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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
CNS — centralni nervova soustava

CNV — copy number variations

COMT - katechol-O-methyltransferaza

CYP — cytochrom P450

DMSO - dimethylsulfoxid

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EM — extenzivni metabolizator

EPS — extrapyramidové nezadouci reakce

FDA — Food and Drug Administration

IM — intermediarni/normalni metabolizator

IMAO - inhibitory monoaminooxidazy

MARTA — multiacting receptor-targeted antagonist
NK — negativni kontrola

OCD - obsedantn¢ kompulzivni porucha

PCR — polymerase chain reaction

PharmGKB — The Pharmacogenomics Knoledgebase
PK — pozitivni kontrola

PM — pomaly metabolizator

PTDS — posttraumaticka stresova porucha

RFLP — restriction fragment length polymorphism
rs — reference SNP

SNP - single-nucleotide polymorphism

SNRI — serotonin—norepinephrine reuptake inhibitor
SSRI - selective serotonin reuptake inhibitors

TCA — tricyklické antidepresiva

UM — ultrarychly metabolizatory

WT — wild type



1 UVOD

DuSevni onemocnéni predstavuji znacny zdravotni problém jak na individudlni, tak
na socioekonomické urovni. To je Castecné¢ zplUsobeno neoptimalnimi moznostmi 1écby.
Soucasné psychotropni 1éky, vCetné antidepresiv, antipsychotik a stabilizatorti nalady, jsou
ucinné pouze u malé skupiny pacientli nebo vyvolavaji pouze ¢astecnou odpovéd’ a jsou Casto
spojeny s oslabujicimi vedlejsimi tc¢inky, které odrazuji od dodrzovani 1écby (Corponi et al.,

2018).

Nezéadouci reakce na léky obecné zplisobuji piiblizn€ 7 % vSech hospitalizaci (u osob nad 70
let to ¢ini 30 %). Hlavnim dnes zndmym faktorem pro interindividualni rozdily v odpovédi
na léky je variabilni farmakokinetika, kterd je zptisobena hlavné rozdily v aktivité enzymu
cytochromu P450 podilejicich se na metabolismu klinicky pouzivanych 1ékt (Ingelman-
Sundberg a Sim, 2010).

Farmakogenetika, véda vénujici se identifikaci genti ovliviiujicich odpovéd’ na farmakoterapii,
zazila v 50. letech prulom zjisténim, Ze variabilita v oxidaci debrisoquinu (Iék na hypertenzi)
ukazuje na deédicné vzorce. Objev byl nasledovan identifikaci souvisejicich genetickych

variant v genu kodujicim enzym cytochromu P450 (CYP) 2D6 (Arranz a Kapur, 2008).

Polymorfni povaha genit CYP do zna¢né miry ovlivituje individualni reakci na 1éky a jejich
nezadouci ucinky. Tato geneticka variabilita zahrnuje CNV (copy number variations),
missense mutace, inzerce, delece a mutace ovliviiujici genovou expresi a aktivitu (Ingelman-
Sundberg et al., 2007). Na zdkladé¢ genovych polymorfismi rozliSujeme: pomalé
metabolizatory (PM), intermediarni metabolizatory (IM), extenzivni metabolizatory (EM)

a ultrarychlé metabolizatory (UM).



2 METABOLISMUS LECIV

Metabolismus je definovan jako proces pfemény chemickych latek z jedné chemické skupiny
na druhou pomoci funkéniho enzymu. Primarnim ucelem metabolismu je vyluCovani
endogennich a/nebo exogennich molekul z t€la. Metabolismus 1é¢iva obvykle vede k tvorbé
hydrofilni (ve vodé rozpustné) slouceniny, ktera se snadno vylucuje. Léky (obvykle malé
molekuly) jsou fazeny mezi xenobiotika, latky organismu cizi. Nékolik endogennich molekul
(steroidy a hormony) se vsak také vyuzivaji k 1éCb€ a jsou oznaCovany pojmem léciva
(Almazroo et al., 2017). Enzymaticka funkce v nékterych ptipadech zahrnuje preménu l1éciv
Z farmakologicky neaktivnich (proléciva) na aktivni formy. Farmakologicky neaktivni
proléciva maji obménénou strukturu ¢imz prekonavaji problémy s absorpci a poté jsou

metabolickou transformaci prevadény na aktivni formy 1é¢iv (Elliot et al., 2020).

Metabolismus (biotransformace) probiha pfevazné v jatrech, ale také v ledvinach ¢i plicich.
Nejcastéji je biotransformace délena na 2 faze. Béhem prvni faze biotransformace dochazi
ke zméné¢ struktury 1é¢iva (pfedevsim oxidaci, ale i redukci a hydrolyzou) zavedenim poléarni
funkéni skupiny do lipofilni slouCeniny. Prvni faze biotransformace se Uc€astni enzymy
cytochromu P450. Produkty prvni faze biotransformace mohou byt vylouc¢eny v tomto stavu
nebo déle postupuji do druhé faze, kde dochazi ke konjugaci s endogennimi substraty
za vzniku hydrofilnich sloucenin, coz zptsobuje lepsi rozpustnost latky ve vod¢ a tim snazsi

eliminaci (Benedetti et al., 2009).



3 POLYMORFISMUS

Jako polymorfismus je oznacovan stav, kdy v populaci pro urciti znak existuji minimalné dveé
alely (varianty), pfi¢emz frekvence vyskytu kazdé alely musi byt vyssi nebo rovna 1 %.
V ptipadé frekvence nizs$i nez 1 % se jednd o mutaci, nikoli o polymorfismus. Nejbézné;si
polymorfismy jsou potencialni regulacni polymorfismy umisténé v nekodujicich oblastech,
vcetné promotorovych/upstreamovych, downstreamovych a intronovych oblasti, které mohou
ovlivnit transkripci (Chorley et al., 2008). Genové polymorfismy mohou byt disledkem
nahodnych procesii anebo mohou byt zpsobeny vnéjsimi ¢initeli, jako jsou viry nebo UV
zafeni, ty vSak cCastéji nazyvame mutace. Polymorfismy vznikaji primarné prostfednictvim
novych zmén v genetickém materialu tzn., mutaci. Mutace mtze byt zptisobena zaménou
jednoho typu nukleotidu za jiny, inzerci, deleci nebo ptreskupenim nukleotidu. V ptipadé,
Ze se mutace roz§ifi na vice nez 1 % populace mluvime o polymorfismu. Takto vznikly
polymorfismus je pfirozen€ dédén z rodice na potomka. Obecné jsou rozliSovany 3 typy DNA
polymorfismti: bodové polymorfismy (SNP), tandemové repetice a variabilita poctu kopii

vvvvvv

jednonukleotidové polymorfismy.

3.1 JEDNONUKLEOTIDOVY POLYMORFISMUS (SNP)

Jednonukleotidovy polymorfismus nebo také SNP (single nucleotide polymorphism)
jejednonukleotidova zména ve slozeni sekvence DNA, pfi¢emz se tyto zmény ve vétsiné
genomi obvykle vyskytuji s frekvenci jedna na kazdych 300 — 1 000 part bazi (bp) (Aitken et
al., 2004). Vzhledem k faktu, ze 99,9 % lidského genomu je v ramci populace identickych,
SNP zptisobuji rozdily mezi jednotlivei a vytvareji variabilitu na Grovni 0,01 % (Liu, 2007).
Muta¢ni mechanismy spocivaji bud’ v tranzici purinu za purin (A < G) nebo pyrimidinu
za pyrimidin (C < G), nebo transverzich purinu za pyrimidin a naopak pyrimidinu za purin

A-C,A-T, Geo,GoT) (Vignal etal., 2002).

3.2 TANDEMOVE REPETICE

Termin tandemové repetice se pouziva k popisu tandemové se opakujicich sekvenci DNA,
znamych také jako satelitni DNA (zahrnujici mikrosatelity a minisatelity). Tandemové
repetice  mohou zahrnovat mononukleotidy, dinukleotidy, trinukleotidy (triplety),
tetranukleotidy atd. Mikrosatelity maji délku do 10 bp. Tandemové repetice se sekvenci delsi
nez horni limit pro mikrosatelity (tj.> 10 part bazi na délku) se tedy obecné nazyvaji

minisatelity. Mikrosatelity a minisatelity v soucasnosti ziskavaji vétsi pozornost diky jejich



vlivu na mezidruhovou genetickou rozmanitost a moznosti jejich vyuziti jako genetickych

markera v populacné genetickych studiich (Ahmed a Liang, 2012).

3.21 MIKROSATELITY

Jak jiz bylo vySe zminéno, mikrosatelity jsou sekvence DNA, kde se opakuje 1-10 bp.
Nachazeji v genomu prokaryot i eukaryot, pficemz v lidském genomu mohou v nékterych
pfipadech zplsobovat vadzna onemocnéni (napf. Huntingtonova choroba zpusobena
trinukleotidovou  repetici). V lidském genomu jsou nejCastéjsi  dinukleotidové
a trinukleotidové repetice. Mikrosatelity se ukazaly jako nesmirné cenny nastroj pro mapovani
genomu mnoha organismil. Jejich vyuziti pokryva rtizné oblasti genetiky od forenzni az

po populacni genetiku (Zane et al., 2002).

3.2.2 MINISATELITY

Minisatelity jsou obvykle definovany jako tandemové repetice kratké sekvence (do 100 bp).
Ackoliv prvni popsané ptiklady mikrosatelitl byly lidského ptivodu, podobné¢ struktury DNA
byly nalezeny v mnoha organismech vcetné bakterii. Obecné plati, Ze vétSina klasickych

minisatelitti je bohata na GC repetice (Jeffreys et al., 1991).

3.3 VARIABILITA POCTU KOPIi (CNV)

Zkratka CNV (Copy Number Variations) oznacuje segmenty DNA, u kterych byly
pozorovany rozdily v poctu kopii pfi srovnani dvou nebo vice genomii. Jedna se o segment
DNA, ktery je dlouhy 1 kb nebo vice a je ptitomen ve variabilnim poctu kopii ve srovnani
s referenénim genomem. Tato variabilita muZe byt zptisobena zisky (inzerce nebo duplikace)
poctu genomickych kopii nebo ztratami (delece nebo nulové genotypy) vzhledem k uréené
referenéni genomové sekvenci (Lee a Scherer, 2010). Takto definované zmény v genomu jsou
povazovany za meziclanek mezi mikroskopicky pozorovatelnymi chromozomalnimi zménami

a genetickymi variantami na urovni jednoho nukleotidu (SNP) (Zhang et al., 2009).



4 CYTOCHROM P450

Jako cytochromy P450 (CYP) oznacujeme velkou skupinu enzymu hrajici klicovou roli
v odbouravani Xxenobiotik, v bunééném metabolismu a pro homeostazu. Jedna se
o hemoproteinové enzymy, vyskytujici se u zivo¢ichu, rostlin, hub a bakterii (Liu et al., 2013).
V pfiipad¢ eukaryotickych organismi se cytochromy P450 vyskytuji vazané na membranu
endoplazmatického retikula nebo mitochondrii, avS§ak u prokaryotickych organismi jsou
Vv nevazané (rozpustné) form¢. U savcl se vyskytuji ve vSech tkanich, nejvyssi koncentrace je
Vv jatrech a tenkém stievé. Enzymy CYP P450 jsou také piitomny na vnitfnich membranach
mitochondrii steroidogennich tkéani (ktira nadledvin, varlata, vaje¢niky aj.) a podileji se zde
na syntéze a degradaci endogennich steroidnich hormonti. Enzymy CYP P450 navic hraji
dilezitou roli v metabolismu vitamint, oxidaci nenasycenych mastnych kyselin a biosyntéze
cholesterolu. Byly dokumentovany i jejich specifické funkce v mozku, kde reguluji endogenni
agonisty receptoru GABAA, udrzuji homeostazu cholesterolu a eliminuji retinoidy
(Manikandan a Nagini, 2017).

4.1 STRUKTURA

CYP P450 maji ve svém aktivnim misté hemovou prostetickou skupinu. Obecné je tvar CYP
P450 popisovan jako trojuhelnikovy hranol sklddajici se z 12 a helixii a 5 antiparalelnich
skladanych listi. Hem je uloZen mezi dvéma a helixy (I a L) a je situovan na dn¢ velké vnitini
kapsy, ktera je obklopena hydrofobnimi zbytky aminokyselin (Omura, 1999). Atom Zeleza je
vazan na pét dalSich molekul: ¢tyfi z nich jsou dusiky pyrrolu, které jej udrzuji ve vodorovné
roving, zatimco pata skupina, atom siry z cysteinového zbytku aminokyseliny, vaze Zelezo
ve svislé roviné. Tato struktura, znama jako pentakoordinovany stav, predstavuje klidovy stav,
zatimco hexakoordinovany stav nastava, je-li zelezo vazano jinym ligandem. Tato struktura
(Ferriprotoporphyrin  IX) je udrZzovan na mist¢ pomoci vodikovych vazeb a ftady
aminokyselinovych zbytktl (400-500). Zelezo ma zasadni vyznam pro katalytickou funkci
enzymi CYP (Otyepka et al., 2012). Na obrazku €. 1 je znazornéna struktura CYP P450.

Obr. 1: Struktura cytochromu P450 (konkrétné CYP3A4). Pievzato z (Otyepka et al., 2012).
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4.2 NOMENKLATURA

Nazev P450 cytochromy ziskaly diky charakteristickému absorpénimu maximu v UV-VIS
spektru pti 450 nm v redukovaném stavu v komplexu s oxidem uhelnatym nepodobajici se
jinym zndmym proteintim té doby. Pismeno P je pak zkratkou pro pigment, jelikoz piivodné
byly objeveny jako bunétné pigmenty. Nadrodina (superfamily) CYP zahrnuje vice nez
13 000 genii predstavujicich vice nez 400 genovych rodin zahrnujicich ¢leny napii¢ vSemi
fiSemi organismu. Enzymy jsou oznaceny pismeny ,,CYP* a arabskou ¢islici oznacujici rodinu
CYP (napt. CYP1, CYP2, CYP3). Poté nésleduje pismeno oznacujici podrodinu (napf.
CYPI1A) a dalsi arabska cislice, kterd ptedstavuje individudlni gen / izoenzym / isozym /
izoformu (napt. CYPI1AIl). Clenové rodiny CYP se li§i v primarni struktufe
(aminokyselinovych sekvencich), substratovych specificitaich a distribuci v tkanich.
Aminokyselinové sekvence ve stejné rodin€ vykazuji 40 % homologii, zatimco sekvence
v dané subroding jsou vice nez z 55 % identické (napt. CYP2A6 a CYP2A7). Doposud bylo
u lidi popsano nejméné 57 rlznych genit CYP a 58 pseudogend. V soucasnosti je znamo 18
riznych rodin a 44 subrodin, avSak z hlediska jaterniho metabolismu xenobiotik jsou
nejaktivnéjsi cytochromy z rodiny 1, 2 a 3 (CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 a 3A4). Ostatni
rodiny maji dtlezité endogenni funkce (Daly et al., 1996).

Tab. I: Klasifikace lidskych cytochromti P450 na zakladé hlavni substratové tidy. Prevzato
z (Manikandan a Nagini, 2017)

Substratova trida CYP enzymy
1B1, 7A1, 7B1, 8B1, 11A1, 11B1, 11B2, 17A1, 19A1, 21A2, 27A1,
steroly 39A1, 46A1, 51A1
senobiotika 1A1, 1A2, 2A6, 2A13, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1, 2F1,

3A4, 3A5, 3A7

Mastné kyseliny | 2J2, 4A11, 4B1, 4F12

Eikosanoidy 4F2, 4F3, 4F8, 5A1, 8Al

Vitaminy 2R1, 24A1, 26A1, 26B1, 26C1, 27B1

2A7, 2581, 2U1, 2W1, 3A43, 4A22, 4F11, 4F22, 4V2, 4X1, 471,
20A1, 27C1

Neznamé




4.3 CYP2D6

V lidském genomu je kodovano mnoho enzymu cytochromu P450. Enzym CYP2D6 je
bezkonkuren¢né nejvice prozkoumany a zhlediska metabolismu 1éCiv je povazovan

mnoho 1éCiv, vCetné antidepresiv a antipsychotik.

43.1 HISTORIE

V 70. letech minulého stoleti byl u malého procenta pacientl pozorovan deficientni
metabolismus ¢kt debrisoquin a spartein, coz vyprovokovalo dalsi vyzkumy. Bylo zjisténo,
7¢ se tento problém tyka i mnoha dalSich 1é¢iv. V roce 1984 doslo k purifikaci proteinu
CYP2D6 a mapovani genu, ktery se nachazi na chromozomu 22q13. Pozd¢ji byl gen CYP2D6
klonovan a sekvenovan, coz vedlo k objeveni dvou dalSich gent: nefunkéniho CYP2D7P
a pseudogenu CYP2D8P. Jako prvni byly vroce 1990 identifikovany genetické varianty
zodpovédné za zpomaleny metabolismus. Jednalo se o alely CYP2D6*3 a CYP2D6*4, tehdy
vSak s jinym nazvem. Diky technickému pokroku, konkrétné polymerazové fetézové reakci
(PCR) a Sangerovu sekvenovani, byly odhaleny dal$i varianty genu CYP2D6. S o¢ekavanim
dalsich objevi bylo zapotiebi systematicky oznacit rostouci pocet variant. V roce 1996 byl
tedy popsan hvézdickovy nomenklaturni systém pouzivany dodnes u vSech variant

cytochromu P450 (Nofziger et al., 2019).

Tab. II: Hlavni polymorfni alely CYP2D6 a jejich distribuce. P¥evzato z (Ingelman-Sundberg,
2005).

Frekven lely (%
Polymorfni . ekvence alely (%)
alely Bélosi | Asiaté | Cernosi 7
Arabové
. Zvysena
CYP2D6*2 Duplikace aktivita | 15 | 0-2 2 10-16
genu/multiduplikace
enzymu
. Neaktivni
CYP2D6*4 | Defektni splicing 12-21 1 2 1-4
enzym
Zadny
CYP2D6*5 Delece genu 2-7 6 4 1-3
enzym
CYP2D6*10 |  P34S, S4geT | estabilni by 5 51 6 3-9
enzym
Zménéna
CYP2D6*17 1071, R296C, afinita k 0 0 20-35 3-9
S486T o
substratum




4.3.2 POLYMORFISMUS

Gen CYP2D6 se nachazi na 22. chromozomu (22ql3.1), kde spolecné s pseudogeny
CYP2D7P a CYP2DS8P tvoii genovy klastr CYP2D. Varianty alel CYP2D6 lze rozd¢lit
do kategorii, které zpusobuji nulovou, sniZzenou, normalni, zvySenou nebo kvalitativné
pozménénou katalytickou aktivitu. Jsou zndmy ¢tyfi hlavni fenotypové projevy polymorfismu
CYP2D6. Jednd se o pomalé¢ metabolizatory (PM), intermediarni metabolizatory (IM),
extenzivni metabolizatory (EM) a ultrarychlé metabolizatory (UM).

POMALI METABOLIZATORI

Zkratka PM vychazi z anglického ,,poor metabolizer”. Jednd se o pacienta, ktery nese
nefunkéni alely v homozygotnim stavu. U pacientt, ktefi jsou klasifikovani jako PM dochazi
k velmi pomalému rozkladdani 1€k, coz vede k akumulaci 1é¢iva a jeho vedlejSim ucinkiim.
To také znamena, ze standardni davky ur¢itych 1ékd nemusi spravné fungovat (Zanger a
Schwab, 2013).

INTERMEDIARNI METABOLIZATORI
V piipadé¢ IM se jedna o heterozygoty, nesouci kombinaci normalni a nefunk¢ni alely. V tomto
pripadé miize zpomaleny metabolismus ovlivnit rozpad 1€ka a zpisobit podobné tc¢inky jako

u PM (Zanger a Schwab, 2013).

EXTENZIVNI METABOLIZATORI

EM jsou povazovani za standard, nesou ve svém genomu ob¢ funk¢ni alely a rychlost jejich
metabolismu je tedy normalni. Tito pacienti metabolizuji 1é¢ivo normalné a je pravdépodobné,
ze 1éky budou fungovat podle planu. Vétsina lidské populace jsou EM (Tamminga et al.,
2003).

ULTRARYCHLI METABOLIZATORI
Poslednim extrémem jsou UM, kdy pacienti nesou duplikované ¢i amplifikované geny. UM
metabolizuji Iéky pfili§ rychle na to, aby stihly i€inkovat a je tedy zapotiebi vyssi davka 1é¢iva

(Tamminga et al., 2003).

V soucasné dob¢ je zndmo vice nez 100 riznych hlavnich polymorfnich alel CYP2D6.
Pfitomnost podobnych, blizce umisténych pseudogenti nesoucich Skodlivé mutace vedla

napftiklad k nerovnomérnym kiizovym reakcim a tvorbé mnoha variantnich alel CYP2D6,



které nejcastéji koduji defektni genové produkty. ,,Aktivita“ v lokusu CYP2D je vysoka
ve srovnani napiiklad s lokusem CYP2C a v dusledku toho bylo za relativné kratkou dobu
vytvofeno mnoho variantnich alel. Normalni WT (wild type) alelou je CYP2D6*1.
Nejbéznéjsi variantni alely distribuované v rtiznych etnickych skupinach jsou uvedeny
v tabulce 1lI. Mezi nejdilezitéjsi varianty patii CYP2D6*2, CYP2D6*4, CYP2D6*5,
CYP2D6*10, CYP2D6*17 a CYP2D6*41 (Ingelman-Sundberg, 2005). Alely genu CYP2D6
se v ramci lidského genomu vyskytuji ve dvou kopiich, pfi¢emz tyto alely nemusi byt shodné.
Vznikaji pak kombinace (diplotypy), které vykazuji specifickou metabolickou aktivitu.
Prikladem je CYP2D6 *1/*1, ktery vykazuje normalni metabolickou funkci a jedna se o tzv.
WT nemutovany genotyp (Nofziger et al., 2019).

V nasledujici tabulce (Tab. III) jsou vypsany jednotlivé polymorfismy rozdélené dle typu
metabolismu. V piipadé UM se jedna o duplikované ¢i multiduplikované alely. Data byla

ziskana z databaze www.pharmgkb.org.

Tab. I11: Rozd¢leni polymorfnich alel CYP2D6 podle druhu metabolismu.

Fenotyp Alely CYP2D6

EM (normalni aktivita) | *1, *2, *27, *33, *34, *35, *39, *45, * 46, *48, *53

*3, *4, *5, *6, *7, *8, *11, *12, *13, *15, *18, *19, *20, *21,
*31, *36, *38, *40, *42, *44, *47, *51, *56, *57, *60, *62,
*68, *69, *81, *92, *96, *99, *100, *101, *114, *120, *124,
*129,

IM (snizena aktivita) *9, *10, *14, *17, *29, *41, *49, *50, *54, *55, *59, *72
UM (zvysena aktivita) | *1x2, *2x2, *2x3, *35x2, *45x2

*22, %23, *24, *25, *26, *28, *30, *32, *37, *43, *52, *58,
*61, *63, *64, *65, *70, *71, *72, *73, *74, *75, *82, *83,
*84, *85, *86, *87, *88, *89, *90, *91, *93, *94, *95, *97,
nejisty/neznamy *98, *102, *106, *109, *103, *104, *105, *107, *108, *110,
*111, *112, *113, *115, *116, *117, *118, *119, *121, *122,
*123, *125, *126, *127, *128, *130, *131, *132, *133, *134,
*135, *136, *137, *138, *139

PM (nefunk¢ni alely)

4.3.3 LEKOVE INTERAKCE OVLIVNENE POLYMORFISMY CYP2D6*3, *4, *5

V experimentalni ¢asti této prace byly vysetfovany polymorfismy CYP2D6*3, CYP2D6*4
a CYP2D6*5. Alela CYP2D6*3 je mutace posunu cteciho ramce zpiisobena deleci 1 bp
(2637delA) v exonu 5. V piipadé alely CYP2D6*4 jde o nespravny sestiih v dasledku
ptechodu 1934G—A na spojnici intronu 3 a exonu 4. Alela CYP2D6*5 je charakterizovana
deleci celého genu CYP2D6 (Bertilsson et al., 2002). Enzym CYP2D6 ovliviiuje napiiklad

metabolismus paroxetinu, risperidonu, venlafaxinu ¢i haloperidolu.

9



Pacienti nesouci alelu CYP2D6*3, CYP2D6*4 nebo CYP2D6*5 v kombinaci s jinou nefunkéni
alelou nebo alelou se snizenou funkci vykazuji snizeny metabolismus risperidonu ve srovnani

s pacienty se dvéma alelami s normalni funkci (Lisbeth et al., 2015; Vandenberghe et al.,
2015).

CYP2D6*3, *4 a *5 jsou u lidi s depresi spojeny se zvySenym rizikem toxicity pii 1écbé
antidepresivy paroxetinem nebo venlafaxinem. Pfitomnost zminénych alel zpusobuje
zvySenou plazmatickou koncentraci paroxetinu ve srovnani s genotypem CYP2D6*1/*1, coz
naznacuje horsi odbouravani 1é¢iva (Charlier et al., 2003). Dale je genotyp CYP2D6*4/*4
spojen se snizenym metaboliSmem haloperidolu ve srovnani s CYP2D6*1/*1 nebo *1/*4

(Desai et al., 2003).

Genotypy CYP2D6 3/*4, *4/*4 a *4/*5 jsou v odborné literatufe zminovany v souvislosti se
snizenym metabolismem venlafaxinu (Jornil et al., 2013). CYP2D6*4/*4 je pii 1écbé
venlafaxinem spojen s vedlej$imi Gcinky, jelikoZz pacienti s kombinaci CYP2D6*4/*4

a CYP2C19*2/*2 vysazovali venlafaxin kvili ospalosti a nevolnosti (Johnson et al., 2006).

4.4 CYP2C19

CYP2C19 je jaterni enzym, ktery je v soucasné klinické praxi zodpovédny za metabolismus
az 10 % lé¢ivych piipravkd, mimo jiné i psychofarmak. Gen CYP2C19 je jednim ze ¢tyf gent
podrodiny CYP2C, umisténych na chromozomu 10q23.33. Sekvenéni polymorfismy v tomto

genu vedou ptevazné ke Spatnému metabolismu 1é¢iv (PM) (Blaisdell et al., 2002).

441 HISTORIE

V roce 1984 byla poprvé popsana defektni hydroxylace antikonvulzivniho 1éku mefenytoin
(1€k potlacujici epileptické zachvaty) u zdravych dobrovolniki, kde byl zjistén nedostatecny
metabolismus. Mefenytoin byl nasledné pouzit jako Ié¢ivo vedouci k odliSeni mezi
normdlnimi a pomalymi metabolizatory. Na zikladé¢ védeckych studii byl zminény typ
metabolismu disledkem variabilni exprese genu cytochromu P450 2C19 (CYP2C19). Gen
CYP2C19 byl poprvé charakterizovan v roce 1991. Prvni varianta alely CYP2C19, ktera se
podili na pomalém metabolismu (CYP2C19*2), byla popsana v roce 1994. Nasledné byly

definovany dalsi varianty a stale jsou identifikovany nové (Botton, et al., 2020).

4.4.2 POLYMORFISMUS
Podobné jako CYP2D6 je gen CYP2C19 vysoce polymorfni a v soufasnosti je znamo
35 genovych variant. Polymorfismy CYP2C19 se objevuji sriiznou cetnosti v ramci

jednotlivych etnickych skupin. Alely se vyskytuji v diplotypech a svou kombinaci tvofi
10



specificky typ metabolismu. Za normalni neboli WT alelu je povazovana alela CYP2C19*1,
ktera je také nejCastéji zastoupena v populaci. Ackoli mnoho variant CYP2C19 bylo hlaseno
jako nefunk¢ni, vyznamnym objevem ve farmakogenetice CYP2C19 byla identifikace alely
CYP2C19*17, ktera je spojena se zvySenou aktivitou enzymu a rychlejsi clearance 1é¢iva
(Wedlund, 2000). V tabulce nize (Tab. IV) jsou vypsané jednotlivé varianty a jejich piifazeni
k typu metabolismu.

Tab. IV: Rozdéleni polymorfismt CYP2C19 podle typu metabolismu.

Fenotyp Alely CYP2C19

EM (normalni aktivita) |*1, *11, *18, *28, *38

PM (nefunk¢ni alely) *2,*3, ¥4, *5, *6, *7, *8, *22, *35, *36, *37
IM (snizena aktivita) *9, *10, *19, *25, *26

UM (zvySena aktivita) | *17
nejisty/neznamy *12, *14, *29, *30, *31, *32, *33, *34

4.43 LEKOVE INTERAKCE OVLIVNENE POLYMORFISMY CYP2C19*2 a *3
V experimentalni ¢asti byly vySetfovany polymorfismy CYP2C19*2 a CYP2C19*3.
U CYP2C19*2 substituce baze C681G>A zpusobila defektni sestiih a v piipadé CYP2C19*3

substituce baze C636G>A vytvaii diivejsi stop kodon, coz zpisobi vznik zkradceného proteinu.

Enzym CYP2CI19 je relevantni pro metabolismus mnoha psychofarmak (escitalopram,
venlafaxin, sertralin aj.). Alely CYP2C19*2 a *3 jsou spojeny se zvySenou hladinou
zvySené riziko selhani 1é¢by escitalopramem (Jukic et al., 2018) a obecné zplisobuji snizené
odbouravani escitalopramu (oproti *1) (Jin et al., 2010). Polymorfni alela CYP2C19*2
zpusobuje snizeny metabolismus venlafaxinu (Jornil et al., 2013). Polymorfismy genu
CYP2C19 taktéz ovliviiuji metabolismus sertralinu, kdy genotypy *2/*2 a *2/*3 zpisobuji

jeho snizeny metabolismus (Braten et al., 2019).

45 CYP2C9
Enzym CYP2C9 je polypeptid C¢itajici 490 aminokyselin, ktery je tvofen v jatrech.
Z celkového mnozstvi enzymid CYP P450 tvoii 20 %. Tento enzym je kdédovan genem

CYP2C9 nachézejicim se na 10. chromozomu (10g24). Gen obsahuje 9 exonti a doposud bylo
popséno 30 SNP (Buzkova et al., 2007).
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CYP2C9 je zodpovédny za metabolizaci Sirokého spektra 1éCiv, vcetné fenytoinu,
al., 1996). Mimo jiné se tento enzym taktéz podili na metabolismu n¢kolika dulezitych
psychoaktivnich latek (tetrahydrokanabinol, fluoxetin, amitryptylin, fenytoin atd.). Aktivita
CYP2C9 je modulovana endogennimi substraty, jako je adrenalin a serotonin. O CYP2C9 se
taktéz hovofi ve spojeni s metabolismem melatoninu. Kromé toho byla pozorovana vazba
mezi genetickymi polymorfismy CYP2C9 a CYP2C8. Tato asociace muze byt dilezita
zejména pro metabolismus béznych substrati enzymia CYP2C9 a CYP2CS8, jako je kyselina

arachidonova, ktera souvisi s vyskytem depresi (Llerena et al., 2003).

451 POLYMORFISMUS

Stejné jako ostatni vySe zminéné enzymy, je enzym CYP2C9 siln€ polymorfni. Velké ¢asti
objevenych polymorfismt vSak zatim nebyla pfifazena funkce. Rozdilem oproti enzymim
CYP2D6 a CYP2C19 je absence UM. Krom¢ CYP2C9*1 (WT) jsou nejcastéji se
vyskytujicimi alelami CYP2C9*2 a CYP2C9*3. Polymorfni alela CYP2C9*2 (rs1799853) je
zpusobena zménou aminokyselin Argl44Cys, zatimco CYP2C9*3 (rs1057910) Ile359Leu
(Sistonen et al., 2008). V tabulce nize (Tab. V) jsou vypsany jednotlivé polymorfismy a k nim

prifazené fenotypové projevy.

Tab. V: Rozdéleni polymorfismi CYP2C9 podle typu metabolismu.

Fenotyp Alely CYP2C9

EM (normalni aktivita) |*1, *9

PM (nefunkéni alely) *6, *15, *24, *25, *35, *39, *42, *43, *45, *52

*2,*3,*4,7*5, %8, *11, *12, *13, *14, *16, *23, *26, *28, *29, *30,

IM (sniZend aktivita) —|.3) w33 %37 %38 *44. *46. *50, *55 *58, *59, *60. *61

*7,*10, *17, *18, *19, *20, *21, *22, *27, *32, *34, *36, *40, *41,

nejisty/neznamy 47, %48 *49, *51. *53, *54, *56 *57

452 LEKOVE INTERAKCE OVLIVNENE POLYMORFISMY CYP2C9*2 a *3

Enzym CYP2C9 je predevSim spojovan s metabolismem ibuprofenu a warfarinu, je vSak
soucasti metabolickych drah nékterych psychofarmak mezi nimi i olanzapinu. Pacienti
s genotypy CYP2C9*1/*3 a *2/*3 maji zvySenou pravdépodobnost hypotenze pii 1é¢bé
olanzapinem (Cabaleiro et al., 2013). U pacientti nesouci alely *2 a *3 byly naméfeny zvySené
hladiny olanzapinu ve srovnani s pacienty s alelami *1. Zminéné alely jsou taktéz zodpovédné

za pocity zavrati pii uzivani olanzapinu (Zubiaur et al., 2021).
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4.6 CYP1lA2

N 24

enzymu cytochromu P450. Oxiduje vice nez 20 riznych latek, véetn¢ kofeinu, propranololu
a antipsychotik clozapinu, olanzapinu nebo paroxetinu. CYP1A2 vykazuje znacné
interindividualni rozdily. Enzym je indukovéan koufenim tabdku; aktivita enzymt je vyssi
u muzl nez u zen a vyssi u Zen, které neuzivaji peroralni antikoncepci, ve srovnani s témi,
které ji uzivaji. Kromé téchto okolnosti jsou interindividualni rozdily zplisobeny prevazné
genetickymi faktory. Gen CYP1A2 se nachdzi na 15. chromozomu (15q24.1) spolecné
s CYP1A2 a CYP1BL1. Uvnitf genu se nachazi 6 intronti a 7 exont (Ou-Yang et al., 2000).

46.1 POLYMORFISMUS

Zakladni nemutovanou WT alelou je CYP1A2*1A, ktera se vyskytuje nejéastéji. Genové
variace v CYP1A2 zahrnuji hlavné variace v intronech a promotoru. Nejbézngjsi genova
variace je CYP1A2*1F, ktera ma na svédomi zvySenou enzymatickou aktivitu CYP1A2. Tato
alela obsahuje jednu variantu, ktera se nachazi v intronu 1. Z alel se snizenou aktivitou je
nejbéznéjsi CYP1A2*1C. Tato alela vykazuje genetickou variabilitu v oblasti promotoru.
Ostatni alely se sniZzenou nebo chybéjici aktivitou se vyskytuji ziidka. U fady alel

(CYP1A2*1B, CYP1A2*1D, CYP1A2*1E) nebyla pozorovana zadna zména aktivity enzymu.
Tyto alely jsou povazovany za WT (stejné jako CYP1A2*1A) (Cornelis et al., 2010).

S t¢innosti antipsychotik je spojovan polymorfismus rs4646425, ktery ma vliv na rozdilnou
odpovéd’ pacientl na escitalopram ¢i paroxetin (Kuo et al., 2013). Tento polymorfismus ma
za nasledek substituci bazi C—T, coz slouzi taktéz k oznaceni variant (C/T, C/C, T/T).
V nasledujici tabulce (Tab. VI) jsou vypsany jednotlivé polymorfismy rozdélené dle typu

metabolismu. Data byla ziskana z databazi www.ebmconsult.com a www.knmp.nl.

Tab. VI: Rozdéleni polymorfismi CYP2C9 podle typu metabolismu.

Fenotyp Alela CYP1A2
EM (normalni aktivita) | *1A, *1B, *1D, *1E, *14

PM (nefunkéni alely) | *1K, *3, *4, *6, *7, *8, *11, *15, *16
IM (snizend aktivita) |*1C

UM (zvySena aktivita) |*1F

nejisty/neznamy *1J, *2, *5, *9, *10, *12, *13
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4.6.2 LEKOVE INTERAKCE OVLIVENE POLYMORFISMEM CYPA12
RS4646425

Vysetfovany polymorfismus CYP1A2 rs4646425 se projevuje predevsim vedlejSimi Gcinky,

proto na zakladé jednotlivych genotypt nelze piimo stanovit miru metabolismu. Alela T je

ve srovnani s alelou C spojena se zvySenym metabolismem escitalopramu, proto pacienti

s genotypy C/T a T/T mohou potiebovat vyssi davku 1é¢iva. Dale je alela T spojena

s nevolnosti a zvracenim pii 1é¢bé escitalopramem. U alely T je navic pozorovana zvySena

unava pii 1é¢bé escitalopramem (Kuo et al., 2013).

Genotyp C/C je spojen s pomalejsi odezvou pii 1é¢be paroxetinem ve srovnani s genotypy C/T
a T/T. Pacienti s alelou T maji snizenou pravdépodobnost remise pii 1é¢bé paroxetinem (Lin
etal., 2010).

5 KATECHOL-O-METYL TRANSFERAZA (COMT)

Katechol-O-methyltransferaza (COMT) je enzym katalyzujici pifenos methylové skupiny
S-adenosyl-L-methioninu na jednu z fenolickych skupin katecholového substratu
v piitomnosti Mg?* a podle sekvenéné uspotddaného mechanismu. COMT je pievazné aktivni
ve sténach jater, ledvin a stftev. COMT gen je lokalizovan na chromozomu 22q11.1-g11.2.
Jeden gen COMT koduje dva oddélené enzymy, rozpustnou (S-COMT) a membranoveé
vazanou formu (MB-COMT). Forma MB-COMT je c¢asteéné zodpovédna za blokovani
dopaminergni a noradrenergni synaptické neurotransmise. MB-COMT je o 50 aminokyselin
delsi, ale jinak identicky s S-COMT. S-COMT je vysokokapacitni enzym odpovédny
za eliminaci biologicky aktivnich nebo toxickych latek, zejména exogennich katechold

a ne¢kterych hydroxylovanych metabolitti (Ménnisto, 1997).

5.1 POLYMORFISMUS COMT VAL158MET

Ve vétsiné tkani jsou dvé délkové varianty proteinu COMT exprimovany ze dvou transkriptl

MRNA, dlouhé mRNA a kratké mRNA. Dlouhd mRNA je pfitomna ve vSech studovanych

mist. Kratkd mRNA koduje pouze S-COMT a je pfitomna ve vétSim mnoZstvi neZ dlouha
mRNA ve vSech studovanych tkanich kromé mozku. MB-COMT je tedy dominujicim

izoenzymem v lidském mozku a S-COMT v ostatnich tkanich (Lundstrom et al., 1995).

Gen COMT byl zkouman jako kandidatsky gen u mnoha neurologickych poruch zahrnujicich

katecholaminergni systémy (deprese, schizofrenie aj.). Jiz v minulosti byla zjisténa rozdilna
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aktivita genu COMT v erytrocytech a jatrech. Nyni je znamo, ze tento rozdil v aktivité enzymu
je zplsoben substituci aminokyselin. Zména jediného paru bazi (G—A) v exonu 4 genu
COMT, v poloze 472 v dlouhé mRNA a v poloze 322 v kratké mRNA, vede ke zméné
aminokyseliny Val«—Met, v kodonu 158 MB-COMT a kodonu 108 S-COMT, coz snizuje
aktivitu enzymu COMT 3 az 4krat. Tento polymorfismus je také ozna¢ovan kédem rs4680.
Tyto dvé alely se mohou v literatufe oznacovat jako COMT*H (G; Val), ktera koduje
termostabilni, vysoce aktivni enzym, a COMT*L (A; Met), ktera koduje termolabilni enzym

s nizkou aktivitou (Palmatier et al., 1999).

Pacienti, homozygotni pro valinovou formu (Val/Val), maji vysoce aktivni enzym COMT, coz
muZze mit za nasledek nedostatek dopaminu, vyssi prah bolesti a lepsi odolnost vici stresu.
Naproti tomu genotyp Met/Met vede k hypoaktivnimu enzymu a zpiisobuje vyssi hladinu
dopaminu v synaptické §térbing, takovi lidé maji nizsi prah bolesti a zvySenou citlivost vici
stresu. Existuji také heterozygoti Val/Met, nesouci ob& varianty enzymu. Jsou spojeny
s intermedialni funkci a jsou Casto povazovany za normalni vzhledem k aktivité enzymu

(Konopka, 2014).

5.2 LEKOVE INTERAKCE OVLIVNENE POLYMORFISMEM VAL158MET
COMT inaktivuje noradrenalin a dopamin prostfednictvim methylové konjugace. Prestoze
serotonin neni inaktivovan touto katabolickou cestou, polymorfismus rs4680 ovliviiuje
antidepresivni odpovéd’ na fluoxetin a paroxetin (SSRI). Vyssi aktivita enzymu v tomto
ptipadé znamena horsi odpovéd na lécbu (Benedetti et al., 2010). Pacienti s genotypem
Val/Val mohou mit sniZenou odpovéd’ na 1é€bu paroxetinem ve srovnani s pacienty s genotypy
Met/Met nebo Val/Met (Benedetti et al., 2008). Pacienti s genotypem Val/Met trpici
schizofrenii mohou mit pfi 1écbé haloperidolem zvySené riziko vzniku extrapyramidovych
Symptomtl ve srovnani s pacienty s genotypem Val/Val nebo Met/Met (Zivkovi¢ et al., 2013).
Déti s genotypem Val/Met a Met/Met mohou mit pii 1é¢bé antipsychotiky zvySeny krevni tlak
ve srovnani s pacienty s genotypem Val/Val (Cote et al., 2014). Genotyp Val/Val je spojen se
zvySenou odpovédi na cClozapin u lidi se schizofrenii ve srovnani s genotypy Val/Met
a Met/Met. Pacienti s genotypem Val/Val zaznamenali vétsi zlepSeni v piipadé pozitivnich
I negativnich ptiznaka (Bosia et al., 2015).
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6 PSYCHICKA ONEMOCNENI

Psychickéd onemocnéni predstavuji skupinu poruch, které ovliviiuji predevsim lidské myslent,
prozivani a vztahy daného jedince. Vymezit pfesné pojem psychické onemocnéni je zna¢né
komplikované. Psychické zdravi, resp. jeho porucha jsou pojmy kulturné a ¢asové podminéné.
WHO stanovila definici psychického zdravi v roce 1946 jako ,,stav pohody, ve kterém si kazdy
jedinec uvédomuje svij vlastni potencidl, zvlada bézny Zivotni stres, miize produktivné
a plodn¢ pracovat pfispivat své komunité". Nejedna se tedy pouze 0 absenci nemoci
¢1 poruchy. Psychické onemocnéni by se tedy dalo povazovat za nedostatek psychického
zdravi. Podle soucasného pojeti se na vzniku duSevnich chorob podileji tfi faktory —
biologické, psychologické a socidlni. U riznych onemocnéni v rizném poméru a vzajemné

se prolinaji (Galderisi et al., 2015).

6.1 DEPRESIVNI PORUCHA

Depresivni porucha neboli deprese je vysilujici onemocnéni charakterizované depresivni
naladou, ztratou z4ymul, zhorSenou kognitivni funkci a vegetativnimi ptiznaky, jako je
naruseny spanek nebo chut’ k jidlu. Depresivni porucha se vyskytuje asi dvakrat ¢astéji u zen
nez u muzu a postihuje jednoho ze Sesti dospélych za cely zivot. Dédi¢nost depresivni poruchy

se odhaduje na ptiblizné 35 %. (Otte et al., 2016).

6.1.1 KLINICKE PROJEVY
Za ucelem diagnostiky depresivni poruchy je stéZejni, aby pacient vykazoval pét (nebo vice)

Z nésledujicich symptomi:

Depresivni nélada.
Vyrazné sniZzeny z4jem nebo potéSeni ze vSech (nebo témér ze vSech) Cinnosti.
Znaéné ubyvani nebo naopak pfibyvani na vaze (zména chuti k jidlu).

Insomnie nebo hypersomnie (nespavost, ptilisnd spavost).

o~ w0 D

Psychomotoricka agitace nebo retardace (agitace = neklid, beziicelné pohyby;
retardace = neschopnost pohybu).

Unava nebo ztrata energie.

Pocity bezcennosti a viny.

Nerozhodnost, neschopnost se soustiedit.

© © N o

Opakované myslenky na smrt, pokus o sebevrazdu.
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Jako dalsi diagnostickd metoda je také vyuzivana Beckova stupnice pro hodnoceni deprese,
vychazejici ze série otazek. Na zakladé odpovédi je poté 1ékarem vyhodnocovana zédvaznost

deprese a je stanovena odpovidajici terapie (Beck et al., 1961).

6.1.2 TERAPIE

Pti 1éCbe stredné tézké az té¢zké deprese se doporucuje farmakoterapie a psychoterapie
(kombinovana l1écba). Pokud je deprese mirna az stfedné tézka, pacient je motivovan k praci
na psychologickych/interpersonalnich problémech je zvolena psychoterapie (Robinson et al.,
2004). Pro 1é¢bu deprese je dostupnych vice nez 40 skupin antidepresiv, které maji riizné
mechanismy u¢inku a farmakokinetické parametry. Farmakoterapie ma 3 faze — akutni,
udrzovaci a preventivni. V 1ékarn¢ Ize zakoupit antidepresiva bez piedpisu (Persen, Ataralgin
aj.) ¢i antidepresiva na ptirodni bazi jako jsou tablety obsahujici tfezalku. Na piedpis l1ze ziskat
antidepresiva 1., II., a II. generace, které budou blize rozebirany v kapitole 7 Psychofarmaka
(Fava and Kendler, 2000).

6.2 SCHIZOFRENIE

Schizofrenie je jednim z nejzdsadnéjSich psychiatrickych problémi. Jedné se o velmi ¢astou
psychickou poruchu postihujici 1 % svétové populace. Pacienti, u kterych se rozvine
schizofrenie, velmi trpi. Ptiblizné 10 % z nich spacha sebevrazdu. Lécba dostupna od konce
90. let toto utrpeni znac¢né snizuje, ale pfiblizné 2/3 z téch, u kterych se rozvine schizofrenie,
vyZaduji vefejnou pomoc ze strany socialniho zabezpeceni. VétSina lidi se schizofrenii, se
nedokaze ani nemuze vratit do prace nebo do $koly a vykazuje minimalni socialni interakce

(Andreasen, 2000).

6.2.1 KLINICKE PROJEVY

Schizofrenie zhorSuje schopnost kreativné a napadité myslet, mit zké socialni vztahy s jinymi
lidmi, pouzivat jazyk k jasnému vyjadiovani mysSlenek nebo prozivat a vyjadifovat emoce, jako
je laska a strach. Lidé se schizofrenii jsou muceni dotérnymi komplikacemi, jako je slySeni
hlasi nebo virou, Ze jsou pronasledovani nebo zranovani okolnim prostfedim ¢i
mimozemskymi silami. Zadny jediny konkrétni znak nebo symptom nedefinuje schizofrenii.
Je definovana skute¢nosti, Ze 1idé trpici schizofrenii, pocituji abnormality v mnoha riznych

oblastech dusevnich ¢innosti (Arieti, 1971).

V roce 1973 stanovilo WHO 10 zékladnich klinickych projevili schizofrenie, které se v rizném
poméru projevovaly u pacientii. Jedna se o tyto ptiznaky bludy, nevhodné a neobvyklé

chovani, halucinace, hrub4 psychomotoricka porucha, socidlni vyc€lenéni, poruchy mysleni,
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ochromujici strach, afektivni poruchy, depersonalizace a zanedbavani vlastni osoby (WHO,
1973). Tyto faktory byly lehce upraveny a pro diagnostiku je dnes pouzivan podobny seznam

projevi, piicemz schizofrenie je diagnostikovana pfi pfitomnosti alespont dvou z nich.

1. Ptetrvavajici bludy.

2. Pretrvavajici halucinace (nejcastéji sluchové, ale i v jakékoli smyslové modalité).

3. Neuspotadané mysleni (napf. tangencidlni mysleni, volné asociace, irelevantni fe¢)

4. Negativni ptiznaky (afektivni zplosténi, nelogi¢nost, nemluvnost, avolice, asocialnost
a anhedonie)

5. Neusporadané chovani (v jakékoli formé cilené ¢innosti, napt. nepiedvidatelné nebo
nevhodné emocni reakce, bezicelné nebo bizardni chovani).

6. Psychomotorické poruchy (pohybovy neklid, ztuhlost ¢i ztrata artikulované feci)
(Gaebel and Zielasek, 2015).

Schizofrenie miize mit chronicky nebo epizodicky pribéh. Chronicka schizofrenie se postupné
zhorSuje a vede az krezidualni schizofrenii. Epizodickd schizofrenie naopak stfida
bezpiiznakové obdobi s psychotickymi krizemi (atakami). Ptiznaky se déli na pozitivni
a negativni. Pozitivnimi pfiznaky se rozumi halucinace, bludy, inkoherence mysleni, vyrazny
neklid ¢i nesouvisla stavba fe¢i. Negativnimi ptiznaky jsou naopak apatie, mySlenkové
zchudnuti, afektivni zplosténi a neschopnost prozivat radost (anhedonie) (Martinkova et al.,

2007).

6.2.2 TERAPIE

Schizofrenie vyZaduje celoZivotni 1é¢bu, a to i po odeznéni piiznakt. Lécba psychofarmaky
ve spojeni s psychosocialni terapii midze pomoci zmirnit jeji nepfiznivé projevy. V krajnich
ptipadech je nutna hospitalizace. Lécba je obvykle vedena zkuSenym psychiatrem. Lécebny
tym muize také zahrnovat psychologa, socialniho pracovnika, psychiatrickou sestru a pfipadné
vedouciho koordinatora takto komplexni péce. Pistup celého tymu je dilezity a je umoznén
na specializovanych klinikach se zkusenostmi s 1écbou schizofrenie (Miyamoto et al., 2012).
Zakladnim piistupem |éCby schizofrenie je 1é¢ba antipsychotiky, pficemz cilem této 1éCby je
rizné léky, rtizné davky nebo kombinace 1ékd a davek, proto aby dosahl pozadovaného
vysledku. Mohou také pomoci jiné typy 1éku, jako jsou antidepresiva nebo 1éky proti uzkosti.
Protoze Iéky na schizofrenii Casto zpiisobuji vedlejsi ucinky, lidé se schizofrenii se zdrahaji je

uzivat. Ochota spolupracovat pii 1é€bé muze také ovlivnit vybér 1éku (Barnes, 2011).
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7 PSYCHOFARMAKA

Pojmem psychofarmaka jsou nazyvany latky, které zplisobuji zménu psychického stavu
pacienta. Uginky psychofarmak spoivaji predev§im v utlumeni dusevnich onemocnéni
¢1 v potlaceni agresivity, cilem jinych je 1écba neurdz ¢i uzkostnych stavi. Nektera dalsi
psychofarmaka slouzi jako stabilizator nalady a stimuluji aktivitu CNS. Lécba psychofarmaky
vSak zlstdvd pouze symptomatickd, nelze jimi vylécit pfi¢inu psychického onemocnéni.
Avsak diky psychofarmakiim dochazi k zasadnimu zlepseni kvality zivota pacienti a tim jejich
mozného navratu do normalniho zivota (Vinaf, 2012). V dnesSni dob¢ se psychofarmaka
rozdéluji do péti zdkladnich skupin: antidepresiva, antipsychotika, anxiolytika, hypnotika

a stabilizatory nalad (Caraci et al., 2017). V néasledujicich kapitoldch budou popsany

vvvvvv

7.1 ANTIDEPRESIVA

Antidepresiva, jak nazev napovida, jsou léky pouzivané k 1é€bé deprese a jsou hojné
pouzivanymi terapeutickymi latkami. Neni to vSak jejich jedind funkce. Mimo depresi
ucinkuji taktéz na uzkostné poruchy, kam se fadi obsedantné¢ kompulzivni porucha (OCD),
posttraumaticka stresova porucha (PTSD), socialni fobie aj. (Fujakova and Kopecek, 2012).
U antidepresiv byly taktéz zjistény analgetické ucinky, ¢ehoZz je vyuZivano zejména u lécby
chronické bolesti. Analgetického ucinku Ize dosdhnout zhruba polovic¢nimi davkami
antidepresiv (Mico et al., 2006). Antidepresiva jsou ¢asto charakterizovana na zakladé doby
jejich vyvoje: antidepresiva prvni generace, antidepresiva druhé generace a antidepresiva treti
generace. VSechna antidepresiva se dobfe vstfebdvaji a dosahuji maximalnich sérovych
koncentraci béhem 2-12 hodin. Obecné jsou tato lé¢iva do velké miry metabolizovana

izoenzymy CYP P450 na demethylované a hydroxylované metabolity (Anderson, 2020).

7.1.1 PRVNI GENERACE ANTIDEPRESIV

Prvni generace antidepresiv neboli nejstarsi antidepresiva zahrnovala tricyklicka antidepresiva
(TCA) a inhibitory monoaminooxidazy (IMAO). Antidepresiva prvni generace jsou spojena
s vétsi toxicitou. TCA inhibuji v riizné mife zpétné vychytavani noradrenalinu, dopaminu nebo
serotoninu a IMAO blokuji jejich metabolismus. Oba mechanismy produkuji zvySené
mnozstvi neurotransmiteru v synapsich. TCA maji mnoho dalSich farmakologickych t¢inkd,
které zjevné nepfispivaji k jejich terapeutickému ucinku, ale pfispivaji k vyznamnym
vedlejsim ucinkim téchto 1éc¢iv. Mezi tyto interakce patii blokdda al adrenoreceptort

(hypotenze, zévraté a sedace), histaminovych receptord H1 (pfirtistek hmotnosti a sedace)
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a muskarinovych receptord M1 (sucho v ustech, rozmazané vidéni, zacpa a zadrzovani moci).
Sinusova tachykardie a poskozeni kratkodobé paméti mohou byt také disledkem blokady M1
receptorti (Anderson, 2020). Na obrazku nize (Obr. 2) jsou zobrazeny nejCastéjsi zastupci

TCA.

Lo L0 O

CHZCHCHZN(CHZ)I

CHCH,CH,N(CH), CH,CH,CH,N(CH,), CHCH,CH,N(CH;),
CH3
Amitriptyline Imipramine Doxepin Trimipramine
i ‘ i N
Cl
CHCH,CH,NHCH, CHZCHZCHZNHCH3 CH,CH, CH,NHCH, CLHN(CH),
Nortriptyline Desipramine Protriptyline Clomipramine

Obr. 2: Struktura trycyklickych antidepresiv. Pfevzato z (Anderson, 2020)

7.1.2 DRUHA GENERACE ANTIDEPRESIV

Antidepresiva  druhé  generace, vyvinutd po prvni generaci tricyklickych
a monoaminooxidazovych 1éCiv, se stala preferovanou volbou diky lepsi snasenlivosti,
niz8§imu riziku letality a podobné Gc¢innosti ve srovnani s antidepresivy prvni generace
(Gartlehner and Gaynes, 2009). Do této kategorie jsou Casto fazeny selektivni inhibitory
zpétného vychytavani serotoninu (SSRI), inhibitory zpétného vychytdvani serotoninu
a noradrenalinu (SNRI) a dalsi slouceniny s riznymi mechanismy uéinku. VSechna
antidepresiva druhé generace jsou metabolizovana v jatrech enzymatickym systémem CYP
P450 (Spina et al., 2008). Na obrazku nize (Obr. 3) jsou zobrazeny chemické struktury

nekterych antidepresiv druhé generace.
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Anwapine Bupropien

Obr. 3: Struktura n€kterych antidepresiv druhé generace. Pievzato z (Anderson, 2020).
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7.1.2.1 Selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu (SSRI)

SS SRI se staly nejrozsitenéjsi skupinou antidepresiv. Kromé inhibice zpétného vychytavani
serotoninu interaguji s fadou serotoninovych receptori. Vyznam téchto interakci neni zcela
objasnén. Tyto Iéky postradaji hlavni adrenergni, antihistaminické a anticholinergni vedlejsi
ve srovnani s jinymi antidepresivy vysoce tolerovatelné, jsou spojeny s fadou nezadoucich
ucinku jako je uzkost, poruchy spanku, sexualni dysfunkce a nespavost. Do této skupiny patii
citalopram, escitalopram, fluoxetin, fluvoxamin, paroxetin, sertralin (Yuet et al., 2019). Na

nasledujicim obrazku (Obr. 4) jsou zobrazeny ptiklady SSRI.

F3C OO—CHCH;CH;N‘HCH; NHCH; FsC < > C“,H (CH»):0CH;
C . N—O—CH,CH,NH,

Fluoxetine Fluvoxamine

\E\C O 1 ;
CH Cl 8]
SOV
N :

CH,
Sertraline o

A ]

F
Cital H
“italopram H .
P Paroxetine

Obr. 4: Struktura selektivnich inhibitor zpétného vychytavani serotoninu (SSRI). Pfevzato
z (Anderson, 2020)

ESCITALOPRAM

Escitalopram (Cipralex®, Lexapro ™) je aktivni S-enantiomer citalopramu. Jedna se o vysoce
selektivni inhibitor proteinu transportujiciho serotonin. Ma rychly ndstup antidepresivni
aktivity a je u¢innou a obecné dobfie tolerovanou lécbou stiedné zavazné az zavazné depresivni
poruchy. Souhrnné analyzy z databaze klinickych studii naznacuji, Ze escitalopram je

z dlouhodobého hlediska G¢innéjsi nez citalopram (Murdoch and Keam, 2012).

7.1.3 TRETI GENERACE ANTIDEPRESIV

Antidepresiva tieti generace jsou skupinou 1ékd heterogenniho u¢inku zaloZenych
na zdokonaleni G¢inku latek prvni a druhé generace. Oproti predchozim generacim by mély
byt tyto antidepresiva u¢innéjsi, s rychlejSim nastupem tucinku a celkové jsou povazovany
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antidepresiva patii venlafaxin, reboxetin, nefazodon a mirtazapin. Priklady antidepresiv tfeti

generace jsou zobrazeny na nasledujicim obrazku (Obr. 5).

HN

CH,O

Venlafaxine Mirtazapine Nefazodone
Obr. 5: Struktura antidepresiv tieti generace. Prevzato z (Anderson, 2020).

7.2 ANTIPSYCHOTIKA

Antipsychotika nebo také neuroleptika jsou léky urcené k 1€cbé a terapii psychoz, tedy
onemocnéni spojené s poruchami vnimani (halucinace) a mysleni (bludy). Nejcastéji jsou
antipsychotika délena do dvou skupin a oznacuji se jako klasicka (konvenéni, typicka)
a atypicka antipsychotika (Tandon, 2011). V tabulce nize (Tab. VII) jsou jednotliva

antipsychotika rozdélena do kategorii podle ucinku.

Tab. VII: Rozdé€leni antipsychotik na zaklad¢ generace a ucinku.

Chlorpromazin
Sedativni Levomepromazin
e . Zuclopenthixol
Klasicka antipsychotika Flupentixol
Incizivni Haloperidol
Melperon
Asenapin
lloperidon
Serotonin-dopaminovi Lurasidon
antagonisté (SDA) Paliperidon
Risperidon
Sertindol
Klozapin
Atypicka antipsychotika Multireceptorovi Slanzapn
antagonist¢ (MARTA) Q_uetla_pln
Ziprasidon
Zotepin
Selektivni antagonisté D2 a Am|§u_lpr|d
D3 receptorti Sl_JIplrld
Tiaprid
Parcialni agonoisté D Aripiprazol
receptoru
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Dvoji d€leni antipsychotik je dano ¢asovym obdobim, receptorovym profilem a vyskytem
extrapyramidovych nezadoucich reakci (EPS). Extrapyramidovy systém je soucasti CNS a ma
na svédomi hybnost a drzeni t€la. Patfi sem bazalni ganglia a jejich spoje, kmenova jadra aj.
Zkratka EPS oznacuje soubor nezadoucich ucinkl, odvijejicich se od extrapyramidového
systému. EPS lze rozdé¢lit na akutni neboli ¢asné (parkinsonsky syndrom, akatizie, dystonie)

a tardivni neboli pozdni (dyskineze, tardivni dystonie, tardivni akatizie) (Pierre, 2005).

7.2.1 PRVNI GENERACE ANTIPSYCHOTIK (KLASICKA)

Antipsychotika prvni generace byla hojné pouzivana od roku 1952, kdy byl na trh uveden
Chlorpromazin. U¢inek 1é¢iv patiici do této skupiny lze rozdélit na dvé kategorie — sedativni
(hypnoticka) antipsychotika a incizivni antipsychotika. U incizivnich antipsychotik jsou
vyraznéj$i EPS, maji ale silny antipsychoticky ucinek. Obecné se klasicka antipsychotika

projevuji silngj$imi EPS nez antidepresiva atypicka (Kamenikov4 et al., 2015).

Mechanismem ucinku klasickych antipsychotik je blokovani receptorti a tlumeni G¢inku
neurotransmitert CNS. Konkrétné se jedna o antagonismus dopaminovych a serotoninovych
receptord. Antagonistické pisobeni se v pfipad¢ antipsychotik prvni generace vztahuje
I na receptory pro histamin, noradrenalin ¢i acetylcholin, av§ak v tomto piipadé se jedna spise
o negativni efekty. Antipsychoticky ucinek je predev§im dan afinitou k D2 receptorim.
Antipsychotikum se vaze na D> receptory a zabranuje tak vazb&é endogenniho dopaminu.
S rostouci afinitou roste i antipsychoticky ucinek lé€iva. Vzhledem k nizké selektivité
zpusobuji klasickd antipsychotika fadu nezddoucich vedlejsich ucinkl, coz je zpisobeno
blokadou riznych receptor (Lieberman, et al., 2003). Ptiklady jednotlivych antipsychotik
jsou vypsany v tabulce vyse (Tab. VII).

Antipsychotika prvni generace jsou oproti 1éktim druhé generace vyhodnéjsi v oblasti nakladu.
Obecné jsou obvykle cenové 10 az 20krat nizsi nez atypicka antipsychotika. V sou€asnosti je
nizka cena hlavni diivod, pro¢ nékteii 1ékati voli pro 1é€bu klasicka antipsychotika. Zejména
se jednd o rozvojové zemé s omezenymi zdroji pro zdravotni péci. Svétova zdravotnicka
organizace ztéchto duvodi povoluje tii z téchto 1€kt (chlorpromazin, fluphenazin
a haloperidol) (Jibson et al., 2011).

7.2.2 DRUHA GENERACE ANTIPSYCHOTIK (ATYPICKA)
Charakteristickou vlastnosti antipsychotik druhé generace je nizsi riziko extrapyramidovych

vedlejSich ucinku, které byly prominentni u prvni generace antipsychotik. Kromé nepohodli
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a uzkosti zptisobenych pacientim mohou EPS pfispivat ke §patnému dodrzovani davkovani a
Spatnému vysledku 1écby. Bylo ale zjiSténo, ze atypickd antipsychotika maji také
problematické vedlejsi Gc¢inky, zejména pfirtistek hmotnosti. Profily vedlejSich Uc¢inkt
jednotlivych 1€kt se vsak 1isi. Tyto Iéky se také lisSi svou farmakokinetikou a dostupnymi
formami (tablety, injekce aj.). Vybér antipsychotika tedy vyzaduje zvazeni jeho vyhod a
nevyhod se zohlednénim individualnich klinickych okolnosti. Atypickd antidepresiva
efektivné potlacuji jak pozitivni, tak negativni projevy. Jejich G€innost je pozorovana

1u pacientt, u kterych nezabirala antipsychotika prvni generace (Conley and Kelly, 2005).

Antipsychotika druhé generace se v souCasnosti rozdéluji dle farmakodynamického
(receptorového) profilu na selektivni dopaminové antagonisty, multireceptorové antagonisty
(MARTA — multiacting receptor-targeted antagonist), serotonin-dopaminové antagonisty
a parcialni antagonisty D2 receptord (v nékterych publikacich uvadéné samostatné jako

antipsychotika tfeti generace) (Herink, 2004).

Selektivni antagonisté dopaminovych receptort (D2/D3) piisobi méné na ostatni receptorové
systémy. Pro zajisténi antidepresivni ucinnosti staci nizkd davka, vyssi davka blokuje
postsynapticky dopaminové receptory a pusobi antipsychoticky. Serotonin-dopaminovi
antagonisté zajiStuji blokddu serotonergnich, dopaminergnich a adrenergnich receptort.
Multireceptorovi (MARTA) antagonisté blokuji dopaminové, serotoninové, muskarinové a
histaminové receptory. Parcialni agonisté D receptori (dopaminovi dualisté) agonizuji
presynaptické a antagonizuji postsynaptick¢é D, a D3z receptory. Parcidlné agonizuji
serotoninové S1A a antagonizuji serotoninové S2A receptory (Rackova and Jand, 2008).

. Clozapin

Y Haloperiodol
\ Risperidon

Obr. 6: Priklady antipsychotik. Ziskano z www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov
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8 CILE PRACE

Vypracovat resersi tykajici se psychickych onemocnéni, 1€¢iv na tyto onemocnéni

pusobici a popsat genové polymorfismy, jez maji na medikaci vliv.

Vybrat vhodné metody k detekci téchto polymorfismu a osvojit si zaklady spravné
laboratorni praxe.

Zpracovat vysledky genetickych analyz a porovnat zjisténé genotypové frekvence
V nasem souboru s jinymi dostupnymi populacnimi studiemi.

Vyhodnotit vliv individualniho typu metabolismu na prub¢h 1é¢by spolu s moznym
vyskytem nezadoucich ucinkti 1écby

Vyvodit odpovidajici zavéry
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9 MATERIALY A METODY

Praktickd cast této diplomové prace probihala v laboratofti GENLABS s.r.0. pod odbornym
dohledem Mgr. Dagmar Riegert Bysttické, Ph.D.

9.1 ODBER BIOLOGICKEHO MATERIALU

Odbér biologického materialu ve formé bukalniho stéru byl provadén osobné pacientem
pomoci odbérového kitu Isohelix™ DNA/RNA Buccal Swab SK-2S. Sada obsahuje odbérovy
tampon a 2 ml odbérové zkumavky. Pacient obdrzel instrukce spole¢né s odbérovou sadou.
Pro zajisténi dostatecné kvality odebraného vzorku bylo zapotiebi splnit celou fadu kritérii.
Bylo nezbytné, aby pacient odebral vzorek nalacno, neprovedl Gstni hygienu a hodinu pied
vlastnim odbérem pil pouze Cistou vodu. Pacient musi s odbérovym tamponem manipulovat
obezietné, aby se nedotkl jiného povrchu nez bukalni sliznice a nekontaminoval vzorek.
Je podstatné, aby odbér probihal nepfetrzité alespont 1 minutu. Bukalni sliznice vystyla Gstni
dutinu, jeji stér je idedlni provadét z vnitinich stran tvari a rtd. Po provedeni odbéru pacient

vlozil odbérovy tampon do pfilozené zkumavky.

9.1.1 INFORMOVANY SOUHLAS

Pro provedeni genetického vySetfeni bylo nezbytné, aby pacient podepsal souhlas
s genetickym laboratornim vySetfenim. Pacient dostal formular spole¢né s zddankou
a odbérovou sadou pro bukdlni stér. V ramci formulafe pacient vyjadioval porozuméni
s divodem vysetfeni a s pozadavky na skladovani vzorku (likvidace ¢i archivace). Podepsany

informovany souhlas je uschovan v laboratofi.

9.2 1ZOLACE DNA

Vychozim bodem v molekularni genetice je izolace DNA. Proces izolace zahrnuje 3 kroky:
homogenizace tkani a lyze bunék (rozvolnéni DNA, RNA), extrakce organickymi
rozpoustédly (zbaveni se proteinll atp.), Srdzeni etanolem (zbaveni se piebytecnych soli
a kratkych NK). K homogenizaci (rozmélnéni) tkani 1ze vyuzit homogenizator, sonikator nebo
detergenty. Pfi lyze bunék dojde k poruseni bunééné membrany a uvolnéni DNA. Béhem lyze
se Casto pfidavaji latky, jako je detergent, aby se chemicky rozrusily bunéné membrany
na bazi lipidii — coz pomaha uvoliovat DNA z jadra a buitky. DNA musi byt poté odd€lena
od ostatnich bunéénych molekul, jako je RNA a proteiny. Proto se enzymy, jako je RNaza
a Proteinaza K, Casto pfidavaji béhem nebo po lyze, aby degradovaly RNA a proteiny. Navic
se k oddeleni DNA od proteinu béZn€ pouzivaji organickd rozpoustédla, jako je fenol

a chloroform. Typicky se vzorek vortexuje s fenol-chloroformem a poté centrifuguje, aby
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se oddélila vodna a organicka faze ve zkumavce. Vodna faze obsahujici DNA nahotfe miize
byt poté odpipetovana a zanechdva po sobé protein v organické fazi. Soli se Casto pridavaji
behem extrakce DNA, aby stabilizovaly DNA a pomohly ji vysrazet z roztoku. Standardni
metodou srazeni DNA je piidani alkoholu, jako je ethanol nebo isopropanol. To zpiisobi,
ze DNA vytvoii v alkoholovém roztoku srazeninu. Vzorek se poté odstfedi v centrifuze, coz
zpisobi, ze se srazenina DNA koncentruje na dn¢ zkumavky jako peleta. Nasledné dojde k
odstranéni kapaliny, dalSimu promyti v alkoholu (70% ethanol) a dalSimu odstfedéni
v centrifuze pii maximalnich otackadch. Po zavéreCném promyti je peleta vysusSena
a resuspendovana v hydrofilnim pufru, vytvari se vodny roztok purifikované DNA (Tan and
Yiap, 2009). Pro ucely této diplomové prace byla DNA izolovana za pouziti silikonové

membrany.

9.2.1 1ZOLACE DNA Z BUKALNIHO STERU

Izolaci DNA piedchazela piiprava sestavajici se z popsani 1,5 ml zkumavky piislusnym LIC
(laboratorni identifikacni ¢islo), které bylo ptidéleno vzorku a zddance pfi ptijeti. Nasledovalo
temperovani suché lazné¢ (TDB-120, Dry block thermostat, BioSan) na 56°C.
K samotné izolaci DNA z leukocytt periferni krve byl pouzit komeréni kit GeneAll Exgene™
Clinic SV Mini. Soucasti kitu byly mini kolonky typu G, sbérné zkumavky, BL puft, BW pulft,
TW pufr, AE pufr a proteinaza K.

Pti izolaci bylo postupovano dle pokynti vyrobce. Do zkumavky s odbérovym tamponem bylo
napipetovano 40 pl proteindazy K a 400 ul BL pufru. Takto vznikld smés byla promichana
pomoci vortexu a inkubovana pii 10 min pfi 56 °C v suché lazni. Po inkubaci bylo pfidano
400 ul absolutniho ethanolu. Zkumavka byla vortexovana (Microspin FV-2400; BioSan)
Vv pulzech a centrifugovana. Smés byla nasledné pfenesena na popsanou kolonku. Nasledovala
centrifugace 1 min pii 8 600 rpm. Obsah kolonky byl centrifugovan do sbérné zkumavky,
ktera byla poté nahrazena novou. Na kolonku bylo naneseno 600 ul BW pufru a opét byla
centrifugovana 1 min pifi 8 600 rpm a vyménéna sbérnd zkumavka. Po tomto kroku
nasledovalo ptidani 700 pul TW pufru a opétovna centrifugace. Pred eluci bylo nutné
centrifugovat prazdnou kolonku 1 min pfi nejvysSich ota¢kach (13 000 rpm) za ucelem
odstranéni zbytkového promyvaciho pufru. Na zavér byla provedena eluce. Kolonka byla
umisténa do popsané 1,5 ml zkumavky. Na stied filtru kolonky bylo naneseno 50 ul AE pufru
a probéhla 5 min inkubace v suché lazni. Po inkubaci byl vzorek centrifugovan 1 min pfi

13 000 rpm. Tento krok byl opakovan znovu, av§ak oproti protokolu od vyrobce se osvédcilo
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misto novych 50 pl AE pufru napipetovat na kolonku ziskany supernatant. Tim bylo docileno

vys$si koncentrace DNA. Pouzité reagencie jsou uvedeny v tabulce nize (Tab. VIII).

Tab. VIII: Objem reagencii pouzitych pro jednu izolaci DNA z bukalniho stéru.

Reagencie Objem (ul)
Proteinaza K 40

BL pufr 400
Ethanol (100 %) 400

BW pufr 600

TW pufr 700

AE pufr 50

9.3 MERENI KONCENTRACE IZOLOVANE DNA

Po kazdé izolaci bylo nutné ovéfit tspéSnost izolace zméfenim ziskané koncentrace DNA.
Méfeni probihalo na pfistroji Quibit Fluorometr 2.0, (Invitrogen-Thermo Fisher Scientific).
Pro méteni byl pouzit AccuGreen Broad Range dsDNA Quantitation Kit a specialni 0,5 ml
mikrozkumavky (Qubit Assay Tubes, Invitrogen). Zkumavky byly opatfeny Ccisly
korespondujici s LIC vzorku. Pro méfeni byl pouzit kvantifikaéni roztok (AccuGreen™

Quantitation Solution).

Vlastnimu méteni pfedchdzela kalibrace pfistroje. Nejprve bylo nezbytné, aby standardy
a kvantifikacni roztok byly vytemperované na pokojovou teplotu. Jednalo se o0 AccuGreen™
Standard 1 s koncentraci 0 ng/ul a AccuGreen™ Standard 2 s koncentraci 100 ng/ul. Pfistroj
byl kalibrovan smési 190 ul kvantifikaéniho roztoku a 10 pl jednotlivych standardi.
Po kalibraci néasledovalo méfeni koncentrace vzorki. Méteni predchazelo smichani 198 pl
kvantifikaniho roztoku a 2 pl izolované DNA. Tato smé&s byla vortexovana, centrifugovnana
a ponechédna 2 minuty pii pokojové teploté. Zkumavka s roztokem byla vlozena do pfistroje,

ktery zobrazil hodnotu koncentrace, ktera byla nasledné zaznamenéna.
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10 GENETICKA ANALYZA

Izolovana DNA byla vysetfovana metodou Real-time PCR a PCR-RFLP. Pro analyzu byly
zvoleny polymorfismy CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5/*5, CYP2C19*2, CYP2C19*3,
CYP2C9*2, CYP2C9*3, CYP1A2 (rs4646425) a COMT (rs4680).

10.1 REAL-TIME PCR

Vétsina polymorfismt byla vySetfovana metodou real-time PCR (taktéz gPCR). Real-time
PCR byla pouzita pro detekci polymorfismi v genech pro cytochrom P450. Metoda byla
provadéna na piistroji Roche Diagnostics LightCycler® 2.0. Metoda real-time PCR je zalozena
na klasické PCR, avSak vtomto pfipadé¢ je kontinudlné zaznamenavano mnozstvi
amplifikované DNA, a to pro kazdy cyklus. Kvantifikace amplifikovaného PCR produktu je
zalozena na principu meéfeni fluorescence, jelikoz jsou pouzity fluorescencné znacené

oligonuleotidové sondy. Jednotlivé genotypy jsou detekovany pomoci melting-curve analyzy.

10.1.1 DETEKCE CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5/*5

Pro detekci polymorfismii genu CYP2D6 byl pouzit detekéni kit LightMix® Kit for the
detection of CYP 2D6 alleles *3, *4 and *5/*5 CE-IVD (Cat.-No. 40 0305 32, TIB
MOLBIOL, GmbH) spole¢né s LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Cat.-No. 03
003 248 001, Roche Diagnostics GmbH). V prvni fadé bylo nutné rozpustit lyofilizované
reagencie (sondy a primery) smichanim obsahu zkumavky s 66 ul PCR vody. Dale prob&hlo
rozpus$téni lyofilizované kontrolni DNA smichanim 160 ul PCR vody, coz probéhlo pro
vSechny tii kontroly (wild type, *3 a *4 homozygot, *1/*3 a *1/*4 heterozygot) stejnym

zpisobem dle doporuceni vyrobce.

Samotna piiprava reakéniho master mixu probihala v dekontaminovaném lamindrnim boxu
dle pokynli uvedenych vyrobcem. Pro namichani master mixu byla pouZita popsana 1,5 ml
zkumavka. Na jednu reakci bylo zapotiebi 15 pl reakéniho mixu. Objem master mixu musel
odpovidat poctu testovanych vzorkd, tfi pozitivnich kontrol a jedné negativni kontrole,
pficemz maximalni kapacita pfistroje LightCycler 2.0 je 32 reakci. Jednotlivé reagencie

a pouZité objemy pro jednu reakci jsou uvedeny v nasledujici tabulce IX.
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Tab. IX: Komponenty master mixu pro real-time PCR detekci CYP2D6*3, CYP2D6*4,
CYP2D6*5.

Komponenty Objem (ul)
PCR voda 8,2

Roztok 25mM Mg?* 1,6
Reagent Mix (primery a sondy) 2

Roche Master mix 2

DMSO 1,2

Master mix byl rozpipetovan po 15 ul do jednotlivych sklenénych kapilar (LightCycler®
Capillaries, 20 ul), které byly umistény v chlazenych kovovych adaptérech. Do kazdé kapilary
bylo pfidano 5 pl testované DNA nebo PCR vody (NK) nebo kontrolni DNA (PK). Kapilary
byly poté zavickovany a spolu s adaptéry kratce centrifugovany. Poté byly kapilary vyjmuty
z adaptérd a umistény do karuselu, ktery se vklada do LightCycleru 2.0. Pro provedeni reakce

by pouZit konkrétni PCR profil doporuc¢eny vyrobcem diagnostického kitu (Tab. X).

Protokol se sklada ze ¢tyi kroki: denaturace vzorku a aktivace enzymu, PCR amplifikace

cilové DNA, analyzy kiivky tani a chlazeni reakce.

Tab. X: Podminky amplifikace u real-time PCR detekce CYP2D6*3, CYP2D6*4,
CYP2D6*5/*5.

Krok programu Denaturace Amplifikace Melting Chlazeni
Parametr

Méd analyzy zadny kvantifikac¢ni kiivka tani zadny
Pocet cykli 1 45 1 1
Cilovi teplota [°C] 95 95 60 72 95 40 85 40
Doba extenze 00:10:00 |00:00:05| 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:20 | 00:00:20 | 00:00:00 | 00:00:30
Rychlost zmény teploty [°C/s] 20 20 20 20 20 20 0,2 20
Akviziéni mod zadny zadny | jednotlivy | zadny zadny zadny |kontinualni | Zadny

10.1.2 DETEKCE CYP2C19*2, CYP2C19*3

Pro detekci polymorfismid v genu CYP2C19 byl pouzit detekéni kit LightMix® Kit
Cytochrome P450 2C19 alleles *2 and *3 CE-1VD (Cat.-No. 40 0304 32, TIB MOLBIOL,
GmbH) spoleéné s LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Cat.-No. 03 003 248 001,
Roche Diagnostics GmbH). Ptiprava reakci se do znacné miry podobala detekci polymorfismu

vgenu CYP2D6, avsak vtomto piipadé bylo pouzito vice pozitivnich kontrol
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(pro CYP2C19*2: CYP2C19*1/*1 wild type, CYP2C19*2/*2 mutovany homozygot
CYP2C19*1/*2 heterozygot kontrola, pro CYP2C19*3: CYP2C19*1/*1 wild type,
CYP2C19*3/*3 mutovany homozygot, CYP2C19*1/*3 heterozygot). V tabulce XI jsou

uvedeny objemy jednotlivych reagencii dle doporuceni vyrobce (Tab. XI)

Tab. XI: Komponenty master mixu pro real-time PCR detekci CYP2C19*2 a CYP2C19*3.

Komponenty Objem (ul)
PCR voda 9,4

Roztok 25mM Mg?* 1,6
Reagent Mix (primery a sondy) 2

Roche Master mix 2

Celkem 15

Master mix byl opét rozpipetovan po 15 ul a k nému bylo pfidano 5 ul vzorku, PCR vody
¢i pozitivni kontroly. Pro analyzu v LightCycleru 2.0 byl pouzit reakéni profil uvedeny v Tab.
XII.

Tab. XII: Podminky amplifikace u real-time PCR detekce CYP2C19*2 a CYP2C19*3.

Krok programu Denaturace Amplifikace Melting Chlazeni
Parametr

Méd analyzy zadny kvantifikacni ktivka tani zadny
Pocet cykli 1 45 1 1
Cilovi teplota [°C] 95 95 60 72 95 40 85 40
Doba extenze 00:10:00 |00:00:05| 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:20 | 00:00:20 | 00:00:00 | 00:00:30
Rychlost zmény teploty [°C/s] 20 20 20 20 20 20 0,2 20
AKkvizi¢ni méd zadny zadny | jednotlivy | zadny zadny zadny | kontinualni | Zadny

10.1.3 DETEKCE CYP2C9*2, CYP2C9*3

Detekce polymorfismi CYP2C9*2 a CYP2C9*3 byla provedena pomoci LightMix® Kit
Cytochrome P450 2C9 alleles *2 and *3 CE-IVD (Cat.-No. 40 0298 32, TIB MOLBIOL,
GmbH) spole¢né s LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Cat.-No. 03 003 248 001,
Roche Diagnostics GmbH). Stejné jako u ptedchoziho kitu bylo i zde pouzito Sest pozitivnich
kontrol (pro CYP2C9*2: CYP2C9*1/*1 wild type, CYP2C9*2/*2 mutovany homozygot
CYP2C9*1/*2 heterozygot; pro CYP2C9*3: CYP2C9*1/*1 wild type, CYP2C9*3/*3
mutovany homozygot, CYP2C9*1/*3 heterozygot). Oproti pfedchozim zminénym kitim se

tento lisi v objemech pouzitych reagencii (Tab. XIII).
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Tab. XI1I: Komponenty master mixu pro real-time PCR detekci CYP2C9*2 a CYP2C9*3.

Komponenty Objem (ul)
PCR voda 9,8

Roztok 25mM Mg?* 1,2
Reagent Mix (primery a sondy) 2

Roche Master mix 2

Celkem 15

Master mix byl rozpipetovan po 15 ul s naslednym piidanim 5 ul DNA vzorku, pozitivni

kontroly nebo PCR vody. Dle reakéniho profilu uvedeného v tabulce ¢. XIV prob¢hla analyza

Vv ptistroji LightCycler 2.0.

Tab. XIV: Podminky amplifikace u real-time PCR detekce CYP2C9*2 a CYP2C9*3.

Krok programu Denaturace Amplifikace Melting Chlazeni
Parametr

Moéd analyzy zadny kvantifikacni ktivka tani zadny
Pocet cykli 1 45 1 1
Cilova teplota [°C] 95 95 60 72 95 40 85 40
Doba extenze 00:10:00 | 00:00:05 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:20 | 00:00:20 | 00:00:00 | 00:00:30
Rychlost zmény teploty [°C/s] 20 20 20 20 20 20 0,2 20
Akviziéni mod zadny zadny | jednotlivy | Zadny zadny zadny | kontinualni zadny

10.1.4 DETEKCE CYP1A2 (rs4646425)
Pro detekci polymorfismu rs4646425 CYP1A2 byl vyuzit komeréni Kit LightSNiP rs4646425
CYP1A2 (TIB MOLBIOL GmbH, Berlin, Germany) navrzeny pfimo pro tento konkrétni
polymorfismus. Spole¢né s tim byl pouzit i LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe
(Cat.-No. 03 003 248 001, Roche Diagnostics GmbH). Pro real-time PCR byl taktéz pouzit

LightCycler® 2.0. Reagencie pouzité pro analyzu polymorfismu rs4646425 jsou v Tab. XV.

Tab. XV: Komponenty master mixu pro real-time PCR detekci CYP1A2 rs4646425.

Komponenty Objem (pl)
PCR voda 14,4 - 10,4
Reagent Mix (primery a sondy) 1

FastStart DNA Master 2

Roztok 25mM MgCl; 1,6
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V piipadé tohoto kitu se piidany objem vzorku odvijel od jeho ziskané koncentrace, v ptipadé
nizké koncentrace bylo pouzito 5 pl a naopak v ptipad¢ vysoké koncentrace byl pouzit 1 pl
vzorku. Na zaklad¢ toho se i ménilo mnozstvi PCR vody pfidané do master mixu. Pro kazdou
reakci byl vysledny objem 20 pl. Soucasti kitu nebyly pozitivni kontroly, byla tedy pouzita
pouze NK. Reakce probihaly ve sklenénych kapilarach (LightCycler® Capillaries, 20 pl).
V piistroji LightCycler 2.0 byl posléze naprogramovan specificky reakéni profil uvedeny
v tabulce XVI.

Tab. XVI: Reak¢ni profil Real-time PCR pro detekci CYP1A2 rs4646425.

Krok programu Denaturace Amplifikace Melting Chlazeni
Parametr

Moéd analyzy 7adny kvantifikagni k¥ivka tani Zadny
Pocet cykli 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Cilova teplota [°C] 95 95 60 72 95 40 85 40
Doba extenze 00:10:00 |00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:15 | 00:00:20 | 00:00:20 | 00:00:00 | 00:00:30
Rychlost zmény teploty [°C/s] 20 20 20 20 20 20 0,2 20
Akvizi¢ni mod 7adny 74dny | jednotlivy | Zadny | Zadny | zadny |kontinudlni| Zadny

10.2 PCR RFLP

PCR RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) je metoda zahrnujici vicero kroki.
Prvnim krokem je provedeni PCR amplifikace genového fragmentu, ktery v sobé nese
konkrétni polymorfismus. Fragment je ohranicen specifickymi primery. V dal$im kroku je
provedena gelova elektroforéza, kde je zviditelnén ziskany PCR produkt, ten je nasledné
Stépen prostiednictvim konkrétniho restrikéniho enzymu. Restrikéni fragmenty jsou
vizualizovany opét pomoci gelové elektroforézy. Ruznd délka restrik¢énich fragmenti
odpovida jednotlivym variantdim genu. Metoda PCR RFLP byla vyuZita pro detekci
Val158Met polymorfismu v genu COMT.

Pro tuto metodu byly vyuzity specifické primery pievzaty z prace Tahara et al., 2009), které
umoznily amplifikovat produkt o velikosti 217 bp. Sekvence forward primeru byla
5-TCGTGGACGCCGTGATTCAGG-3¢ a sekvence reverse primeru
5‘-AGGTCTGACAACGGGTCAGGC-3¢ (Tahara et al., 2009). Primery v kvalité Standard 5
OD (40nmol) byly syntetizovany prostiednictvim komer¢ni sluzby firmou ELISABETH
PHARMACON, spol. s.r.o. Master mix pro PCR RFLP byl namichan do 1,5 mi

mikrozkumavky Vv chladicim stojanu v lamindrnim boxu, ktery byl pied praci
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dekontaminovan. Reagencie pouzité pro jednu reakci jsou uvedeny v Tab. XVII. Objem
master mixu byl pfizptisoben poc¢tu vzorkl, dvéma PK a jedné NK. Vysledny objem jedné

reakce po piidani 2 ul DNA izolatu byl 50 pl.

Tab. XVII: Jednotlivé komponenty pouzité pro jednu reakci.

Komponenty Objem (pul)
PCR voda 34,3
MyTaq™ Red Reaction Buffer 10
MyTaq™ DNA polymeraza 0,2

DMSO 2,5
Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5
Celkem 48

Po namichéni byl master mix rozpipetovan po 48 pl do fadné popsanych PCR mikrozkumavek
a k master mixu byl pfidan DNA izolat. V ptipad¢€ pozitivnich kontrol byly ptidany vzdy 2 pl
vzorku se znamou variantou genu COMT (Val/Val a Val/Met). Pro negativni kontrolu byla
pfiddna PCR voda. Amplifikace probihala v piistroji Labnet MultiGene™ Gradient Thermal
Cycler TC9600 a byl pouzit PCR profil uvedeny v tabulce XVIII.

Tab. XVIII: Profil reakce PCR RFLP pro detekci COMT Val158Met.

dlz(r:::frcz::le Denaturace | Anealing | Extenze Teel;(l:g:;;m
Pocet cyklu 1 32 32 32 1
Cilova teplota [°C] 95 95 55 72 72
Cas 00:05:00 00:00:30 00:00:30 | 00:01:00 | 0:10:00

Po probéhnuti amplifikace byly jednotlivé PCR produkty naneseny na agar6zovy gel, aby byla
zjisténa piitomnost PCR produktl (postup je popsan v kapitole 9.2.1 Gelova elektroforéza).

Dalsim krokem bylo restrik¢ni §tépeni pomoci restrikéniho enzymu Nlalll (10U/ pl) (Thermo
Scientific). Ke zbytku (45 pl) PCR produktu bylo pfidano 4,5 pl 10x pufru G a 1 pl (10U)
restrikéniho enzymu. To bylo provedeno pro vSechny PCR produkty. Vyslednd smés se
nechala 60 minut inkubovat pti 37 °C v termostatu (Dry Block Thermostat TDB-120, BioSan)

a poté byla provedena elektroforéza (viz. 10.2.1 Gelova elektroforéza). Restrikénim Stépenim

34



byly ziskany nasledujici produkty: 136 bp a 81 bp u homozygota Val/Val, 136 bp, 96 bp, 81
bp a 40 bp u heterozygota (Val/Met), 96 bp, 81 bp a 40 bp u homozygota Met/Met.

V n¢kolika pfipadech nebylo mozné odecist vysledky restrikéniho Stépeni z gelové

elektroforézy, a proto byly vysetfeny sekvenaci (viz. 10.2.2 Sekvenace).

10.2.1 GELOVA ELEKTROFOREZA

Po amplifikaci probéhla vizualizace PCR produkti pomoci gelové elektroforézy. Pritomnost
PCR produktt byla ovéfovana na 4 % agardzovém gelu, ktery byl pfipraven smichdnim ¢tyt
0,5 g agarovych tablet (FastGene) a 50 ml 1x TBE pufru (ThermoScientific). Po Gplném
rozpusténi tablet byl roztok pufru zahfivan v mikrovinné troub¢ za ucelem vytvoteni tekutého
gelu. Nasledné bylo do tekutého gelu pfidano 15 pl fluorescen¢niho barviva (Midori Green
Advanced DNA Stain). Gel byl posléze nalit do elektroforetické formy s hiebeny. Ztuhly gel
byl pfesunut do elektroforetické vany (Mupid® One Elecrophoresis System) obsahujici roztok
1x TBE.

Pro moznost odecteni velikosti PCR produkti bylo do jamek na gelu pfidano 5 pl
hmotnostniho markeru (FastGene® 100bp DNA Ladder H3 RTU, Nippon Genetics), 5 ul
kazdého vzorku, 5 pl kazdé pozitivni kontroly, 5 pl negativni kontroly. Samotna elektroforéza
probihala 10-15 minut pii 135 V. Jakmile skoncila elektroforéza, byl gel presunut na UV
dokumentaéni systém, kde byl gel vyfocen a foto gelu bylo uloZeno nejprve na SD kartu a pak

do PC. Nasledné mohl byt vysledek PCR reakce vyhodnocen.

Po restrikénim Stépeni byly vzorky naneseny na 4 % agarozovy gel po 20 pul. Elektroforéza
probihala po dobu 25 az 45 minut pii 135 V. Gel byl opét presunut na gel UV dokumentacéni
zafizeni, vyfocen, foto gelu uloZzeno na SD pamétovou kartu a ulozeno v PC. Vysledky RFLP

byly vyhodnoceny vzhledem k pouzitému hmotnostnimu markeru.

10.2.2 SEKVENACE

U ctyt vzorkl nebylo mozné pfi analyze genu COMT spravné odecist vysledek restrikéniho
Stépeni. Z toho divodu byly nestépené PCR produkty zaslany firmé SeqMe s.r.o., ktera
poskytuje komplexni sluzby v oblasti DNA sekvenovani a Real-Time PCR. Zaslané vzorky
byly podrobeny Sangerovu sekvenovani, konkrétné byl pouzit bali¢ek StandardSeq

vyuzivajici standardni sekvenacni protokol pro bézné templaty — plazmidy a PCR produkty.

Pied zaslanim vzorku bylo nutné ptecistit PCR produkt. Pfecisténi prob&hlo enzymaticky
pomoci SAP-Exo kitu (Jena Bioscience GmbH). Reak¢éni mix enzymut obsahuje dva
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hydrolytické enzymy, rekombinantni alkalickou fosfatazu (rSAP) a exonukleazu I (Exo I).
Kombinace téchto enzymi zajiStuje Uplnou defosforylaci ANTP a degradaci zbytkovych
primeru. Ve 200 pl mikrozkumavce bylo smichano 5 ul PCR produktu a 2 ul SAP-Exo mixu,
smés byla promichdana a inkubovana dle doporuceni vyrobce 10 min pii 37 °C a poté

inaktivovdna 10 min pfti 80 °C.

Po precisténi byla pfipravena 10 pl smés pro odeslani na sekvenaci. Do 200 ul mikrozkumavky
bylo napipetovano 2 ul (50 ng) piec¢isténého PCR produktu, 0,5 ul forward primeru a 7,5 pl
vody (aqua purificata). Smés byla diikladné promichana. Mikrozkumavky byly fadn¢ popsany,
vlozeny do obalky spole¢né s objednavkovym formulafem a odeslany na adresu spolecnosti

SegMe.

Vysledky sekvenace byly analyzovany v programu Chromas, kde byla vyhledana specificka
sekvence obklopujici hledanou variantu. V tomto piipadé¢ se jednalo o sekvenci
GGCGTGAAG, jelikoz byl hledan triplet GTG (ptfipadné ATG) obklopeny triplety GGC
a AAG. Na obrazku niZe je ukazka vysledku sekvenace, kde je vidét Val/Met genotyp. Sipkou

je oznacena konkrétni pozice a v ¢erném ramecku je vyznacena obklopujici sekvence.

Obr. 7: Vysledek sekvenace ukazujici na ptitomnost VVal/Met genotypu.

Nize je uvedena amplifikovana sekvence genu COMT dlouha 217 bp pouzita pro sekvenaci.
Cervend je znazornén piisluiny polymorfismus, Zluté pak obklopujici sekvence. Zelené je

vyznacen forward primer a modfe reverse primer.

TCGTGGACGCCGTGATTCAGGAGCACCAGCCCTCCGTGCTGCTGGAGCTGGGGGCCTAC
TGTGGCTACTCAGCTGTGCGCATGGCCCGCCTGCTGTCACCAGGGGCGAGGCTCATCAC
CATCGAGATCAACCCCGACTGTGCCGCCATCACCCAGCGGATGGTGGATTTCGCTGGCG
TGAAGGACAAGGTGTGCATGCCTGACCCGTTGTCAGACCT
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11 VYSLEDKY

Pro experimentalni ¢ast byl pouzit soubor pacientl trpicich psychickymi poruchami. Tento
soubor byl vySetfen na pritomnost polymorfismi CYP2D6*3, CYP2D6*4, CYP2D6*5/*5,
CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2C9*2, CYP2C9*3, CYP1A2 (rs4646425) a COMT (rs4680).

11.1 CYP2D6

Metodou Real-time PCR pro gen CYP2D6 (LightMix® Kit CYP2D6*3, *4 and *5/*5) bylo
vySetieno 49 psychiatrickych pacientl, avSak jen u 44 byly vysledky prikazné. Vysledky byly
analyzovany v programu LighCycler Software (verze 4.1.1.21.), kde byly pro analyzu vyuzita
metoda kiivky tani. Principem metody kiivky tani je kontinudlni méfeni fluorescence, ktera
vznikd pti denaturaci dsDNA (double-stranded) na ssDNA disledkem zvySujici se teploty.

Nize je ukazka ktivek tani testovanych vzorkt (Obr. 9).
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Obr. 8: Ktivky tani vysetfovanych vzorku v kanalu 530.

Vysledky byly analyzovany a nasledné odecitany z tzv. melting peaks v kanalech 530 a 640,
kde bylo diilezité, pti které teploté byl na grafu viditelny ,,peak®. Kanal 530 slouZil pro analyzu
polymorfismu CYP2D6*3. V piipadé kanalu 530 §lo pfi teploté 61,3 °C o wild type (alela *1)
a pti 55,8 °C o mutantni alelu (alela *3). Paklize byly pozorovany peaky pii obou teplotach,
jednalo se o heterozygota. V kanalu 640 byl analyzovan polymorfismus CYP2D6*4. Peak pii
teploté 58 °C reprezentoval pritomnost wild type alely (*1) a pti 65,5 °C mutantni alely *4,
pfitomnost obou alel a tedy heterozygota byla prokazana pii vyskytu obou peakt. Treti kanal
705 slouzil predevs§im pro spravnou kontrolu amplifikace. Pokud by v piedchozich kanélech

nebyl zadny peak, ale v kanalu 705 ano (48,8 °C), jednalo by se o genotyp CYP2D6*5/*5,
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ktery vSak nebyl v tomto souboru detekovan. Ukazka melting peaks je zobrazena na obrazku
9, pro ptehlednost jsou zahrnuty pouze pozitivni kontroly (vlevo je kanal 530 FAM a vpravo
kanal 640 HEX).

Melting Peaks 530 Melting Peaks 640
01427 0,312
0132 02524
0122 159]
0112
0222
=3 =
3 0102 g
= = 0192
8 2
e g
g § 0162
S ops2 E
'S '™
£ Eu.132-
2 nor2 E
' " 0102
0062
0.072
0052
0042 0.042]
. 0.012-
45 =0 55 B0 B5 70 75 80 85 45 =1 855 B0 GBS 70 75 &0 85
Temperature {°C}) Temperature (°C)

Obr. 9: Melting peaks pozitivnich kontrol CYP2D6*3 a CYP2D6*4.

Na zaklad¢ pfitomnosti peakti byly odecteny vysledky. V tabulce XIX je zobrazen vysledny
pocet jednotlivych genotypt.

Tab. XIX: Tabulka ¢etnosti genotyptt CYP2D6 v testovaném souboru pacienti.

Genotyp Metabolismus Pocet Procentuilni zastoupeni
*1/*1 EM 30 68,18
*1/*3 IM 1 2,27
*1/*4 IM 10 22,73
*3/*4 PM 1 2,27
*4/*4 nebo *4/*5 PM 2 4,55

11.2 CYP2C19

Metodou Real-time PCR pro gen CYP2C19 (LightMix® Kit CYP2C19*2 and CYP2C19*3)
bylo vySetfeno 49 psychiatrickych pacientt, avSak jen u 45 byly odecteny vysledky analyzy.
Analyza vysledkt pro gen CYP2C19 probihala podobné jako u CYP2D6. Pro polymorfismus
CYP2C19*2 byly odecitany vysledky v kanale 530 a pro CYP2C19*3 v kanale 640. V kanale
530 signal pii teploté 54,4 °C odpovidal wild type alele (CYP2C19*1), a signal pfi teploté
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48,6 °C odpovidal mutantni alele (CYP2C19*2) a signdly odectené pii obou teplotach
48,6/54,4 °C heterozygotnimu genotypu CYP2C19*1/*2. V ptipad¢ kanalu 640 odpovidal
signal detekovany pfi teploté¢ 53,4 °C wild type alele (CYP2C19*1), pii teploté¢ 60,8 °C
mutantni alele CYP2C19*3 a signdl detekovany pifi obou teplotach 53,4/60,8 °C
heterozygotnimu genotyp CYP2C19*1/*3. V nasledujicim obrazku (Obr. 10) jsou zobrazeny

ukazky melting peakli pro pozitivni kontroly.
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Obr. 10: Melting peaks pozitivnich kontrol CYP2C19*2 a CYP2C19*3.

Analyzou vystupi zprogramu LightCycler Software (verze 4.1.1.21.) byly odecteny

jednotlivé genotypy, jejichZ ¢etnost je zndzornéna v tabulce nize (Tab. XX).

Tab. XX: Tabulka ¢etnosti genotypt CYP2C19.

Genotyp Metabolismus Pocet Procentualni zastoupeni
*1/*1 EM 38 84,45
*1/*2 IM 6 13,33
*2/*3 PM 1 2,22
11.3 CYP2C9

Metodou Real-time PCR pro gen CYP2C9 (LightMix® Kit CYP2C9*2 and CYP2C9*3) bylo
vysetieno 49 psychiatrickych pacient, avSak vysledky byly prikazné u 46. Melting peaky
byly opét detekovany Vv kanalech 530 a 640. Pro polymorfismus CYP2C9*2 byl vypovidajici
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kanal 530 a pro CYP2C9*3 kanal 640. Pozitivni signaly odectené v kanalu 530 pii teploté 58,8
°C odpovidaly wild type genotypu CYP2C9 *1/*1, signal pti teploté 50 °C odpovidal mutantni
alele (CYP2C9*2) a signaly pii obou teplotach 50/58,9 °C heterozygotnimu genotypu
CYP2C9*1/*2. V ptipad¢ kanalu 640 odpovidal signal detekovany pfi teploté 48,9 °C wild
type alele (CYP2C9*1), pii teploté 59 °C mutantni alele CYP2C9*3 a signal detekovany pfi
obou teplotach 48.8/59 °C heterozygotnimu genotypu CYP2C9 *1/*3. Na obrazku 11 jsou

ukazky peaktl pozitivnich kontrol.
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Obr. 11: Melting peaks pozitivnich kontrol CYP2C9*2 a CYP2C9*3.
Na zéklad¢ vystupli z programu LightCycler Software (verze 4.1.1.21.) byly odecteny

vysledné genotypy pacientt, jejichZ ¢etnost je zobrazena v nasledujici tabulce (Tab. XXI).

Tab. XXI: Tabulka ¢etnosti genotypt CYP2C9.

Genotyp Metabolismus Pocet Procentualni zastoupeni
*1/*1 EM 39 84,78
*1/*2 IM 1 2,17
*1/*3 IM 4 8,71
*2/*2 PM 1 2,17
*3/*3 PM 1 2,17
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11.4 CYP1A2

Pomoci real-time PCR kitem TIB MOLBIOL LightSNiP rs4646425 CYP1A2 bylo vySetieno
49 vzorkl, pticemz vysledky byly prukazné u 48. Jelikoz byl vysetiovan jeden konkrétni
polymorfismus, analyza probihala pouze v kanélu 530. Byla vySetiovana pfitomnost alely C
a alely T. Pozitivni signaly odeétené v kanalu 530 pii teploté 51,99 °C odpovidaly wild type
genotypu CYP1A2 C/C, pii teploté¢ 57,6 °C mutantnimu genotypu CYP1A2T/T a signal
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Obr. 12: Melting peaks genotypt C/T (vlevo) a C/C (vpravo).
detekovany pii obou teplotach 51,99/57,6 °C heterozygotnimu genotypu CYP1A2 C/T.

V ramci pouzitého kitu nebyly poskytnuty pozitivni kontroly, nize jsou tedy ukazky melting
peakt pro genotypy CYP1A2 C/T (vlevo) a CYP1A2 C/C (vpravo) (Obr. 12). Genotyp CYP1A2

T/T se v analyzované skupiné pacientii nevyskytoval.

Analyzou vystupi zprogramu LightCycler Software (verze 4.1.1.21.) byly odecteny
jednotlivé genotypy, jejichZ pocet je zobrazen v nasledujici tabulce (Tab. XXII).

Tab. XXII: Tabulka ¢etnosti genotypi CYP1A2.

Genotyp Pocet Procentualni zastoupeni
CIC 47 97,92
CIT 1 2,08
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11.5 COMT (Val158Met)
Metodou PCR-RFLP a gelovou elektroforézou byly v prvnim kroku ziskany jednotlivé PCR
produkty (271 bp) jejichz ukazka je na obrazku nize (Obr. 13).

>
e b ,c

Obr. 13: Detekce PCR produktti genu COMT(Val158Met) pomoci gelové elektroforézy,.

Nasledovalo restrikéni Stépeni a opétovna gelova elektroforéza. Na zakladé vysledkl
restrikéniho $tépeni byly stanoveny jednotlivé genotypy. Ptiklad vysledki restrikéniho §tépeni
je zobrazen na nasledujicim obrazku (Obr. 14), kde jsou jednotlivé produkty popsany pismeny:
L — ladder, A — Val/Met, B — Val/Val, C — Met/Met. Velikosti produkti restrikéniho $té€peni
jsou: 136 bp a 81 bp u homozygota Val/Val, 136 bp, 96 bp, 81 bp a 40 bp u heterozygota
(\Val/Met), 96 bp, 81 bp a 40 bp u homozygota Met/Met. Produkt o velikosti 40 bp byl velmi

Spatn¢ viditelny, vzhledem k jeho velikosti.

40 bp

Analyza genu COMT byla nejvice problematicka, proto ze 49 vzorkl byly ziskany vysledky

Obr. 14: PCR RFLP pro gen COMT (Val158Met). Vysledky PCR RFLP analyzy po restrikénim $tépeni
vizualizované na 4% agarézovém gelu.

pouze pro 40 jedincii. U ¢tyt vzorki nebylo mozné zodpoveédné odecist vysledky PCR RFLP.
Diivodem byla nedostatecna koncentrace DNA nebo jeji Spatnd kvalita, ktera nakonec
umoznila pouze amplifikaci PCR produktu. Tyto vzorky, konkrétné¢ ziskané PCR produkty,
byly po ptecisténi a potiebné piipravé pro sekvenaci (50 ng PCR produktu, 25 pmol primeru,
celkovy objem 10ul) pouziti odeslany na sekvenaci, ktera byla provedena formou komeréni
sluzby firmou SegMe s.r.o. U péti vzorkl, kde nevySel PCR produkt byla sekvenace
bezvyznamna. Na zakladé¢ shromazdénych vysledkt byla sestavena tabulka Cetnosti (Tab.

XX1I).

42



Tab. XXI11: Cetnost zastoupeni genotypii genu COMT.

Genotyp Pocet Procentualni zastoupeni
Met/Met 17 42,5

Val/Met 14 35

Val/Val 9 22,5

11.6 POPULACNI STUDIE, POROVNANI ALELICKYCH FREKVENCI
V této kapitole bude rozebrano frekvencni zastoupeni jednotlivych alel zkoumanych gent
v populaci. Pro geny CYP2D6 a CYP2C19 byly jako kontrolni skupina vyuzity tdaje
z projektu Quinta Analytica (QA), ktery byl proveden v genetické laboratoii GENLABS
v predchozich letech a zahrnoval lékatsky potvrzené zdravé dobrovolniky. Dle tabulky XXIV
je zfejmé, ze frekvence alel napti¢ popula¢nimi studiemi shoduji i s vysledky této prace.

Tab. XXIV: Porovnani alelické frekvence CYP2D6 toho vyzkumu, americké populace
a evropské populace.

% GENLABS % americka % evropska
Alela k Yo QA lace (n=208) lace (n=589)
tento vyzkum opulace (n= opulace (n=
CYP2D6 Y (n=67) Pop ) bop
(n=45) (Gaedigk et al. 1999) | (Sachseetal., 1997)
*1 80,68 73,88 70,7 68,8
*3 2,27 3,73 1 2,04
*4 17,05 22,39 17,5 20,7
*5 0 0 3,8 1,95

Pro porovnani genu CYP2C19 byl taktéz vyuzit projekt QA spole¢né s daty z populacnich

studii. Jednotlivé alelické frekvence jsou zobrazeny v tabulce XXV.

Tab. XXV: Porovnani alelické frekvence CYP2C19 toho vyzkumu, fecké populace a evropské
populace.

% evropska
% GENLABS % Fecka populace
Alela % QA populace
Tento vyzkum (n=283)
CYP2C19 (n=67) o (n=1 689 308)
(n=45) (Arvanitidis et al., 2007)
(lonova et al., 2020)
*1 91,11 84,96 86,92 81,29
*2 7,78 15,04 13,07 18,68
*3 1,11 0 0 0,03

43



Dle hodnot z tabulky XXV je zjevné, ze frekvence alel ziskana v ramci vyzkumu v laboratofi

GENLABS odpovida evropskému standardu.

V tabulce XXVI jsou porovnavany hodnoty ziskané z vysledkti tohoto vyzkumu a dvou

populacénich studii.

Tab. XXVI: Porovnani alelické frekvence CYP2C9 toho vyzkumu, $pan€lské populace a
evropské populace.

Alela % GENLABS % Spanélska populace % evropska populace
CVYP2CY Tento vyzkum (n=1076) (n=56 945)
(n=46) (Sanchez-Diz et al., 2009) (Zhou et al., 2017)
*1 90,22 76,58 81,8
*2 3,26 15,61 11,7
*3 6,52 7,81 5,6

V tabulce XXVI je viditelna podobnost mezi frekvencemi alel, 1isi se jen ziskané hodnoty

MV

Dale byla porovnavana piitomnost alel A a T v genu CYP1A2 polymorfismu rs464625 mezi
francouzskou populaci, tchajwanskou populaci a vysledky této prace. Podrobnéji jsou vypsany

v tabulce XXVII.

Tab. XXVII: Porovnani alelické frekvence CYP1A2 rs464625 toho vyzkumu, francouzské

populace a tchajwanské populace.

Alela % GENLABS | % francouzska populace % tchajwanska populace
CYP1A2 Tento vyzkum | (n=96) (n=158)

rs4646425 | (n=48) (Tchernitchko et al., 2011) (Kuo et al., 2013)

C 98,96 97,4 92,79

T 1,04 2,6 7,21

V tabulce XXVII je viditelna shoda mezi vysledky vyzkumu a francouzskou populaci, jelikoz
se jedna o stejné etnické skupiny, kde je vyskyt alely T pomémé vzacny. V piipadé
tchajwanské populace je frekvence alely T vyssi, coz je dano skute¢nosti, ze v asijské populaci

je tato alela Cast&jsi.

V posledni fadé budou uvedeny a porovnany jednotlivé genotypy pro rs4680 genu COMT
(Val158Met). V tomto piipadé nejsou fenotypové projevy jednoznaéné kategorizovany stejné
jako u vyse uvedenych genu z rodiny CYP P450. Jako kontrolni skupina ¢eské populace byl
pouzit soubor pacientll vySetfenych v laboratoti GENLABS s.r.o v roce 2017.
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Tab. XXVIII: Porovnani frekvence genotypt polymorfismu rs4680 genu COMT mezi feckou

populaci, evropskou populaci a testovanym souborem.

% GENLABS % evropska
% GENLABS % Fecka populace
COMT ¢eska populace populace
Tento (n=108)
(Val158Met) (n=135) (n=258)
vyzkum (Kotrotsou et al.,
genotyp (Jacobsen et al.,
(n=40) 2012)
2012)
Val/Met 42,5 50,4 51,9 43,02
Met/Met 35 25,9 22,2 34,11
Val/Val 22,5 23,7 25,9 22,87

Z udaji v tabulce je jasné viditelnd frekvencni podobnost v jednotlivych genotypech,

S nejCastéji zastoupenym Val/Met genotypem.

11.7 PACIENTI
Pro ucely vyzkumu byly oSetfujicim Iékafem poskytnuty informace tykajici se diagnozy,
medikace a reakce na 1é¢bu. Tyto informace byly poskytnuty na zékladé informovaného

souhlasu a dobrovolnosti. V této kapitole budou dale rozebrany jednotlivé parametry.

Testovanym pacientim bylo diagnostikovano pomérné velké spektrum riznych diagnéz,
nékterym i vice diagndz najednou. Diagnozy byly uvedeny klasicky v kodech diagéz, které
stanovuje Ciselnik diagnéz vychazejici z Mezinarodni klasifikace nemoci. Diagnézy se déli

do 11 zakladnich skupin, jejich kody a specifikace jsou uvedeny v tabulce XXIX.

Tab. XXIX: Kategorie dusevnich poruch a poruch chovani.

Kod Popis

F00-FQO9 | Organické dusevni poruchy véetné symptomatickych

F10-F19 | Poruchy dusevni a poruchy chovani zpisobené uzivanim psychoaktivnich latek

F20-F29 | Schizofrenie, poruchy schizotypalni a poruchy s bludy

F30-F39 | Afektivni poruchy (poruchy nalady)

F40-F48 | Neurotické, stresové a somatoformni poruchy

F50-F59 | Syndromy poruch chovani, spojené s fyziologickymi poruchami a somatickymi faktory

F60-F69 | Poruchy osobnosti a chovani u dospélych

F70-F79 | Mentalni retardace

F80-F89 | Poruchy psychického vyvoje

F90-F98 | Poruchy chovani a emoci s obvyklym nastupem v détstvi a v dospivani

F99 Neuréena dusevni porucha

Nize jsou konkrétni diagndzy tykajici se vySetfovaného souboru pacientii (Tab. XXX) a jejich

konkrétni pocty.
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Tab. XXX: Jednotlivé diagnozy vysetiovanych pacienti a jejich poCty v ramci
vysetfovaného souboru.

kéd DG | Poéet |Popis
F06.4 1 | Organicka tuzkostna porucha
F10.2 1 | Zavislost na alkoholu
F12.2 6 | Poruchy dusevni a poruchy chovani zpiisobené uzivanim kanabinoidi
F19.2 1 | Syndrom zavislosti
F20.0 3 | Paranoidni schizofrenie
F20.2 7 | porucha s trvalymi bludy
F20.3 1 | Nediferencovana schizofrenie
F23.1 2 | Akutni polymorfni psychoticka porucha se symptomy schizofrenie
F23.3 1 | Jiné akutni psychotické poruchy pfevazng s bludy
F23.9 1 | Akutni a pfechodné nespecifikované psychotické poruchy
F25.1 3 | Schizoafektivni porucha, depresivni typ
F25.2 1 | Schizoafektivni porucha, smiSeny typ
F31.3 1 | Bipolarni afektivni porucha, soucasna faze lehka nebo sttedni deprese
F32.1 2 | Stredné¢ tézka deprese
F32.3 1 | Tézka depresivni faze s psychotickymi ptiznaky
FA41.1 1 Generalizovana uzkostna porucha
F41.2 5 | Uzkostn& depresivni porucha
F42.1 1 | Obsedantné¢ kompulzivni porucha
F43.1 4 | Postraumaticka stresova porucha
F43.2 3 | Poruchy pfizptisobeni
F50.0 1 | Mentalni anorexie
F60.3 5 | Emoc¢né nestabilni porucha osobnosti
F61 2 SmiSend porucha osobnosti

Pacientim byla 1ékafem na zakladé diagndzy navrzena vhodna 1éc¢ba, na kterou reagovali
s riznou efektivitou. Vétsin€ pacientll byla 1é€ba pozménovana nebo uZivali n€kolik 1é¢iv
soucasné. Casta byla kombinace escitalopramu spole¢né s hydroxizinem. Nejéastéji uzivanym
1é¢ivem byl escitalopram, ktery uzivalo 67,34 % pacientl. Druhym nejcastéjSim 1é¢ivem byl
jiz diive zminény hydroxizin, ktery uzivalo 28,57 % pacientl. Ostatni 1é¢iva byla uzivana
spiSe sporadicky. V tabulce XXXI jsou vypsana pouzita lé¢iva a pocet pacientd, ktefi 1é¢ivo

uzivali.

Tab. XXXI: Psychofarmaka pouzita k 16¢b¢ pacienti a jejich pocet napfic¢ pacienty.

Psychofarmakum Pocet Psychofarmakum | Pocet
Escitalopram 33 | Venlafaxin 3
Paroxetin 3 | Pregabalin 2
Sertralin 4 | Tiapridal 3
Risperidon 3 | Haloperidol 2
Trazodon 7 | Quentiapin 5
Mirtazapin 5 | Lamotrigin 4
Aripiprazol 6 | Gabapentin 2
Ziprasidon 1| Olanzapin 4
Hydroxyzin 14| Clozapin 4
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Osetiujicim lékarem byly taktéz poskytnuty informace tykajici se u¢innosti 1écby. Na zakladé
téchto dat byla sestavena tabulka (Tab. XXXII) kategoricky rozlisujici 1é¢ebné efekty a pocty

pacientt, ke kterym se konkrétni efekt vztahuje.

Tab. XXXII: Rozd¢leni 1écebnych efekti dle poctu pacienti.

Lécebny efekt Pocet Procentualni zastoupeni

Castedny 27 55,1
Dobry 18 36,74
Slaby 3 6,12
Stabilni 1 2,04

Stejné udaje jsou graficky znazornény v nasledujicim grafu (Obr. 15).
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Obr. 15: Rozdéleni pacienti do skupin dle reakce na 1écbu.

Z tabulky a grafu je zfejmé, ze vice nez polovina pacienti (55,1 %) vykazovala pouze
Castecnou efektivitu 1é¢by. Tretina pacienti (36,74 %) byla 1éCena efektivné a tii pacienti
(6,12 %) reagovali na 1écbu nepfizniveé. Jeden pacient nebyl 1é¢en psychofarmaky, ale pouze

psychoterapii, jeho stav je 0znacen jako stabilni.

Pro ptehlednost byly pacienti rozd€leni na tfi skupiny na zaklad¢ jejich reakce na 1écbu (dobra,
¢astecna a Spatna reakce). Tyto skupiny byly déale porovnavany jako celky. Prvni skupinou
byly pacienti sdobrym IéCebnym efektem. U téchto pacientii bylo zjisténo vétSinové
zastoupeni (61,11 %) WT genotypti odpovidajicich normalnimu metabolismu. U sedmi
pacientt (38,89 %) byl zjistén genotyp IM odpovidajici stfednim metabozatorim. Pomali
metabolizatofi se v této skupiné nevyskytovali. Tyto hodnoty jsou piehlednéji shrnuty v grafu
nize (Obr. 16).
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Obr. 16: Rozdé¢leni pacientti s dobrym lé¢ebnym efektem dle typu metabolismu.

Skupina pacientii s ¢aste¢nou reakci na 1écbu zahrnuje vice nez polovinu pacientt (60,87 %)
sIM nebo PM fenotypem a devét pacientd s EM (39,13 %). Jejich rozdéleni dle typu

metabolismu je zobrazeno v nasledujicim grafu (Obr. 17)
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Obr. 17: Rozdéleni pacientt se slabym 1é¢ebnym efektem dle typu metabolismu

Nejmensi skupinu pacientt tvofi ti, jez vykazovali slabou reakci na 1é¢bu. Jejich rozdéleni dle
typu metabolismu je znazornéno na nasledujicim grafu (Obr. 18). EM tvotili 66,67 % a IM
33,33 %.
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Obr. 18: Rozd¢leni pacientt se slabym 1é¢ebnym efektem dle typu metabolismu

Déle byly sestaveny grafy cetnosti zastoupeni COMT genotypti ve skupindch pacientli
s dobro, ¢aste¢nou a Spatnou reakci na 1é¢bu. V piipadé skupiny s dobrou reakci byly genotypy
zastoupeny téméf stejné (Met/Met 38,46 %, Val/Met 38,46 % a Val/Val 23,07 %). Data jsou

prehledné&ji zobrazena v nasledujicim grafu (Obr. 19).
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Obr. 19: Graf Cetnosti genotypit COMT ve skuping pacientti s dobrou reakci na 1é¢bu.

V ptipad¢ pacientd s ¢astecnou reakci na 1écbu byly jednotlivé genotypy COMT zastoupeny
V rizném poctu s nejcastéji se vyskytujicim Val/Met (45 %) poté Met/Met (30 %) a Val/Val
(25 %). Data jsou zobrazena v grafu nize (Obr. 20).
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Obr. 20: Graf ¢etnosti genotypi COMT ve skuping pacientl s ¢astecnou reakci na 1é¢bu.

V posledni skuping pacienti se slabou reakci na 1é¢bu se genotypy COMT vyskytovali v poétu
jeden Val/Val a jeden Met/Met genotyp. U jednoho vzorku vzhledem k nizké koncentraci

nebylo mozné uvedeny genotyp stanovit ani pomoci sekvenace.

Vysledky ziskané postupnym zpracovanim jednotlivych dat budou podrobnégji rozebrany
v diskuzi. Zaroven byla provedena mnohorozmérna CCA analyza pro vSechny sledované
faktory (jednotlivé analyzované genotypy CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9, CYP1A2, COMT,
diagnézy, reakce na 1écbu, pouzité 1éky), kterd ale neprokazala zadny statisticky vyznamny

faktor, ktery by vysvétloval vliv genotypu na pribéh 1é¢by.
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12 DISKUZE

Soucasti individualné ptizptisobeného piistupu k psychiatrickému pacientovi je dikladna
personalizovana psychoterapie, ale i spravna medikace. Vyznamny rozvoj farmakogenomiky
a farmakogenetiky umoznuje jesté lepSi implementaci principi personalizované mediciny
v psychiatrii. V oblasti farmakogenomiky bylo nejvétsiho pokroku dosazeno studiem
genetické variability ovliviiujici metabolismus 1é¢iv. Potencialnimi moznostmi pro aplikaci
personalizované mediciny V psychiatrii jsou: vybér personalizované 1éCby, pfizptisobené
davkovani, individualni pfedvidani moznych vedlejSich ucinkii a personalizovana nasledna
1écba s rehabilitaci. Pacienti podstupujici 1é€bu psychofarmaky se ¢asto setkavaji
s nedostateCnymi UCinky terapie ¢i zazivaji vedlejsi uc€inky, které jim znepiijemnuji
¢i dokonce znemoziuji 1é€bu. Na ucinnost 1écby mohou mit vliv faktory prostiedi, ale taktéz
genetické faktory. Personalizovand terapie psychofarmaky by v tomto ohledu usnadnila jiz

takto komplikovanou 1é¢bu psychiatrickych pacientd.

V experimentalni ¢asti této prace byly vV souboru 49 pacientl vysetfovany polymorfismy gend
enzymi zodpovédnych za metabolismus psychofarmak. Konkrétné se jednalo o geny
CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9, CYP1A2 a COMT. Ve vsech piipadech CYP gent byly
vySetieny pouze polymorfismy odpovidajici fenotypovym projevim EM, IM a PM, ne vSak
genotypy zopovédné za fenotypovy projev UM, ktery taktéz znacné ovliviiuje metabolismus
1é¢iv. Pro zjiSténi tohoto fenotypu by bylo nutné pouZit jiné typy analyz, napt. long range PCR
(Steijns and Weide, 1998). Ve vsech ptipadech byl nejcastéji zastoupen WT genotyp. Pro ucely
této prace byl vySetien soubor 49 psychiatrickych pacienta 1éCicich se v 67,35 %
escitalopramem s riznymi reakcemi na probihajici 1é¢bu. U téchto pacienti byl porovnavan

vysledny metabolicky fenotyp (EM, IM, PM) s mirou efektivity 1é¢by.

Pti genetické analyze CYP2D6 byl ve studovaném souboru nejvice zastoupen genotyp
CYP2D6*1/*1 (WT), vykazujici fenotyp EM. Genotyp CYP2D6*1/*4 byl druhy nejcastéji
zastoupeny a fenotypoveé odpovida IM, stejné jako CYP2D6*1/*3, ktery byl ve zkoumaném
souboru pozorovan pouze jednou. U dvou jedinci byl zjistén genotyp CYP2D6*4/*4 (*4/*5)
a u jednoho CYP2D6*3/*4, coz jsou genotypy vyznacujici se pomalym metabolismem (PM),
protoze alely CYP2D6*3 a CYP2D6*4 jsou nefunkéni (Ingelman-Sundberg, 2004). Ziskané
vysledky byly porovndvany s dal§imi popula¢nimi studiemi. Pfi srovnéni procentudlniho
zastoupeni alel genu CYP2D6 s americkou populaci (Gaedigk et al. 1999) a evropskou
populaci (Sachse et al., 1997) se zkoumany soubor pacienti ve smyslu zastoupeni jednotlivych
genotypi a jim odpovidajicich fenotypi nijak zasadné nelisil.
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V piipadé¢ CYP2C19 byl opét nejcastéjsim genotypem CYP2C19*1/*1, jeZ je charakterizovan
normalni urovni metabolismu. Druhy nejcastéjsi byl genotyp CYP2C19*1/*2 (IM) a pouze
u jednoho pacienta byl identifikovan genotyp CYP2C19*2/*3 vyznacujici se pomalym
metabolismem. Pfi porovnani alelického zastoupeni ziskanych vysledkt s feckou populaci
(Arvanitidis et al., 2007) a evropskou populaci (Ionova et al., 2020) nebyly zjistény vyznamné

rozdily.

Stejné jako u dvou ptedchozich i v ptipadé CYP2C9 byl nejcastéji zastoupenym genotypem
CYP2C9*1/*1 WT. Druhy nejcastéjsi byl CYP2C9*1/*3 (IM) a poté po jednom genotypy
CYP2C9*1/*2 (IM), CYP2C9*2/*2 (PM) a CYP2C9*3/*3 (PM). Zjisténé fenotypova
frekvence ve sledovaném souboru psychiatrickych pacienti byla porovnana se $panélskou
populaci (Sanchez-Diz et al., 2009) a evropskou populaci (Zhou et al., 2017), kde se vysledky
lisily pouze v piipadé alely CYP2C9*2, coz bylo pravdépodobné zpisobeno velikosti

porovnéavanych soubort.

V piipadé polymorfismu rs4646425 CYP1A2 vykazovali vSichni pacienti az na jednoho
genotyp CYP1A2 C/C WT. Jeden pacient mél heterozygotni genotyp CYP1A2 C/T.
Pfi porovnani frekvence alel s francouzskou (Tchernitcho et al., 2011) a tchajwanskou
populaci (Kuo et al., 2013) se projevila taktéz urcita podobnost. V tchajwanské populaci byla
vSak zaznamenana vys$i frekvence vyskytu alely T, coz je dano faktem, Ze se tato alela

vyskytuje nejcastéji v asijské populaci (Lim et al., 2010).

V neposledni fadé byl vySetten gen COMT (Vall58Met), ktery je castecné zodpovédny
za metabolismus nékterych psychofarmak(paroxetin, clozapin) methylaci a konjugaci
katecholt vzniklych po jejich oxidaci CYP enzymy (Tulloch a Johnson, 1992), ¢i za vedlejsi
ucinky 1éku (haloperidol) a také je spojovan s moznym vznikem schizofrenie (Shifman et al.,
2002). Pii porovnani genotypové frekvence s ¢eskou kontrolni skupinou slozenou ze zdravych
dobrovolniki, feckou populaci (Kotrotsou et al., 2012) a evropskou populaci (Jacobsen et al.,

2012) byla zjisténa podobnost Vv zastoupeni jednotlivych genotypd.

Soubor vysetfovanych pacientli obsahoval bez vyjimky pacienty 1é¢ici se s psychickou
poruchou. V takovém piipadé neni obtizna spoluprace s pacientem vyjimkou, a proto byl
v nékterych ptipadech problematicky 1 odbér primarniho vzorku (bukalni stér). Mohlo dojit
k nepochopeni instrukci pro provedeni bukalniho stéru, stér nebyl provadén dostatecné
dlouho, Ustni sliznice nebyla stirana pod spravnym tlakem, nebyly dodrzeny podminky

o konzumaci potravin, tekutin, zvykacek, mohl se projevit vliv konzumace Iékti apod.
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a to v nekterych piipadech i pti opakovaném odbéru. Vysledna koncentrace DNA pak nebyla
dostate¢na ¢i kvalitni (byly pfitomny inhibitory PCR reakce) pro provedeni v§ech potiebnych
genetickych analyz. Z téchto divodu nebyly ziskany vysledky genetickych analyz COMT
u 9 pacientii, CYP2D6 u 5 pacienti, CYP2C19 u 4 pacienti, CYP2C9 u 3 pacientii a CYP1A2

u 1 pacienta.

Z celkového poctu 49 pacientt reagovalo 36,73 % na l1é¢bu dostate¢né. U jedenacti pacientd
(61,11 %) byl ve vSech vysetfovanych polymorfismech CYP P450 zjistén WT genotyp, tedy
dvé funkéni alely *1/*1 nebo C/C v ptipadé CYP1A2, coz odpovida normalni mite
metabolismu, tedy fenotypu EM. Sedmi pacientim byl zjistén stfedni metabolismus, ktery by
se m¢l projevovat snizenou funkci enzymu, avSak v tomto ptipadé prubéh 1écby neovlivnil.
Dale byl u vSech pacientli byl vySetfovan i Vall58Met polymorfismus genu COMT, jehoz
vysledky byly u dobie reagujicich pacientd nejednotné. Péti pacientim byl zjistén Val/Met
genotyp, Sesti Met/Met a tfem Val/Val. U péti pacientii nebyly z vySe uvedenych technickych
davodu vysledné genotypy ziskany. Vétsinové zastoupeni WT genotypu, a tedy EM potvrzuje
pfedpoklad, Ze tito jedinci snaseji probihajici 1écbu dobie a nastavend déavka je pro né

adekvatni.

Dalsi skupinu pacientti tvoii 27 jedinct (55,1 %), kteti na 1é¢bu reagovali pouze Caste¢né.
V ramci této skupiny bylo dosazeno zajimavych vysledki. Z jiz zminénych 27 pacientd bylo
devét WT pro vSechny CYP P450 polymorfismy, avSak dalSim deviti pacientim byl zjistén
jeden nebo vice polymorfismi a vysledny stfedni metabolismus. V neposledni fadé byla u péti
pacienttl zjisténa piitomnost dvou nefunk¢nich alel, které odpovidaji za pomaly metabolismus,
nékteré v kombinaci IM/PM pro rizné geny. V tomto souboru se i vyskytoval pacient, ktery
byl jako jediny heterozygotni (C/T) pro CYP1A2. Vysledky PCR RFLP genu COMT byly
I Vv tomto piipadé znacné nesourodé (5x Val/Val, 9x Met/Met a 9x Val/Met).

Piitomnosti pacientti s WT genotypy ve skupiné s ¢aste¢nou reakci na 1é¢bu si v tomto piipadé
lze vysvétlit moznym nedodrzovanim doporucené davky, ¢i vlivem jinych genetickych
polymorfismu a faktort prostfedi. U 60,87 % pacientt s Caste¢nou reakci na 1écbu byl vSak
dle predpokladu zjistén alespoii jeden genovy polymorfismus, ktery ve vysledku vedl
ke zpomaleni metabolismu lékt. Tito pacienti mohli kromé nizké efektivity 1écby zazivat
i negativni vedlej$i G¢inky, coz mohlo vést K negativnimu pristupu k 16¢bé vedouci k vysazeni
urcitého 1é¢iva. Pro zefektivnéni 1é¢by této skupiny pacientti by bylo vhodné upravit adekvatné

davku uzivaného 1éciva a také vybrat spravny lék na zdkladé zjisténych metabolickych
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moznosti pacienta. Fenotypovy metabolismus konkrétniho genu ovliviiuje definovanou
skupinu 1é¢iv a ucinnych latek, proto je mozné sdhnou po jiném léku, ktery ma obdobny

terapeuticky efekt, ale jeno metabolismus neni negativné ovlivnén zjisténym genotypem.

Pouze tii pacienti byly 1ékafem oznaceni jako Spatné na 1é¢bu reagujici (P20, P37 a PET52).
Dva pacienti byly WT pro vSechny vysetfované CYP P450 polymorfismy a jednomu
pacientovi byl zjistén polymorfismus *1/*2 v genu CYP2C9. Mozné vysvétleni slabého
1écebného efektu téchto pacientd mize byt prave jejich diagnoza, kdy napi. pacient PET52
trpi paranoidni schizofrenii v kombinaci se zavislosti na navykovych latkach. Dle osetfujiciho
1ékate Spatné spolupracuje a Iéky si sam vysazuje, coz miize byt divodem Spatného efektu

medikace.

Pacient P37 trpi obsedantné kompulzivni poruchou v kombinaci s tzkostné depresivni
poruchou, coz bylo bez efektu 1é¢eno escitalopramem a pozdéji téz paroxetinem. U pacienta
P20 probihala taktéz 1é¢ba escitalopramem neefektivng, byl tedy nahrazen sertralinem, a stav

pacienta se az pak zlepsil.

vvvvvv

escitalopramu, zjistén WT genotyp *1/*1, 1écba escitalopramem byla neefektivni. Alely
CYP2C19 *2 a *3 jsou spojeny se zvysenou hladinou citalopramu a escitalopramu ve srovnani
s CYP2C19*1 (Chang et al., 2013), zapti¢inuji zvySené riziko selhani 1écby escitalopramem
(Juki¢ et al., 2018) a obecné zpiisobuji snizené odbourdvani escitalopramu (oproti *1) (Jin et
al., 2010). Tato skutecnost mize byt zpusobena napiiklad polymorfismy v jinych genech
¢i pritomnosti polymorfismu resultujicich k fenotypovému projevu UM, které nebyly v ramci
toho vyzkumu vySettovany. U pacienta P37 byla neefektivni i ndsledujici 1écba paroxetinem,
coz muiZe byt vysvétleno Val/Val genotypem COMT genu, coz mlize zpiisobit vyssi aktivitu
enzymu, ktery rychleji metabolizuje paroxetin (Benedetti et al., 2008). V ptipadé pacienta P37

bych doporucila nahradit paroxetin jinym lécivem, ktery nepodléhd metabolismu COMT.

Bé&hem analyzy byla porovnavana cetnost genotypi COMT Vv ramci jednotlivych skupin
pacientt s dobrou, ¢aste€nou a Spatnou reakci na lécbu. V tomto ohledu bylo pfedpokladano,
ze u pacientt s dobrou reakci na 1é¢bu bude prevladat genotyp Val/Val, jelikoz se jednd o WT
nemutovany genotyp, a tedy by nemé¢l 1é¢bu ovlivnit, avSak genotypy se vyskytovaly v téméf
stejnych pomérech (Met/Met 38,46 %, Val/Met 38,46 % a Val/Val 23,07 %). V piipadé
pacientl s ¢asteCnou reakci na lécbu byl predpokladéan prevladajici vyskytu heterozygotniho

genotypu Val/Met a Met/Met, coz bylo potvrzeno. Genotyp Val/Met se vyskytoval u 45 %
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pacientti, Met/Met u 30 % a Val/Val u 25 %. Rozdily mezi poctem genotypii Met/Met
a Val/Val vsak nelze povazovat za signifikantni, jelikoz se 1i§i pouze v poc¢tu jednoho jedince.
Skupina pacientti $patné reagujicich na 1é¢bu nebyla pro tuto analyzu prikazna, jelikoZ se
skladala pouze ze tii pacientd, pfiCemz koncentrace DNA jednoho pacienta nebyla pro tuto

analyzu dostate¢na.

V soucasné dobé existuje mnoho online databazi, kde je moznost dohledat informace tykajici
se jednotlivych SNP. Z farmakogenetického hlediska je vyznamna predevSim databaze
PharmGKB neboli The Pharmacogenomics Knowledgebase. PharmGKB je pravidelné
validovana vetejn¢ dostupné online databaze odpovédna za agregaci, integraci a Sifeni znalosti
tykajicich se dopadu lidskych genovych variant na efektivitu 1é¢by. Informace shromazdéné
Vv této databazi mohou vyuzit védci i 1ékati. Lékati si mohou pied predepsanim konkrétniho
1éku vyhledat jeho klinické anotace, kde jsou vypsany vlivy genovych polymorfismi na miru
metabolismu, toxicitu ¢i efektivitu vybraného 1éku a na zékladé téchto znalosti doplnénych
0 genetické vysetieni 1épe stanovit vhodnou medikaci. Klinické anotace jsou v databazi fazeny
dle trovné prukaznosti (LevellA, LevellB, Level2A, Level2B, Level3 a Level4). LevellA
znaci nejdiveéryhodnéjsi zdroje dle aktualnich klinickych pokynti schvalené FDA (Food and
Drug Administration) a naopak Level4 popisuje kombinaci variant a 1éka, kde dukazy
nepodporuji souvislost mezi variantou a fenotypem léku a anotace je zalozena na kazuistice
¢i nevyznamné studii. V databazi PharmGKB mohou Iékati nalézt i doporucené davkovani
konkrétniho 1éku na zakladé¢ zjisténého typu metabolismu. Naptiklad pro 1ék escitalopram je

uvedeno v databazi celkem 26 klinickych anotaci.

Vysledky této prace odpovidaji z velké casti prvotnim predpokladiim, kdy pacienti dobie
reagujici na 1écbu vykazuji prevazné fenotyp EM. U pacientil s ¢astecnou reakci na 1écbu
ptevazuji fenotypy IM (39,13 %) a PM (21,74 %). Hodnoceni tii pacientt se slabou reakci na
lécbu je komplikované, vzhledem k dal$im vySe uvedenym faktoriim. Jejich typ metabolismu
spada do kategorie EM a IM (fenotyp UM nebyl geneticky analyzovan). Na zavér je nutno
podotknout, Ze i pfes prvotni neznalost fenotypti a genotypt byla 1é¢ba stanovena adekvatné
a u vét§iny pacientll probihala 1é¢ba psychofarmaky spise dobie nebo &asteéné. Castetna
odpovéd’ na 1é€bu muze byt mimo jiné vyznamné ovlivnéna genovymi polymorfismy a z toho

davodu je dobré polymorfismy znat a testovat.
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13 ZAVER

V diplomové préci byl feSen vliv genetickych polymorfismii na 1é¢bu vySetfovaného souboru
pacientli. Byla zjiSténa spojitost s ¢asteCnou odpovédi na lé¢bu a vyskytem pomalych
a stiednich metabolizatort. Pacientliim s timto typem metabolismu je potieba individualné
prizpisobit ddvkovani za icelem zefektivnéni psychiatrické 1écby. V idedlnim ptipadé by bylo
vhodné doplnit genetické vySetfeni detekci genotypli zodpovédnych za ultrarychly

metabolismus a tim tak docilit maximalni efektivity.

Stanovené cile byly uspésné splnény. Byla vypracovédna reserSe tykajici se psychickych
onemocnéni, 1é¢iv na tyto onemocnéni plsobici a popsany genové polymorfismy, jez maji na
medikaci vliv. V experimentalni ¢asti byl soubor pacientil otestovan metodami real-time PCR
a PCR RFLP. Dale byl z hlediska analyzovanych genti vyhodnocen metabolicky fenotyp u
jednotlivych pacientl a diskutovan jeho mozny vliv na priabéh 1é¢by. Na zakladé znalosti typu

metabolismu byla nastinéna v nékterych ptipadech pfipadna uprava 1écby.

Na zavér je tieba podotknout, ze detekce genetickych polymorfismii ma své misto ve
farmakologii, avSak v rutinni praxi se zatim neuplatituje. Budouci zavedeni individualizované
farmakoterapie vzhledem k jeho racionalnim pozitivnim dopadiim na vlastni 1é¢bu pacienta,

ale i ekonomickou stranku terapie je vSak jen otazkou Casu.
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