.
Mikrozkumavky sreakéni smési se na chlazeném stojanku pfenesou do mistnosti
Izolace HG, kde ptidame 5 pl vyizolované DNA, kterd byla nafedénd na koncentraci
10-15 pg/ml. Vzorky jsou umistény do termocycleru predehfatého na 94 °C, poté
probiha amplifikace dle nasledujiciho teplotniho profilu (NCB_LMBG_PP_16 152 A).
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Tab. &. 11 — Program pro amplifikaci (STR-HFE, STR-CYP, STR-ApoE, STR-CUKR).

krok Teplota (°C) ¢as Pocet cykla
denaturace 94 2 min 1
denaturace 94 15s

annealing 58 30s 35
elongace 72 30s

extenze 72 3 min 1

chlazeni 10 ---

Ptevzato ze zdroje: (NCB_LMBG PP 16 152 A).

Po skonceni amplifikace jsou PCR produkty zkontrolovany na 2 % agarosovém gelu.
Tab. €. 12. Ocekdvané velikosti PCR produktii.

Velikost fragmentu (bp)

CYP 2C19 | 146 161 182 213 254 288

Pievzato ze zdroje: (NCB_LMBG_PP_16 152 A).

3.5.7 Hybridizace
Pred zacatkem hybridizace je nutné nechat vSechny roztoky ohtat na pokojovou
teplotu, na strip sahat pouze pinzetou, vytemperovat vodni lazen a vybrané pufry na

45 °C a ptipravit stojan s vanickami na stripy (NCB_LMBG PP 16 152 A).

Postup hybridizace pro stripy Pentagen

Nejprve napipetujeme 10 ul DNAT do spodniho rohu vanic¢ky a do kapky pfidame
10 pul PCR produktu. Smés pipetovanim dobie promichdme a nechdme stat po dobu 5
minut v pokojové teploté. Poté pridame 1 ml ptredehfatého Hybridization Buffer a
vzorek lehce zamichame s celym stojanem. Strip nasledné vlozime a inkubujeme 30
minut ve 45 °C za stalého michani. Po inkubaci dobfe odsajeme hybridiza¢ni pufry,
pridat 1 ml pfedehiatého Wash Solution A a nasledné¢ omyjeme (po dobu 10 sekund) a
odsajeme. Pak pfidame 1 ml predehiatého Wash Solution A a inkubujeme pii 45 °C po
dobu 15 minut za stalého michani, nasledné roztok odsajeme. Pfidame Conjugate
Solution a inkubujeme po dobu 15 minut v pokojové teploté za stalého michani.
Nasledné roztok odsajeme. V dal§im kroku pfiddme 1 ml Wash Solution B, kratké
omyjeme (po dobu 10 sekund) a odsajeme. Pfidame 1 ml Wash Solution B a vzorek
inkubujeme 5 minut pii pokojové teplot¢ a nasledné roztok odsajeme. Opét pridame

Wash Solution B a inkubujeme po dobu 5 minut pii pokojové teploté. Vznikly roztok
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odsajeme. Dale pfidime 1 ml Color Developer a inkubujeme 15 minut pfi pokojové
teploté za stalého michani a ve tmé. Ke konci stripy nékolikrat omyjeme destilovanou

vodou a nechame ve tmé uschnout.
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4 Vysledky

Do vyzkumu bylo zatfazeno 512 pacientd, Z nichz bylo 324 muzi (63 %) a 188 Zen
(37 %). Praimérny vek pacienta byl 69 let. NejmladSimu bylo v dobé vysetieni 18 let,
nejstarSimu pacientovi 95 let. Namétené hodnoty byly ziskdny v obdobi od 20.1.2014
do 3.4.2018 v laboratofi molekularni biologie a genetiky Nemocnice Ceské Budgjovice.
Na obr.c.5 a obr.c.6 jsou typické vysledky zbéhu na pfistroji Light Cycler 480
Instrument Il (Roche).

& LightCycler® 480 Software release 1.5.1.62 SP1 _—.Lﬂ_'lq
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Obr. ¢.5: Priklad genotypovani *17
e zelena (v popisu uvniti obrazku Alela Y) - *1/*1
e Cervena (v popisu uvnitt obrazku obé¢ alely) *1/*17

e modra (v popisu uvniti obrazku Alela X) - *17/*17
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Obr.¢.6: CYP krivka vykreslena pomoci fce Scatter plot

Ke kazdému vzorku jsou pfifazeny hodnoty fluorescence na konci PCR (= end
point analysis), genotypy se rozdéli do tii skupin: homozygot *1/*1, heterozygot,
homozygot *17/*17, kontroly se nachazi na *1/*17 a *17/*17.
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Nasledujici graf ¢.1 ukazuje rozloZeni pacienti dle véku. Nej€astéji vySettovanymi

pacienty byly lidé ve vékovym rozmezi 61-80 let, coz ¢ini 69 % ze vSech vySetienych

pacientt.
RozloZeni pacientt dle véku
140 131
120
103
100
2
g
g 80 -
a.
E 60 47 51
2 33
40 26 29
20
31 32 7 I II 11
0-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 91 a vice
vek

Hmuzi M Zeny

Graf ¢.1: Rozlozeni pacientt dle véku
Muzi

Pramér = 67,9321

Smérodatna odchylka = 10,60967
Rozptyl = 112,565

v

Zeny

Pramér = 70,43085

Smérodatna odchylka = 11,31231
Rozptyl = 127,9685

P test = 0,012495

Protoze je tato pravdépodobnost p > 0,01, znamena to, Ze rozdil mezi testovanymi

sttednimi hodnotami neni statisticky vyznamny
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Na grafu ¢.2 l1ze vidét rozlozeni pacienti dle jejich genotypu. U muzi byl nejéastéji
detekovan genotyp *1/*1 (124 pacientil), u Zen byl také nejcastéji detekovan genotyp
*1/*1 (67 pacientl). U 191 pacientd (37 %) z celkovych 512 byl detekovan genotyp

*1/*1, tito pacienti jsou standartni metabolizatoti klopidogrelu.

Rozlozeni pacientli dle genotypu
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Graf ¢.2: RozloZeni pacientt dle genotypu.
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Graf ¢.3 znazorfiuje rozloZeni pacientll dle metabolizatort. Jednotlivé vySetfené

genotypy jsou sefazeny v grafu dle tabulky ¢.13.

Tab.€.13: Rozd¢€leni genotypu dle rychlosti metabolismu klopidogrelu.

Druh metabolzatori genotyp

EM (normalni metabolizatoti) *1/*1

UM (ultrarychlé metabolizatofi) *1/*17, *17/*17

IM (stiedni metabolizatoti) *1/*2, *2/*17, *1/*3
PM (pomali metabolizatoii) *2/*2, *2/*3, *3/*3

Rozlozeni pacientl dle metabolizatori

140 124 12
120
2 100
S
S 80 71 67 67
©
Q
+ 60 49
3
e 40
20 7 s
0 |
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Graf ¢.3: Rozlozeni pacientl dle metabolizatort
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5 Diskuze

Cilem mé prace byla analyza polymorfismu genu pro CYP2C19 u pacienti
1éCenych klopidogrelem. Vysledky pro zpracovani bakalaiské prace jsem ziskala
z databaze laboratofe molekularni biologie a genetiky Nemocnice Ceské Budgjovice a.s.
U vysetteni n¢kolika pacientli jsem byla pfitomna a osobné jsem si je pod odbornym
dohledem provedla.

Ve vySetfovaném souboru jsme testovali rozdilny v€k u muzii a zen. Na prvni
pohled se nam zdélo rozlozeni hodnot vySetfovaného souboru rozdilné, ale statisticky
jsme tuto hypotézu vyvratili.

Pocatky rozvoje farmakogenetiky jsou datovany do druhé poloviny 20. stoleti, kdy
byly dany do souvislosti prvni ptiklady odlisné 1ékové odpovédi u pacientli s vrozenymi
defekty metabolizujicich enzymi. Farmakogenetika je farmakologicky obor, ktery se
prostiednictvim studia geneticky podminénych zmén 1ékové odpovédi v populaci podili
na optimalizaci terapie konkrétnich pacientl a na vyvoji novych lé¢iv (Slanat, 2002).

Vysetfovani genetickych polymorfismt v genu CYP2C19 je v dnesni dobé velikym
pfinosem pro upiesnéni davek podavaného 1é€iva. Cilem je pfitomnost 1é¢iva v cilovych
tkanich v takovych koncentracich, jez vedou k zadanému terapeutickému efektu a
zaroven nepiekroci hranici, za niz se projevi jeho toxické ucinky (Scheinostova, 2014).

Existuje n€kolik zptisobl oznaceni rozdilt v aktivité pacientil s rozdilnou aktivitou
enzymu CYP 2C19. Bud’ na zéklad¢ rozdéleni druhii metabolizatord (EM, UM, IM,
PM), na zaklad¢ ptitomnosti alely se zmé&nénou aktivitou (znaeni pomoci hvézdicek *).
U tohoto znaceni ¢asto nerozezname homozygota od heterozygota. Dal§im zplisobem je
vypsani celého (kompletniho) genotypu-uvadéni obou alel. Nejlepsim zptisobem se jevi
vypsani celého genotypu, ale rizné védecké studie jsou V pritazovani ur¢itych genotypt
K jinym metabolizatorim velice nejednotné. ReSenim je vzdélavani a spoluprace
laboratote s klinickym pracovistém.

Genetické polymorfismy se vyskytuji s riznou frekvenci mezi piislusniky raznych
etnickych skupin. CYP2C19*1 predstavuje standartni (nemutovanou) alely. U
pomalych metabolizatorti jsou nejcastéji detekovany alely *2 a *3. Alela *2 se nejcastéji
vyskytuje u bélochti, naopak alela *3 se vyskytuje u Asiatd. Tito pomali metabolizatofi
predstavuji 2-6 % jedinct evropského ptvodu, 15-20 % Japonct a 10-20 % Afri¢anti.
Dilezitou vySetfovanou alelou je alela CYP2C19*17, kterd zpusobuje ultra rychly
metabolismus (Cervena, 2015). Cetnost ultrarychlé alely CYP2C19*17 je u kavkazské
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populace 22 %, u Afroameri¢ani 21 %, naopak u asijské populace je vyskyt ultrarychlé
alely pomérné nizsi (Japonci 1,3 %) (Scheinostova, 2014). Obecné by bylo vhodné
vySetiovat spektrum variant genu typické pro dané etnikum, tato informace by tudiz
mela byt k dispozici na zadance jiz pti odbéru. Otazkou je, jak v praxi zajistit uvadéni
takovychto citlivych informaci — prozatim to neni standardem.

Bylo mimo jiné prokazéano, ze osoby s mutaci CYP2C19*2 lécené klopidogrelem,
maji vyS$i riziko kardiovaskuldrni 1 celkové mortality. Byla provedena metaanalyza
(Medicina, 2001) 23 studii, ve kterych bylo testovano vice nez 11000 osob. U 28 %
0sob z celkového mmnozstvi testovanych lidi, byl nalezen polymorfismus v alele
CYP2C19%*2, ktery vedl k30 % zvySeni rizika vzniku trombotizace stentu,
kardiovaskularnich komplikaci ¢i mortality, oproti osob bez tohoto polymorfismu.
Riziko nebylo pfitom zavislé na ostatnich rizikovych faktorech a ani nezaviselo na tom,
zda — li je pacient heterozygot ¢i homozygot. V jiné provedené 12 — leté studie
(Medicina, 2001) bylo zjisténo, ze 0soby salelou CYP2C19*2 maji vyssi riziko
kardiovaskularnich komplikaci a tato mutace se vyskytuje Castéji u osob s anamnézou
akutniho koronarniho syndromu. Dalsi studie (Medicina, 2001) prokazala, Ze tito jedinci
maji vyssi riziko vzniku STEMI (infarkt myokardu s ST elevacemi) po PTCA
(perkutanni transluminalni koronarni angioplastika). Naopak jedinci s alelou
CYP2C19*17 maji vyssi riziko krvaceni a zvySenou reakci na podani klopidogrelu nez
jedinci bez pritomnosti této alely (Cytochrom 2C19, b.r.)

V dnesni dobé jen maloktery pacient vystaci pouze s jednim Ilékem. Tzv.
polyterapie zvysSuje vyskyt nezadoucich ucinkti. Odhaduje se, Ze u pacientl uzivajici 2
1éky, se riziko nezddoucich Gginkt 1éket (NUL) zvySuje na 13 %, pfi 4 lécich na 38 % a
pii 7 a vice lécich dokonce na 82 %. V roce 1998 provedena metaanalyza (Medicina,
2001) 39 velkych americkych studii dosla k zavéru, Zze u 6,7 % pacienti dochazi
k zavaznym NUL v pribéhu nemocniéniho o3etfovani a jejich celkova incidence je
vUSA 0,3 %. Coz znamena, ze NUL stéméf 100 tisici tmrtimi ro¢né patéi mezi
prvnich Sest nejcastéjSich pricin smrti v USA. Jind americkéd studie (Medicina, 2001)
dosla k zavéru, ze chyby v medikaci jsou nej€astéjSimi chybami, kterych se 1ékafi
dopousti. V Norsku byla provedena studie (Medicina, 2001) s cilem objasnit hlavni
pfi¢inu NUL v béZné nemocnici. Celkem byla analyzovéna dokumentace 732 pacienti.
Vysledkem bylo zjisténi, ze 133 (18 %) pifipadi umrti souviselo s medikaci. Témé&r

polovina Umrti (66 ze 133) byla zpisobena nevhodnym podanim Iékd, v disledku
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Spatného zhodnoceni pacientova stavu a 36,4 % umrti bylo zavinéno predavkovanim
(Medicina, 2001).

Farmakogenetika je dnes velmi dynamicky se rozvijejici se obor klinické
farmakologie se slibnymi moznostmi pro budoucnost nejen pii individualizaci a

optimalizaci 1écby (Slanaft, 2002).
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6 zavér

Cilem mé bakalaiské prace byla analyza polymorfismu genu pro CYP2C19 u
pacientli po CMP Ié¢enych klopidogrelem. V prvni ¢asti jsem se zabyvala izoenzymem
CYP2C19, dale jsem popsala izoenzymy CYP1A2, CYP2C8, CYP2C9, CYP2D6. Ve
druhé Casti jsem se vénovala popisem diagnostiky a 1€¢by cévni mozkové piihody.

V experimentdlni ¢asti bylo mym ukolem praktické zvladnuti molekularné
biologickych metod v genetické laboratofi jako izolace DNA z periferni krve, pfiprava a
provedeni polymerazové fetézové reakce v realném Case — Real Time PCR (RT — PCR)
a nasledna reverzni hybridizace.

V bakalaiské praci jsem prokéazala vyznam diagnostiky polymorfismu genu pro
CYP 2C19 u pacientit po CMP lécenych klopidogrelem.

Pii psani bakalarské prace jsem nejvice vyuzila knihu Dostdlka et al.,
Farmakokinetika a knihu Otové a Mihalové, Zaklady biologie a genetiky c¢loveka,
V neposledni fad¢ jsem také Cerpala z dokumentace Laboratofe genetiky a molekularni

biologie Nemocnice Ceské Budéjovice a.s.
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9 Prilohy

Tab. €.14. Podrodina CYP1A — IéCiva, ktera jsou jejimi substraty, jeji induktory a

inhibitory.

Substraty CYP1A Inhibitory CYP1A Induktory CYP1A

Antidepresiva antidepresiva lé¢iva

amitriptylin fluvoxamin griseofulvin

fluvoxamin kofein

imipramin chemoterapeutika karbamazepin

klomipramin ciprofloxacin lansoprazol

mirtazapin enoxacin omeprazol
grepafloxacin rifampicin

antipsychotika norfloxacin

haloperidol ofloxacin jidlo

Klozapin sparfloxacin brokolice

olanzapin Hlavkové zeli
Ostatni latky Kapusta rtzi¢kova

Ostatni latky anastozol kvétak

kofein cimetidin

dakarbazin flutamid Ostatni latky

fenacetin Grapefruitova §tava Cigaretovy kouf

flutamid lidokain

grepafloxacin mexiletin

mexiletin propafenon

ondansetran ranitidin

pentoxyfylin rifampicin

propranolol takrin

takrin tokainid

teofylin zafirlukast

toremifen

verapamil

R - warfarin

Prevzato ze zdroje: (Dostalek et al., 2006)
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Tab. ¢.15. Forma CYP2B6 — IéCiva, ktera jsou jejimi substraty, jeji induktory

inhibitory.

Substraty CYP2B6 Inhibitory CYP2B6 Induktory CYP2B6
antipyrin 2 - fenylimidazol fenobarbital
bupropion orfenadrin nikotin
cyklofosfamid thiotepa rifampicin

DDT tiklopidin

efavirenz

fenytoin

fenylbutazon
chloramfenikol
ifosfamid
kokain
metadon

Prevzato ze zdroje: (Dostalek et al., 2006)
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Tab. €.16. Forma CYP2C9 - 1é¢iva, ktera jsou jejimi substraty, jeji induktory a

inhibitory.
Substraty CYP2C9 Inhibitory CYP2C9 Induktory CYP2C9
Blokatory ATII SSRI barbituraty
losartan fluoxetin cyklofosfamid
valsartan fluvoxamin fenytoin
paroxetin ifosfamid
hypoglykemika sertralin Kyselina valproova
glipizid rifabutin
gliburid Ostatni latky rifampicin
rosiglitazon amiodaron rifapentin
tolbutamid anastrozol
cimetidin
NSPZL delavirdin
celekoxib fenylbutazon
diklofenak flukonazol
ibuprofen izoniazid
indometacin klopidogrel
naproxen ranitidin
piroxikam ritonavir
suprofen sulfafenazol
sulfinpyrazon
Ostatni latky zafirlukast
fenytoin
karmustin
paklitaxel
tamoxifen
THC
Tricyklické kyselina
S - warfarin
zafirlukast

Prevzato ze zdroje: (Dostalek et al., 2006)
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Tab. €.17. Forma CYP2C19 — léCiva, ktera jsou jejimi substraty, jeji induktory a

inhibitory.
Substraty CYP2C19 Inhibitory CYP2C19 Induktory CYP2C19
antidepresiva SSRI fenobarbital
amitriptylin fluoxetin fenytoin
citalopran fluvoxamin karbamazepin
fluoxetin paroxetin Kyselina valproova
imipramin prednizolon
Klomipramin Ostatni latky rifabutin
moklobemid delavirdin rifampicin
sertralin felbamat rifapentin
trimipramin ketokonanazol
venlafaxin lansoprazol

modafinil
barbituraty omeprazol
hexobarbital ranitidin
mefobarbital ritonavir

tiklopidin

Inhibitory protonové pumpy

esomeprazol
lansoprazol
omeprazol
pantoprazol
rabeprazol

Ostatni 1é¢iva
alprazolam
cyklofosfamid
diazepam
fenytoin
flunitrazepam
ifosfamid
indometacin
mefenytoin
nelfinavir
propranolol
tenipozid
tolbutamid

Ptevzato ze zdroje: (Dostélek et al., 2006)
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Tab. ¢.18. Forma CYP2D6 — léciva, kterd jsou jejimi substraty, jeji induktory

inhibitory.
Substraty CYP2D6 Substraty CYP2D6 Inhibitory CYP2D6
antidepresiva analgetika antidepresiva
Bicyklicka antidepresiva kodein fluoxetin
amitriptylin hydrokodon fluvoxamin
klomipramin metadon norfluoxetin
desipramin oxykodon paroxetin
imipramin tramadol sertralin
nortriptylin

Kardiovaskularni latky | antipsychotika
Ostatni antidepresiva diltiazen flufenazin
fluoxetin enkainid haloperidol
maprotilin flekainid parfenazin
mirtazapin mexiletin thioridazin
paroxetin nifedipin
sertralin nisolpidin Ostatni latky
trazodon propafenon cimetidin
venlafaxin propranolol chinidin

Kyselina valproova

antipsychotika Ostatni latky lansoprazol
haloperidol delavirdin Lopinavir/ritonavir
Klozapin dextrometorfan terbinafir
perfenazin donepezil johimbin
quetiapin ondansetron
risperidon takrin
thioridazon tamoxifen

Prevzato ze zdroje: (Dostéalek et al., 2006)
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Tab. €.19. Forma CYP3A4 — [éCiva, ktera jsou jejimi substraty.

Substraty CYP3A4 Substraty CYP3A4 Substraty CYP3A4
analaetika antineoplastika Inhibitorv proteaz
alfentanil busulfan amprenavir
fentanyl cyklofosfamid indinavir
kodein daunorubicin lopinavir
metadon docetaxel nelfinavir
sufentanil doxorubicin ritonavir
tramadol etopozid saquinavir
ifosfamid
antiarytmika paklitaxel Inhibitory protonové
amiodaron tamoxifen pumpy
chinidin tenipozid lansoprazol
lidokain toremifen omeprazol
propafenon trofosfamid pantoprazol
vinblastin rabeprazol
antibiotika vinkristin
azitromycin vinorelbin Inhibitory reverzni
diritromycin transkriptazy
erytromycin antiparkinsonika delavirdin
klaritromycin bromokriptin efavirenz
rokitamycin pergolid navirapin
troleandromycin ropinirol
Sedativa- hypnotika
antidepresiva antipsychotika alprazolam
amitriptylin haloperidol diazepam
citalopran klozapin estazolam
fluoxetin pimozid midazolam
klomipramin guetiapin nitrazepam
mirtazapin triazolam
naftazon Blokatory Ca kanalu zalepen
paroxetin amlodipin zolpidem
reboxetin diltiazem
setralin felodipin steroidy
trazodon nikardipin dexametazon
venlafaxin nifedipin ethinylestradiol
nimodipin kortizol
antiepileptika nitredipin prednizol
karbamazepin verapamil progesteron
Kyselina valproova testosteron
tiagabin chemoterapeutika
ciprofloxacin Ostatni latky
antihistaminika rifabutin cisaprid
astemizol rifampicin karvedilol
ebastin sparfloxacin ketokonazol
loratadin metroprolol
terfenadin imunosupresiva ondansetron
cyklosporin paracetamol
antimalarika rapamycin sibutramin
hylofantrin takrolimus sildenafil
chlorochin
primachin

Pievzato ze zdroje: (Dostélek et al., 2006)

62




Tab. ¢.20. Forma CYP3A4 — léciva, kterd jsou induktory, pfipadné inhibitory formy

CYP3A4.

Inhibitory CYP3A4

Inhibitory CYP3A4

Induktory CYP3A4

antidepresiva
SSRI

citalopram
fluoxetin
norfluoxetin
paroxetin
setralin

ostatni

naftazon

antibiotika
erytromycin
Klaritromycin

antimykotika
Azoly
flukonazol
itrakonazol
ketokonazol
mikonazol

chemoterapeutika
ciprofloxacin
norfloxacin
sparfloxacin

Inhibitory proteaz
indinavir
lopinavir/ritonavir
ritonavir

Inhibitory reverzni
transkriptazy
delavirdin

efavirenz

Ostatni latky
bromokriptin
cimetidin

cisaprid
cyklosporin
diltiazem
Grapefruitova stéva
chlorochin
Kyselina valproova
metadon
metylprednizol
mibefladil
nifedipin

primachin
tamoxifen
verapamil
zafirlukast

antiepileptika
fenobarbital
fenytoin
karbamazepin
primidon

Ostatni latky
cisplatina
cyklofosfamid
dexametazon
ifosfamid
metylprednizol
nevirapin
prednizol
rifampicin
rifapentin
ritonavir
troglitazon

Ttezalka te¢kovana

Ptevzato ze zdroje: (Dostalek et al., 2006
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10 Seznam zkratek

SNP Jednonukleotidovy polymorfismus
DNA Deoxyribonukleova kyselina

CYP Cytochrom P450

NNK Specificky nitrosamin tabaku
CMP Cévni mozkova piihoda

TIA Tranzitorni ischemicka ataka

ACI Arteria carotis interna

ACM Arteria cerebri media

AV Arteria vertebralis

AS Aterosklerotické

CT Pocitacova tomografie

EKG elektrokardiogram

KO Krevni obraz

CRP C-reaktivni protein

EEG elektroenecefalografie

MRI, MR Magneticka rezonance

MRA MR angiografie

CTA CT angiografie

P2Y Blokatory ADP receptori

PAR Destickovy trombinovy receptor
GP 1Ib/1l Povrchové destickové glykoproteiny
COX Enzym cyklooxygenaza

ASA, KAS Kyselina acetylsalicylova

cca Zhruba, asi, ptiblizné

tzv. Tak zvany

napft. Napiiklad

DM Diabetes mellitus

PPIs Proton Pump Inhibitos

PCR Polymerazova fetézova reakce
PCR RFLP Polymerase chain reaction — restriction fragmen lenght polymorfism
PCR ARMS Amplification refraktory mutacion detection system
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ALP Alkalicka fosfataza

AS PCR alelové specificka PCR
PM poor metabolizer

IM intermediate metabolizer
EM extensive metabolizer
UM ultrarapid metabolizer
ADP Adenosindifosfat

RNA Ribonukleova kyselina
PK Pozitivni kontrola

NK Negativni kontrola

FAM Karboxyfluorescein
HEX hexachloro — fluorescein
STEMI ST segment elevated myocardial infarction (infarkt myokardu s

elevaci ST segmentu)

PTCA angioplastika véncitych (korondrnich) tepen
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