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Abstrakt

Uvod a cile: Bezpe¢nost analgosedativnich 16¢iv zahrnuje 16kové interakce, nezadouci uéinky,
syndrom z odnéti a vznik zéavislosti na téchto lécich, tedy faktory vyznamné ovlivitujici
morbiditu a mortalitu a jejichz prevence ma zasadni vyznam pro zvySeni kvality péce o
pediatrické pacienty. Cilem disertacni prace bylo posouzeni predikce ucinnosti a bezpecnosti
analgosedativnich 1é¢iv sufentanilu, midazolamu, tramadolu a antiepileptika kyseliny
valproové u novorozencti a déti na zakladé vyskytu vybranych farmakogenetickych biomarkerti
potencialn¢ ovliviiujicich tyto parametry. Déle byl posouzen vyskyt Iékovych interakci

fenobarbitalu s ostatnimi analgosedativnimi 1éCivy.

Metodika: Zakladem disertace jsou dvé studie, provedené na Jednotce intenzivni a resuscitacni
péce Kliniky détského a dorostového 1ékarstvi VSeobecné fakultni nemocnice v Praze, a jedna
kazuistika. V prvni studii zamétfené na sufentanil, tramadol a midazolam byla celkem u 48
zralych novorozenct a déti starSich tfi mésict 1écenych jednim ¢i vice sledovanymi 1éCivy > 48
h zjistovana pfitomnost polymorfismii v genech pro CYP345, CYP2D6, OPRMI, ABCBI,
COMT a PXR a hodnocen klinicky stav pomoci COMFORT-skére a SOS skore. U sedmidenni
divky s vyskytem nezadouciho ucinku kyseliny valproové byla provedena genotypizace
CYP2C9 a CYP2C19. Ve druhé studie byly selkem u 37 zralych novorozencu s hypoxicko
ischemickou encefalopatii sledovany 1€kové interakce fenobarbitalu.

Vysledky a zavér: Homozygoti COMTrs4680 dostavali signifikantné nizsi hodinovou davku
sufentanilu nez nositelé wild-type alely. Heterozygoté pro rs/045642 v ABCBI dostaly nizsi
davku tramadolu nez variantni homozygoté a wild-type homozygoté. Wild-type homozygoté a
heterozygoté pro rs1045642 v ABCBI byly statisticky vyznamné¢ ¢astéji nadmérné sedovani
(COMFORT skore < 11) nez variantni homozygoté. Incidence abstinen¢niho syndromu byla
diagnostikovana u 23% novorozencti a 50% déti. Doba rizikova pro rozvoj syndromu z odnéti
byla statistickym zhodnocenim stanovena na 177 hodin trvani 1écby sufentanilem. Nebyla
nalezena zadna souvislost mezi genetickymi polymorfismy a rozvojem syndromu z odnéti.
Polymorfismus CYP2C9 a CYP2CI19 patrné nebyl pfi¢inou rozvoje encefalopatie u divky
lécené valprodtem. Touto pficinou byla nejspiSe kombinace antiepileptik a nezralost
metabolismu novorozence. Ve studii zamétené na fenobarbital nebyly zaznamendny vyznamné
na davce zavislé 1ékové interakce s analgosedativnimi 1éCivy, které by ovlivnily
farmakokinetiku fenobarbitalu.

Kli¢ova slova: analgosedace, tramadol, sufentanil, midazolam, valproat, fenobarbital,

geneticky polymorfismus, 1¢ékové interakce



Abstract

Background and aims: The safety of analgosedative drugs includes drug interactions, adverse
effects, withdrawal syndrome and drug dependence are factors that significantly affect
morbidity and mortality. Its prevention is critical for quality improvement of care in paediatric
patients. The aim of the thesis was to evaluate the prediction of efficacy and safety of
analgosedative drugs sufentanil, midazolam, tramadol and valproic acid in neonates and
children based on the occurrence of selected pharmacogenetic biomarkers. The incidence of
drug interactions of phenobarbital with other analgosedative drugs has also been evaluated.
Methodology: The thesis is based on two studies conducted on Intensive and Resuscitation
Care Unit of the Clinic of Paediatric and Adolescent Medicine of the General University
Hospital in Prague and on one case report. In the first study focused on sufentanil, tramadol and
midazolam, the presence of polymorphisms in the CYP345, CYP2D6, OPRM1, ABCB1, COMT
and PXR genes was investigated and the clinical status using COMFORT-skore and SOS skore
monitored in 48 mature neonates and children over three months of age, treated with one or
more of the drugs > 48h. CYP2C9 and CYP2C19 genotype was examined in a 7-day-old girl
with an adverse effect of valproic acid. In the study of phenobarbital drug interactions, mature
neonates with hypoxic-ischemic encephalopathy were included. In the second study, drug
interactions of phenobarbital were studied in 37 mature neonates with hypoxic ischemic
encephalopathy.

Results and conclusion: COMTrs4680 homozygotes allele received a significantly lower
hourly dose of sufentanil than carriers of wild-type allele. Heterozygotes for rs/045642 in
ABCBI received a lower dose of tramadol than both variant and wild-type homozygotes. Wild-
type homozygotes and heterozygotes subjects for rs/045642 in ABCBI were statistically
significantly more over-sedated (COMFORT score < 11) than variant homozygotes. The
incidence of withdrawal syndrome was diagnosed in 23% of neonates and 50% of children. The
risky period for the development of withdrawal syndrome was statistically evaluated for 177
hours of sufentanil infusion duration. There was no association between genetic polymorphisms
and the development of withdrawal syndrome. The CYP2C9 and CYP2C19 polymorphisms
probably did not cause the development of encephalopathy in a valproate-treated girl. This was
probably due to multiple drug interactions and the immaturity of the neonate's metabolism. No
dose-dependent drug interactions with analgesic drugs that would affect the pharmacokinetics
of phenobarbital were observed in the second study.

Key words: analgosedation, tramadol, sufentanil, midazolam, valproic acid,

phenobarbital, genetic polymorphism, drug interactions
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Souhrn
Diserta¢ni prace je zaloZena na dvou klinickych studiich a jedné kazuistice. Cilem prace bylo
overit, zda vybrané genetické polymorfismy genti ovlivituji bezpecnost a i¢innost vybranych
1é¢iv a dale ovéfit vliv konkomitantniho uziti fenytoinu ¢i analgosedativnich 1é¢iv na
farmakokinetické parametry fenobarbitalu u novorozencti a déti lécenych na pediatrickych
jednotkach intenzivni péce. Znalost a pochopeni téchto souvislosti je hypotetickym zékladem
predikce ucinnosti a prevence predavkovani a nezadoucich Gc¢inkt sledovanych 1éc¢iv.

V prvni studii zaméfené na tramadol, sufentanil a midazolam byl hodnocen soubor celkem
48 novorozenctl a déti. Bylo zjisténo, ze v bézné praxi je i pies intenzivni sledovani u vétSiny
novorozencll nedostateCna/nadmérnd hloubka analgosedace, zatimco u starSich déti je
adekvatn¢ davkovana terapie standardem. Pro predikci uspésnosti 1écby v této vékové skupiné
nemély polymorfizmy genl Uc€astnicich se metabolizmu 1¢ékii predpokladany vyznam,
pravdépodobné z ditvodu ontogenetickych zmén ve studované populaci. Nebyla nalezena zadné
souvislost mezi hloubkou analgosedace hodnocené pomoci COMFORT skére a sledovanymi
genetickymi polymorfismy. Bylo zjisténo, ze SNP v genech COMT, PXR a ABCBI mohou
ovlivnit davkovani analgosedativnich 1ékti. Kumulativni davky sufentanilu a midazolamu,
stejné jako trvani 1écby, predstavuji rizikové faktory pro rozvoj syndromu z odnéti. Délka trvani
1é€by sufentanilem 177 hodin nebo déle je nezdvislym rizikem pro rozvoj tohoto syndromu.

Vysledky druhé studie ¢itajici soubor 37 novorozencl s hypoxicko-ischemickou
encefalopatii poukazuji na fakt, ze béZné¢ pouZivand medikace v ramci intenzivni péce
neovlivituje farmakokinetiku fenobarbitalu.

Geneticky polymorfismus v CYP2C9 a CYP2C19 nehral ve zvySenych hladindch VPA

u sedm dni staré divky, a tedy i1 rozvoje hyperamonemické encefalopatie, zddnou vyznamnou
roli. Jako nejpravdépodobnéjsi pticina se jevi lékové interakce vyplyvajici z trojkombinace
antiepileptik ze skupiny silnych induktort cytochromu P450 soucasné s nezralosti metabolismu
novorozené divky. Novorozenci 1éceni pomoci VPA a induktory CYP by méli byt ptisné
terapeuticky sledovani pro hladiny VPA a amoniaku vlivem variabilnich ontogenetickych zmén

farmakokinetiky.



Summary

The thesis is based on two clinical studies and one case report. The aim of the work was to
verify whether gene polymorphisms influence the safety and efficacy of selected drugs and to
verify the effect of concomitant use of phenytoin or analgosedative drugs on pharmacokinetic
parameters of phenobarbital in neonates and children treated in paediatric intensive care unit.
Knowledge and understanding of these contexts is a hypothetical basis for prediction of efficacy
and prevention of overdose and adverse drug reactions.

In the first study of tramadol, sufentanil and midazolam, a total of 48 neonates and
children were evaluated. It has been found that, despite intensive monitoring in most neonates,
there is insufficient / excessive intensity of analgosedation in the common practice, whereas in
children, adequate therapy is a standard of care. To predict the success of treatment in this age
group, the gene polymorphisms involved in drug metabolism did not have a presumed
significance, probably due to ontogenetic changes in the studied population. No consistent
association was found between the intensity of analgosedation evaluated by COMFORT score
and the observed genetic polymorphisms. SNPs in the COMT, PXR and ABCBI genes have
been shown to affect the dosage of analgesic drugs. Cumulative doses of sufentanil and
midazolam, as well as the duration of treatment, are risk factors for the development of
withdrawal syndrome. The duration of treatment with sufentanil for 177 hours or longer is an
independent risk for the development of this syndrome.

The results of the second study involving 37 neonates with hypoxic-ischemic
encephalopathy show that commonly used intensive care co-medication does not affect the
pharmacokinetics of phenobarbital.

Genetic polymorphism in CYP2C9 and CYP2C19 did not play a significant role in
elevated valproic acid levels in seven-day-old girls, and thus in the development of
hyperammonaemic encephalopathy. The most likely cause is the drug interactions resulting
from triple combinations of antiepileptics from the group of potent cytochrome P450 inducers
along with immaturity of the neonate's metabolism. In neonates treated with valproic acid and
cytochrome P-450 inducers ammonia level should be closely monitored due to variable

ontogenetic changes in pharmacokinetics.



Seznam pouzitych zkratek

A adenin

ABCBI transportér ATP-binding cassette ABCB1
aEEG augumented electroencephalography
AMK aminokyselina

C cytosine

CL clearance

COMT katechol-o-metyltransferaza

CVVHD kontinudlni veno-ven6zni hemodialyza
CYP cytochrom P450

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA etylendiaminotetraoctova kyselina

EM extenzivni metabolizator

ESPNIC European Society of Neonatal Intensive Care
FXR farnesoid xenobiotic receptor

G guanine

GABA kyselina gama-aminomaselna

GR glukokortikoidni receptor

g.t. gestaéni tyden

h hodina

M intermediarni metabolizator

JIRP Jednotka intenzivni a resuscitacni péce
KDDL Klinika détského a dorostového 1ékarstvi
Kel eliminac¢ni konstanta

kg kilogram

1 litr

LXR liver xenobiotic receptor

MDR 1 multidrug resistance receptor

mg miligram

n pocet subjektii

NTCP Na*-dependent taurocholate-cotransporting polypeptide
OATP Na" independent anionic transporter

OCT 1 organic cationic transporter 1



OR
OPRM1
PCR/RFLP
PK
PMA
PM
POR
PPAR
PXR
RXR
SBS
SLC
SNP
SOS

T1/2
UM
UPV
Uuv

Vd
VPA
WAT-1
WS

odds ratio

p-opioidni receptor

polymerase chain reaction/restriction fragment length polymorphism
farmakokinetika (pharmacokinetics)
postmenstrual age

pomaly metabolizator

cytochrom P450 oxidoreduktaza
peroxime proliferator activated receptor
pregnan X receptor

retinoid xenobiotic receptor

State Behavioral Scale

solute carrier family

single nucleotide polymorphism
Sophia Observational Scale

thymin

biologicky polocas

ultrarychly metabolizator

uméla plicni ventilace

ultrafialovy

distribu¢ni objem

valproat, kyselina valproova
Withdrawal Assessment Tool version 1

withdrawal syndrome (syndrom z odnéti)
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1. Uvod

1.1 Polymorfismy vybranych genu a jejich vliv na u¢innost a bezpecnost sledovanych
1é¢iv v pediatrické populaci

Farmakokinetiku, farmakodynamiku, u€innost a bezpecnost 1€¢iv ovliviiuje cela fada enzymii,
enzymatickych komplext, transkripnich faktorii, membranovych receptort, organickych
transportért a mnoho dalSich typti molekul, jejichz funkce muize byt vyznamné ovlivnéna
existenci genetickych polymorfismt. Genetické polymorfismy jsou nejcastéji bodové odchylky
DNA, tzv. SNP (single nucleotide polymorphism), vzniklé zaménou ¢i ztratou jediné baze,
jakozto stavebniho kamene DNA, vedouci k pfipojeni jiné aminokyseliny do vysledného
proteinu. Tato jedina aminokyselina mize zpusobit zasadni konformacni zménu proteinu a

Geneticky polymorfismus se v metabolismu 1é¢iv obecné nejspise projevi, ma-li sledované
1é¢ivo uzkou terapeutickou §ifi, nebo zptsobuje-li Gplnou ztratu funkce proteinu. Davka 1éku
vhodna pro rychlého metabolizatora je pfilis vysoka pro pomalého metabolizatora a podani 1¢ku
takovym pacientim v obvyklé davce muize vést k CastéjSimu vyskytu toxickych projevi ¢i
jinych nezadoucich ucinkd.

V soucasné dobé existuje mnoho studii dokumentujicich vliv konkrétnich polymorfismi
urcitych gent, naptiklad ze skupiny cytochromu P450, receptort a enzymu na nasledny ucinek
analgosedativ u dospélych pacientli [Agrawal et al. 2010; Brussee et al. 2017; Fukuda et al.
2010; Hajj et al. 2017; Huang et al. 2011; Landau et al. 2008; Shih and Huang 2002; Stamer et
al. 2003; Stamer et al. 2016; Tzvetkov et al. 2011; Wong et al. 2004; Yuan et al. 2011].
Podstatné méné klinickych studii se zabyva souvislosti genetickych polymorfismil a ii€innosti
a bezpecnosti 1é¢iv u novorozenct a déti [Allegaert et al. 2011]. Bezpec¢nost analgosedativ
zahrnuje 1ékové interakce, nezddouci uc€inky, syndrom z odnéti a vznik zavislosti na téchto
lécich, tedy faktory vyznamné ovlivitujici morbiditu a mortalitu a jejichZ prevence ma zasadni

vyznam pro zvyseni kvality péCe o pediatrické pacienty.

14



1.1.1 Cytochrom P450

Nadrodina cytochromu P450 (CYP), hemovych proteini katalyzujicich mnoho lipofilnich
exogennich i endogennich latek je zékladnim enzymovym komplexem biotransformacni faze I
pro léCiva 1 jind xenobiotika. Po navazani molekuly substratu je tento komplex pomoci
cytochrom P450 oxidoreduktdzy (POR) enzymaticky redukovan pienesenym elektronem
z NADPH. Kazda molekula POR na povrchu membrany jaternich mikrosomt je obklopena 10-
15 komplexy cytochromu P450.

V zavislosti na shod¢ fetézce aminokyselin (AMK) je komplex cytochromu P450
rozdélen do mnoha rodin a podrodin. Alespoit 40% shoda AMK vede ke klasifikaci enzymi
v rdmci jedné rodiny, oznacenou arabskou ¢islici (napt. CYP3), podrodina oznacend velkym
pismenem znaci vysoce ptibuzné geny (CYP3A4-az 85% shoda AMK) a nésledné arabska Cislice
(CYP3A44, CYP3A45) znaci sekvenci genu v ramci fetézce DNA. Existuje 18 savcich rodin
cytochromu P450 (CYP), které koduji 57 genil v lidském genomu. Rodiny CYP2, CYP3 a
CYP4 obsahuji mnohem vice genil neZ ostatni 15 rodin. Vé&tsina gentl z rodin CYP1, CYP2,
CYP3 a CYP4 kéduje enzymy, které se podileji na metabolismu eicosanoidd, a jsou
indukovatelné riznymi environmentalnimi stimuly (tj. dietou, chemickymi induktory, 1éky).
[Nebert et al. 2013]. Urcité podrodiny hraji Gstfedni roli v metabolismu xenobiotik a riznych
endogennich latek u lidi. Celkova hladina CYP dosahuje ve fetalnich jatrech 30-60% hladiny
dospélych, avSak jednotlivé isozymy vykazuji specifickou ontogenezi, ktera znemoziuje

zobecnéni vyvoje tohoto enzymového komplexu.

CYP3A

Rodina CYP34 patii z hlediska metabolismu xenobiotik mezi nejvyznamnéjsi. Radi se pod ni
geny pro CYP3A4, CYP3AS, CYP3A7 a jen malo vyznamnou CYP3A43 izoformu. 30-40%
celkového mnoZstvi jaterniho a sttevniho CYP je tvofeno CYP3A4. CYP3AS je hlavnim
zastupcem rodiny CYP3A v ledvinach a CYP3A7 je hlavni formou cytochromu P450
embryondlnich, fetdlnich a neonatalnich jater [Lacroix et al. 1997; Yang et al. 1994]. Nizké
hladiny CYP3A4 byly u fétii spojené se zanedbatelnou aktivitou biotransformace testosteronu,
po narozeni s postupnym nartstem na 30-40% dospélé aktivity u 3-mési¢nich az roc¢nich, az na
120% dosp€lé aktivity po jednom roce zZivota ditéte. Gestacni vek pfi narozeni (25 - 40 g.t.) a
pohlavi nema dle Lacroix et al. na vyvoj CYP3A4 aktivity vliv. Aktivita CYP3A7 naopak po
7. dni narozeni dramaticky klesa az na 10% aktivity novorozence mezi 3. - 12. mésicem zivota

[Lacroix et al. 1997]. Nésledné byl popsan prudky narist katalytické aktivity CYP3A7 (substrat
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dehydroepiandrostendion) behém prvnich sedmi dni po narozeni, s obdobné¢ prudkym
nasledujicim poklesem a postupnym nértstem aktivity CYP3A4 [de Wildt et al. 1999].

Z hlediska genetickych polymorfismi byl zatim nejpodrobnéji prozkouman vliv
nefunkéni alely *3 v genu pro CYP3AS, ktery se podili na metabolismu midazolamu. Mutace,
jez podminuje alelu *3, vede k zanedbatelné expresi enzymu. Jeji rozlozeni v populaci se lisi
podle ras a etnik: u bélosské a asijské rasy dosahuje frekvence této alely az 85% (v ramci
¢inského etnika byly zjistény velké rozdily u jednotlivych podskupin [Lai et al. 2011]), u
Afroameri¢ant dosahuje 55% [Min et al. 2004]. Pouha tfetina Americanil evropského ptivodu
ma funkéni enzym CYP3AS [Ozawa et al. 2004]. Ve studii souvislosti tohoto genotypu a
periferni neuropatie po 1é¢b¢ vinkristinem u déti s akutni lymfoblastickou leukémii pozorovali
autofi vyssi riziko tohoto nezadouciho tc¢inku u homozygoti *3/*3 [Egbelakin et al. 2011;
Kayilioglu et al. 2017]. Ve v&deckych kruzich se déale spekuluje o imunosupresivni terapii
takrolimem upravené dle genotypu CYP3A45, nebot’ jeho variabilita ovliviiuje metabolismus
tohoto 1é¢iva. Vysledky studii vSak nehovofti zcela jednoznacné, ze by takto fizena terapie

prinasela markantni klinicky benefit [Billing et al. 2017; Prytula et al. 2016]

CYP2C9

V souCasnosti  je popsano vice nez 60 variantnich alel genu CYP2C9
(https://www.pharmvar.org/htdocs/archive/cyp2c¢9.htm). Snizenéd funkce se nejspiSe projevi u
substrati s malym terapeutickym rozmezim, napf. u fenytoinu [Loughnan et al. 1977] [Bajpai
et al. 1996]) a warfarinu [Chiba et al. 1980; Koukouritaki et al. 2004; Leff et al. 1986; Loughnan
et al. 1977; Murry et al. 1999; Rettie et al. 1994; Scott et al. 1999]. Asi tfetina kavkazské
populace je nositelem alely *2 nebo *3, zatimco *J byla nalezena jen u Afroameri¢ant [Lee et
al. 2002]. Alely *2, *3, *4 a *5 jsou spojeny se sniZzenou aktivitou CYP2C9 vii¢i S-warfarinu
[Rettie et al. 1994; Tracy et al. 2002], a to bylo prokazano i u pediatrické populace [Shaw et al.
2014; Zhang et al. 2017]. ZvySené riziko krvaceni pii podavani warfarinu a toxicita po
terapeutickych davkach fenytoinu se nejspiSe projevi u jedincti s genotypem *3/*3 [Lee et al.
2002]. CYP2C9*3 se ukazuje byt pravdépodobnym prediktivnim faktorem zavaznych koZnich
nezadoucich UCink fenytoinu [Suvichapanich et al. 2015] a rozvoje rezistence Vvici

antiepileptické terapii u déti [Seven et al. 2014].
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CYP2C19

U enzymu CYP2C19 bylo popsano vice nez 35  variantnich  alel
(https://www.pharmvar.org/htdocs/archive/cyp2c19.htm). Z téchto minimalné 5 vede k nulové
funkci produktu. Fenotypové pomali metabolizatofi jsou geneticky nejcastéji podminény
alelami *2 a *3 (aZ 5% bclosské rasy a témét Ctvrtina asijské populace) [Goldstein 2001].
Klasickym substratem CYP2C19 je antiepileptikum mephenytoin [Koukouritaki et al. 2004].
SNP a haplotypy CYP2CI19 mohou ovliviiovat odpovéd’ na antiepileptickou terapii u déti
[Lopez-Garcia et al. 2017]. Alela */7 podminuje ultrarychly metabolismus CYP2C19. V¢ék a
CYP2CI19 diplotyp jsou patrn& spojeny s koncentracemi vorikonazolu a homozygoti
CYP2C19*17 vykazuji signifikantné niz§i plazmatické koncentrace nez homozygoti

CYP2C19*1 [Cendejas-Bueno et al. 2016; Hicks et al. 2014].

CYP2D6

CYP2D6 je jednim znejvice prostudovanych genii, co se tyce vlivu polymorfismi na
metabolismus 1é¢iv. V souCasné dobé je popsano vice nez 120 variantnich alel
(https://www.pharmvar.org/htdocs/archive/cyp2d6.htm). Nékteré mutace vedou ke snizené ¢i
nulové funkci produktu genu. Z hlediska fenotypu lze populaci rozdélit na pomalé (2 nefunkéni
alely, napt. *3, *4, *5, *6 typické pro béloSskou rasu)-PM, intermedialni (2 alely */0, *17
typicke pro asijskou rasu)-IM, rychlé (alespoii jedna funkéni alela)-EM a ultrarychlé (duplikace
az multiplikace funkénich alel)-UM metabolizatory [Raimundo et al. 2004; Sistonen et al. 2009;
Sistonen et al. 2007]. V Evrop¢ patii primérmé 7% bélosské rasy mezi takzvané PM (poor
metabolizers) [Ozawa et al. 2004]. Dle soucasné¢ho poznani tento cytochrom utilizuje téméi 50
bézn¢ uzivanych 1€k, mnoho dalSich 1é¢iv piasobi jako jeho inhibitory ¢i induktory
(http://medicine.iupui.edu/clinpharm/ddis/table.aspx).

Toxicita 1é¢iv u starSich déti zdvisld na koncentraci jako dusledek genetického
polymorfismu CYP2D6 muze byt v této veékové kategorii predpokladana stejné jako je tomu u
dospélych, véetné obdobnych, potencialné zivot ohrozujicich nasledkti [Neville et al. 2011;
Sallee et al. 2000]. Nezadouci t¢inky 1é¢iv spojené s opozdénou maturaci specifickych procest
biotransformace je moZno oc¢ekdvat zejména u novorozencl. Jako piiklad lze uvést soubor
klinickych symptomil (tachypnoe, tremor, zvySeny svalovy tonus, zvySend drazdivost, agitace,
problémy se sdnim) u novorozencl matek 1é€enych inhibitory zpétného vychytavani serotoninu
(SSRI) paroxetinem [Knoppert et al. 2006; Murray et al. 2007], fluoxetinem [Mhanna et al.
1997; Spencer 1993], fluvoxaminem, cilatopramem a sertralinem. Toxické projevy lze ziejmé

pfipsat na vrub nezralosti tohoto cytochromu a s ni spojenou snizenou plazmatickou clearance
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1é¢iv [Klinger and Merlob 2008; Knoppert et al. 2006; Lane and Baldwin 1997; Spencer 1993].
U pomalych metabolizatorti byla pozorovéna zvySend asociace u déti s farmakorezistentni
epilepsii oproti pacientiim pfiznive reagujicim na terapii.[ Lopez-Garcia et al. 2017]. Zda se, ze
polymorfismus CYP2D6 ovliviiuje rovnéz plazmatickou koncentraci risperidonu u déti
s autismem [Vanwong et al. 2017].

Problematika davkovani 1é¢iv. u novorozenci se zhlediska ontogeneze a
farmakogenetiky netykd pouze jich samotnych. V literatuie jsou popsany piipady fatalniho
piredavkovani kojeného novorozence aktivnim metabolitem kodeinu (substratu CYP2D6), ktery
uzivala jeho matka, fenotypem ultrarychld metabolizatorka [Lam et al. 2014; Madadi et al.

2009].

1.1.2 Pregnan X receptor

PXR, pregnan-X-receptor, patii spolecné s dalSimi transkripcnimi faktory (CAR; constitutive
androstane receptor, PPAR; peroxime proliferator activated receptor, LXR; liver xenobiotic
receptor, FXR; farnesoid xenobiotic receptor, RXR; retinoid xenobiotic receptor) do skupiny
takzvanych sirot¢ich nuklearnich receptorii. PIni mimo jiné funkci senzoru toxickych produktt
metabolismu latek télu vlastnich 1 exobiotik, za cilem usnadnit jejich eliminaci z organismu.
PXR je transkriptnim faktorem genii I. i II. faze biotransformace, véetné CYP3A4, dale pak
ABCBI (viz dale) a jinych. Kromé tohoto, produkt PXR genu, jehoz regulacni plsobeni je
pfedmétem intenzivniho badatelského patrani, zasahuje do mnoha dalSich metabolickych
pochodt [Sima and Slanar 2014].

Mezi substraty proteinu PXR patii naptiklad steroidni latky, antibiotika, antimykotika a
zlucové kyseliny. Kulovity tvar vazebné domény umoziuje jeho interakci se Sirokym spektrem
hydrofobnich substanci [Dussault and Forman 2002]. U lidi byl popsén synergicky ucinek
glukokortikoidnich receptorit (GR) zvySujici PXR-aktivovanou transkripci genu. Napf.
dexamethason indukuje CYP3A4 1 v nizkych koncentracich, které nejsou dostatecné pro PXR,
zéaroven ale aktivuje GR. Bylo zjisténo, ze GR po aktivaci zvySuji expresi genti pro PXR a CAR
a tyto receptory nasledné zprostfedkovavaji indukci CYP3A4 [Pascussi et al. 2001]. Timto
mechanismem dexamethason indukuje také CYP2B6. Podani dexamethasonu v nizké dévce s
nékterymi ligandy PXR (rifampicin, fenobarbital, fenytoin, clotrimazol) vedlo, na rozdil od
podani samotného ligandu, k vyznamnému zvySeni indukce CYP2B6 [Wang et al. 2003].
Z uvedeného vyplyva, ze regula¢ni mechanismy metabolismu xenobiotik jsou krajné slozité a

signalizacni cesty jadernych receptorti se vzajemné protinaji [Sima et al. 2013].
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Co se tyCe souvislosti polymorfismu PXR a farmakokinetiky 1é¢iv, vyznam 3'-UTR
formy je zminén v odstavci o midazolamu [Oleson et al. 2010]. Varianta 744477C byla
signifikantng¢ spojena s fenotypovymi projevy CYP3A4 [Lamba et al. 2008]. Varianty 424622T
a C24446T byly dale spojeny s vyssi aktivitou vici rekombinantnim substratim [Wang et al.
2007]. Dale byla zkoumana asociace polymorfismii genu, vcéetné haplotypi, a sklonu
k zanétlivym stfevnim chorobam. Vysledky studii jsou protichtidné u dospélych 1 déti [Amre et
al. 2008; Dussault and Forman 2002; Glas et al. 2011; Lacher et al. 2009]. Dalsi varianta,
7635G, byla signifikantné spojena s niz§Simi hodnotami plazmatické koncentrace prednisolonu
u piijemci rendlniho transplantdtu [Miura et al. 2008]. PXR moduluje mimo jiné transkripci
ABCBI. Haplotyp exoni ABCBI C3435T/G2677T/A/C1236T pravdépodobné protektivnim
faktorem ve vzniku syndromu respira¢ni tisn¢ u pred¢asné narozenych déti, jejichz matkam byl

podan dexametazon, substrat PXR [Haas et al. 2012]

1.1.3 Transportéry

Z hlediska metabolismu 1é¢iv byly identifikovany 2 hlavni nadrodiny membranovych
transportéri-SLC-the solute carrier family a ABC-ATP-binding cassette (Obr. 1). ABC
transportéry maji konzervativni katalytickou doménu pro hydrolyzu ATP a typicky zajist'uji

pienos substratli z intracelularniho do extraceluldrniho kompartmentu.
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Obr. 1: Transportéry jaterni buiiky, OCT I-organic cationic transporter 1, NTCP-priklad Na*
dependent anionic transporters (Na'-dependent taurocholate-cotransporting polypeptide),
OATP-piiklad Na* independent anionic transporters, MDR 1-multidrug resistance receptor
(ABCBI1), prevzato z Expression and regulation of hepatic drug and bile acid transporters,

Lecureur et al., 2000.
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ABCBI1

Ve stfedu zajmu z hlediska farmakokinetiky 1é¢iv se Casto objevuje ABCBI gen, diive MDR
(multidrug resistance receptor), prvné identifikovany v nadorovych buiikach (odtud ndzev
MDR). Tento gen podminuje vznik P-glykoproteinu, ktery je spolecné s cytochromem P-450
exprimovan ve stfevni sliznici a jinych tkanich (viz dale). Na lumindlnim povrchu enterocytt
funguje jako pumpa, kterd nasava xenobiotika do nitra enterocytu a opét je vypuzuje do
sttevniho lumen-v nezménéné podobé, 1 ve formé metabolitu. Timto zvysuje pravdépodobnost
jejich zpracovani pomoci CYP3A pied absorpci do organismu. Zaroven udrzuje intracelularni
koncentraci 1é¢iv na Grovni kapacity CYP3A. Jelikoz P-gp-/- (knock-out) mySi vykazuji
tendenci k rozvoji spontanni bakteridlni kolitidy, tento protein hraje ziejmé tlohu v protekci
sliznice vuci pfirozenym sttevnim bakteriim [Guner et al. 2011]. Funkce efluxni pumpy mtize
byt bohuzel silngji vyjadiena v nddorovych buitkach. ZvySena exprese v loziscich vyvojové
vznikl¢ fokalni kortikalni dysplazie a gangliogliomu nalezend ve studii Aronica et al. je
v souladu s teorii, Ze P-gp je moznou pficinou rezistence vici farmakologické 16€be u epilepsie
podminéné témito lézemi [Aronica et al. 2003]. P-glykoprotein byl nalezen v Sertolliho a
Leydigovych buiikach testes [Melaine et al. 2002], v buitkdch placenty a dale rovnéz
v hematoencefalické bariéfe. Ve vSech téchto tkdnich zfejmé plni ochrannou funkci daného
organu (potazmo celého plodu) vici Skodlivému ptisobeni xenobiotik (,,gatekeeper). Exprese
placentalniho transportéru a tudiz 1 jeho protektivni aktivita klesa s délkou téhotenstvi. Tento
efekt je jeste silnéji vyjadien v ptipad¢ infekce matky v tomto obdobi. V CNS se uplatituje
v patogenezi novorozeneckého kernikteru [Ostrow et al. 2004]. Zda se, Ze varianty tohoto genu
odpovidaji za 1€kové interakce diive pfisuzované cytochromu P-450. Vyznam polymorfismu
byl u déti zkoumén v mnoha riznych souvislostech. Vzacnd alela rs2032583 byla
identifikovana jako protektivni faktor vii¢i rozvoji zavislosti na kortikoidech u déti 1é€enych
pro Crohnovu chorobu (n = 206, P = 0.035, OR; 0.52), [Krupoves et al. 2011]. Alela 3435C
(polymorfismus C3435T v exonu 26 je vilbec nejstarSim zdokumentovanym) byla spojena
s vys§i toxicitou methotrexatu u déti 1é€enych pro osteosarkom (n= 60, P = 0.027) [Windsor et
al. 2012]. Varianta 34357 v kombinaci s alelou G2677T/A korelovala s rozvojem rezistence
vici kortikoidni terapii u déti s nefrotickym syndromem [Jafar et al. 2011; Wasilewska et al.
2007; Wasilewska et al. 2006]. V homozygotni i heterozygotni podobé (3435CT/TT) u matek,
jejichz stav vyzadoval perikoncepéni farmakoterapii, a které béhem téhotenstvi neuzivaly
kyselinu listovou, vedl tento polymorfismus az k trojndsobnému riziku vzniku vrozené srde¢ni
vady u jejich potomka (n = 283, 308 kontrol, OR; 2.8) [Obermann-Borst et al. 2011], v jiné

studii se za podobnych podminek hovofi o asociaci genotypu a vzniku rozstépu patra [Bliek et
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al. 2009]. C/C genotyp této varianty byl v HIV pozitivni pediatrické skupin€ pacientli spojen
s vét§im distribu¢nim objemem indinaviru (n =21, P = 0.002) a vyssi clearance nelfinaviru (n
=71, P = 0.04) oproti C/T a T/T genotypu [Curras et al. 2009; Saitoh et al. 2005]. Relativné
silnd asociace genotypu 2677GG (OR; 6.8), 3435CC (OR; 21.7) a haplotypu 2677G-3435C
(OR; 6.8) s kratsi dobou pieziti byla pozorovana u déti 1éCenych pro akutni lymfoblastickou
leukémii (n = 105) [Yang et al. 2010], 3435 T/T genotyp byl spojen s vyss$im rizikem vzniku
encefalopatie v disledku protinddorové 1é¢by oproti C/T a C/C genotypu u déti s timtéz
onemocnénim [Erdilyi et al. 2008]. Déle byla pozorovana asociace variant 26777 a 3435T
s farmakorezistentni epilepsii s nekonzistentnim nalezem [Emich-Widera et al. 2014; Hung et
al. 2007; Chouchi et al. 2017; Lazarowski and Czornyj 2011; Stasiolek et al. 2016]. Alela
C1236T byla asociovana se zvysenou ucinnosti myelosuprese u déti s lymfoblastickou leukémii
[Gervasini et al. 2017]. Anesteticky G¢inek kombinace sevofluran-remifentanil byla uc¢inné;si
u déti po tonsilektomii, nositeld varianty /236CC genotype neZ u nositelli genotypu CT+T1T
[Shi et al. 2017]. Co se tyce asociace ABCBI variant a raznych chorob vcetné epilepsie,
stfevnich zanétlivych chorob, riznych druht rakoviny véetné akutni lymfoblastické leukémie
u déti, systétmovych chorob pojiva a jinych, vysledky jednotlivych studii (s vyjimkou
karcinomu prsu a ledviny) nejsou zcela konzistentni [Cizmarikova et al. 2015; Gregers et al.
2015; Grybauskas et al. 2015; Ieiri 2012; Kreile et al. 2014; Sheng et al. 2012; Sun et al. 2014;
Wang et al. 2012].

1.1.4 p-opioidni receptor 1

Klinicky ucinek opioidi je zprostitedkovan p-opioidnim receptorem a mnoho studii poukazuje
na vliv polymorfismu OPRM1 A118G (rs1799971), [Camorcia et al. 2012; De Capraris et al.
2011; Fukuda et al. 2010; Khalil et al. 2017; Landau et al. 2008; Mamie et al. 2013]. Byla
popsana redukce ucinnosti nasledné signalizace po navazani agonisty (DAMGO)-efektivita
sptazenych G-proteini dosahovala pouze 58% trovné A4 homozygoti [Oertel et al. 2009].
Rodicky, nositelky alely G, kterym byla aplikovana spindlni analgézie, obdrzely signifikantné
nizsi davky sufentanilu (25.2 ug vs. 20.2 ug) oproti Zenam s genotypem A4 (n = 57), [Camorcia
et al. 2012]. Nositelé alely G 1éCeni pro pooperacni bolest epiduralni aplikaci sufentanilu méli
niz$i VAS skoére (visual analogue scale), 24 hodin po zékroku oproti 44 heterozygotim [De
Capraris et al. 2011]. Meta-analyza poukazuje na signifikantni asociaci tohoto polymorfismu a
sklonu k zavislosti na opioidech u heterozygotl asijské rasy (n = 9385, 4G vs. GG, OR: 0.69,
95% CI: 0.51-0.93, P = 0.01), [Haerian and Haerian 2013]. Novorozenci s genotypem
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OPRM1 A118G AG/GG stravili v nemocnici pii 1é€beé neonatalniho opioidniho abstinen¢niho
syndromu signifikantné¢ kratsi dobu (n = 86,  =-8.5 dni; 95% CI, -14.9 az -2.1 dni; P = 0.009)
a vyzadovali méné¢ terapeutickych zasahti oproti nositelim A4 genotypu (48% vs 72%; aOR,
0.76; 95% CI, 0.63 - 0.96; P =0.006), [Wachman et al. 2013]. Déti s nejméné jednou alelou G
pro OPRM1 (AG / GG) mély vyssi pooperacni skore bolesti ve srovnani s genotypem A4 [Lee
et al. 2016]. V 1écbé chronické bolesti nebyl dle meta-analyzy a rozsahlé kohortové studie
prokazan vliv tohoto polymorfismu na davkovani opioidi (oxycodonu, morphinu a fentanylu)
u onkologickych pacientti, z hlediska nezadoucich tc¢inkl 1éCby byla identifikovana méné Casta

nauzea a zvraceni u nosicu alely G [Klepstad et al. 2011; Walter and Lotsch 2009].

1.1.5 Katechol-o-metyl transferaza

Enzym katechol-O-metyl transferdza hraje ustfedni roli v extracelularnim odbouravani
dopaminu a noradrenalinu v CNS. COMT Vall58Met (G19474, rs4680) varianta vykazovala
ve tkanich lidskych mozkli odebranych post mortem v homozygotni podobé o 38% nizsi
enzymatickou aktivitu oproti homozygotim pro divokou alelu [Chen et al. 2004; Lachman et
al. 1996]. Vyss8i hladiny dopaminu u této varianty jsou asociovany s niz§imi hladinami
enkefalinli, coz nasledné vede k down-regulaci p-opioidniho receptoru [Zubieta et al. 2003].
V asijské studii byla pozorovana souvislost s intenzitou vnimani chronické bolesti a variantni
alelou [Wang et al. 2015], dale pak s pfedoperacni sensitivitou vii¢i bolest u onkologickych
pacientl [Yao et al. 2015]. U 40ti zdravych dobrovolnikli byla pozorovana asociace genotypu
COMT rs4680 a variability morfinové analgezie po kontaktu s algickou tepelnou stimulaci
[Nielsen et al. 2017].

Genotyp COMT A158G AG/GG byl, stejné jako OPRMI A118G, asociovan s kratsi
dobou hospitalizace a mensi potiebou 1é¢by dvéma a vice 1é¢ivy nezli AA genotyp novorozencii
1é€enych pro Neonatalni abstinencni syndrom [Wachman et al. 2013]. Matky s alelou COMT
rs4680 G mély kojence se sniZzenym rizikem lécby dvéma léky pro Neonatalni abstinencni
syndrom [Wachman et al. 2017]. Pfedasn¢ narozenym novorozenciim s wild-type genotypem
po intubaci trvalo déle dosaZzeni skore asociované s nulovou bolesti ve srovnani s kojenci
s jednou ¢1 dvéma alelami COMT rs4680 G [Elens et al. 2016]. Ani pro tento genotyp nebyla
nalezena asociace pro davkovani opioidi v 1é€bé chronické bolesti u onkologickych pacienti
kavkazské rasy [Klepstad et al. 2011; Walter and Lotsch 2009].

Byly identifikovany 3 haplotypy COMT nesouci varianty alel 756269, rs4633, rs4818 a
rs4680, které mohou byt nalezeny az u 96% kavkazské populace [Diatchenko et al. 2006a;
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Diatchenko et al. 2006b]. Tyto haplotypy byly asociovany s rozdilnymi fenotypovymi projevy
ve vnimani bolesti u zen (n = 202, sledovani rizikovych faktort rozvoje temporomandibularni
poruchy-poruchy vnimani bolesti). Na zdkladé vyhodnoceni 5ti nalezenych kombinaci
haplotypt byla ur¢itému haplotypu pfifazena nizka citlivost na bolest, primérna citlivost na
bolest a vyrazna citlivost na bolest [ Diatchenko et al. 2005]. Prekvapivé oba haplotypy spojené
s nizkou 1 vyraznou citlivosti na bolest obsahovaly val variantu rs 4680. Interakce mezi
mutantni alelou 754680 a ostatnimi dle Nackleyho podminuje zmény sekundarni struktury
mRNA a timto mize modifikovat translaci proteinu a skuteCnou in vivo aktivitu COMT
proteinu [Nackley et al. 2006]. Zeny s depresivni poruchou, nositelky haplotypu spojeného
s vyraznou citlivosti na bolest, mély signifikantné vyssi VAS béhem 7-tydenniho sledovani
celkové bolesti (n = 193), [Fijal et al. 2010]. Haplotyp spojeny s nizkou citlivosti na bolest byl
asociovan s davkou opioida uzitych prvnich 45 min u pacientii po ortopedické operaci [Henker
et al. 2012]. Haplotyp spojeny s vyraznou citlivosti na bolest byl asociovan s mirnou az tézkou
bolesti hlavy a mirnou az tézkou nevolnosti u pacientii po automobilové nehodé [McLean et al.
2011]. V dlouhodobém sledovani pacientii po operaci lumbalniho vyhtezu byla pozorovana

asociace alel 754633 a rs4680 s terapeutickou redukci bolesti [Omair et al. 2012].

1.2 Vybrana lé¢iva pouZivana na détské jednotce intenzivni a resuscitacni péce
Kliniky détského a dorostového lékarstvi v Praze a vliv genetické predispozice
Celosvétove se pro analgosedaci na pediatrické jednotce intenzivni péce jako opioid prvni volby
pouzivé fentanyl (66%) a jako benzodiazepin prvni volby midazolam (86%) [Kudchadkar et al.
2014]. Mezi analgosedativni léciva volby na jednotce intenzivni péce Kliniky détského a
dorostového lékarstvi VSeobecné fakultni nemocnice v Praze patii na zaklad¢ klinické empirie
midazolam jako hlavni zastupce skupiny benzodiazepint, sufentanil jako zastupce opioidni
terapie a tramadol, analgetikum se smiSenym mechanismem ucinku, uzivany zejména k 1écbé
syndromu z odnéti. Valproat je antiepileptikum, které se na pracovisti pouziva jako 1€k treti

volby u novorozeneckych kieci.

1.2.1 Midazolam
Midazolam je béZnou soucasti analgosedativni terapie na jednotkach intenzivni péce o déti a
novorozence [Anderson and Larsson 2011] Novorozenci maji nezralé¢ organové funkce a tedy
vykazuji tendenci k prodlouzenému uc¢inku midazolamu na dechové centrum. Pediatricti

pacienti mladsi nez 6 mésicti jsou obzvlaste citlivi na obstrukcei a hypoventilaci dychacich cest,
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proto se doporucuje pecliva titrace k dosazeni klinického t¢inku a peclivé sledovani dychaci
frekvence a saturace krve kyslikem. Pouziti midazolamu, dokonce i v terapeutickych davkach,
muze vést k rozvoji fyzické zavislosti. Prodlouzené intraven6zni podéni, pferuseni a zvIlasté
prudké preruseni lécby mize byt doprovazeno abstinencnimi piiznaky vcetné kiec¢i [Fernandez-
Carrion et al. 2013]. Midazolam je metabolizovan v jatrech prostiednictvim cytochromu
CYP3AS5 [Shih and Huang 2002; Wong et al. 2004] a je zaroven ABCBI1 substratem [Tolle-
Sander et al. 2003]. PXR a jeho polymorfismus je dalsi gen, ktery miize ovlivnit metabolismus
midazolamu. Tento transkripéni faktor hraje roli toxinového senzoru a aktivuje jak geny
biotransformacni faze I, tak faze II, véetné rodiny CYP3A4, MDRI a dalSich, jak uvedeno ve
specialnim odstavci [He et al. 2006; Oleson et al. 2010].

Polymorfizmy CYP3A4 stejn¢ jako nuklearniho receptoru regulujiciho jeho transkripci
(PXR) mohou mit vliv na G¢inky midazolamu [de Jonge et al. 2015; Oleson et al. 2010; Seng
et al. 2014]. Vliv deficitni alely CYP345*3 na farmakokinetické parametry midazolamu se jevi
jako pravdépodobny, ackoliv nebyl vétsinou ve studiich potvrzen [Chan et al. 2016; Kharasch
et al. 2007; Lepper et al. 2005; Oneda et al. 2009; Shih and Huang 2002; Tomalik-Scharte et
al. 2008] s jedinou vyjimkou [Wong et al. 2004]. U recipentil $t€pu neexprimujicich CYP3AS
byl pozorovan jisty vliv polymorfismu CYP3A44*22 na clearance midazolamu, ov§em frekvence
této alely je u bélosské populace velmi nizka [de Jonge et al. 2015]. V korejské studii nebyl
pozorovan vliv ABCBI polymorfismu, v€etné haplotypu, na predoperacni u€inek midazolamu
u déti (n = 193), [Byon et al. 2012]. Ve dvou studiich byly urcité polymorfismy PXR spojené
s az 0 70% vyssi ordlni clearance midazolamu u afro-amerického etnika [He et al. 2006; Oleson

et al. 2010].

1.2.2 Tramadol

Tramadol, centraln¢ ptisobici analgetikum, je 6000 krat méné G¢inny nez morfin a 10krat méné
ucinny nez kodein [Vazzana et al. 2015] a je povazovan za bezpecnou a spolehlivou slozku
analgosedace na neonatdlnich a pediatrickych jednotkach intenzivni péce [Allegaert et al.
2005a; Allegaert et al. 2011; Allegaert et al. 2013; Allegaert et al. 2008a; Allegaert et al. 2005b;
Allegaert et al. 2009c¢; Batra et al. 1999; Demiraran et al. 2005; Gunes et al. 2004; Ozcengiz et
al. 2001; Prosser et al. 1997; Senel et al. 2001; Smits et al. 2012]. Tramadol je pro sviij jedinecny
farmakologicky profil vyhodnéjsi nez jiné typické opioidni latky, protoze vykazuje nizsi vyskyt
nezadoucich ucinkil 1 potencial zneuziti [Andurkar et al. 2012; Modi et al. 2013]. Stale Castéji

se tato latka pouziva v 1écbé zéavislosti na opioidech [Dunn et al. 2017; Chawla et al. 2013;
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Ziaaddini et al. 2015]. Vyuziti naléza rovnéz v 1é€bé syndromu z odnéti po 1éCebném uzivani
opioidii [Lofwall et al. 2013]. Pouziti tramadolu v pediatrické praxi je tedy dobie zavedeno,
nicméné strukturované studie zamétené na individualni davkovaci rezimy jsou stale zapotiebi.
Pozornost si toto 1é¢ivo z diivodu bezpecnosti zaslouzi i diky potencialnimu vlivu genetickych
polymorfismi, zejména ze skupiny CYP2D6, jehoz je tramadol substratem. Jak bylo prokazano
u kodeinu, rovnéz dobte zavedené molekuly, vliv CYP2D6 polymorfismu miize mit u jedinct
s urCitymi variantami katastrofalni nésledky, v duisledku se kodein jiz nedoporucuje détem
mladSim 12 let kvili nejistoté aktivity CYP2D6.

Tramadol se vyrdbi jako racemickd smés s vyznamnymi rozdily ve vazbé, aktivité a
cilovych receptorech obou enantiomer [Casella et al. 2013; Chandra et al. 2012]. (+) -
enantiomer ma vyssSi afinitu k opioidnim receptorim a prednostné inhibuje vychytdvani
serotoninu a zvySuje uvolilovani serotoninu, zatimco (-) enantiomer inhibuje zpétny piijem
noradrenalinu [Garcia-Quetglas et al. 2007]. Tramadol je metabolizovan v jatrech
prostfednictvim enzymu cytochromou P450 2D6, 2B6 a 3A4, pricemz O-demetyltramadol
(M1) a N-demetyltramadol (M2) jsou hlavni metabolity faze 1 [El-Sayed et al. 2013; Ing
Lorenzini et al. 2012; Lavasani et al. 2013]. Metabolit M1 je povaZzovdn za nejvice
farmakologicky aktivni. Je az 6krat analgeticky i€innéjsi nez samotny tramadol, s 200krat vyssi
afinitou k u-opioidnimu receptoru [Lee et al. 2013]. V 2. f4zi biotransformace podléha tramadol
glukuronidaci a sulfataci.

K variabilité u¢innosti, nezadoucich u¢inkl a farmakokinetickych parametrti tramadolu
potencialné pfispivaji genetické polymorfismy v genech pro CYP2D6, CYP2B6, dale pro
efluxni transportér ABCBI a cilovy, p-opioidni receptor (OPRM1) [Somogyi et al. 2015].
CYP2D6 je v souvislosti s metabolismem tramadolu nejdéle zkouman [Leppert 2011; Zhou
2009a; Zhou 2009b]. Az 2.5x vyssi clearance tohoto 1éku byla naméfena u ultrarychlych (UMs)
a extenzivnich metabolizatorti (EMs) ve srovnani s pacienty se stfedné rychlym metabolismem
(IMs) [Gan et al. 2007; Li et al. 2010]. Allegaert et al. sledoval koncentraci tramadolu a jeho
metabolitu M1 u novorozencii a vysledky porovnaval s méfenim u déti a dospélych. 50%
clearance dospélych dosahovali novorozenci ve 44. tydnli postmenstrua¢niho véku, 90% pak
ve 100. tydnu PMA, na stejné trovni jako ro¢ni kojenci. Pfeména tramadolu na metabolit M1
nezavisela pouze na postmenstruacnim véku (52.7% variability), ale také na individudlni
aktivite¢ CYP2D6 zavislé na polymorfismu (6.4% variability) [Allegaert et al. ; Allegaert et al.
2009b].
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Transportér ABCBI (gen pro P-glykoprotein) a organicky kationicky transportér 1
(OCTI neboli SLC2A41 gen) hraji dle vysledkli recentnich studii v metabolismu tramadolu
potencidlné dualezitou roli [Matouskova et al. 2011; Slanar et al. 2012; Tzvetkov et al. 2012;
Tzvetkov et al. 2011]. ABCBI podminuje vznik P-glykoproteinu, ktery je spolecné
s cytochromem P-450 exprimovéan ve stfevni sliznici a jinych tkdnich. Na luminalnim povrchu
enterocyti funguje jako pumpa, kterd nasdva xenobiotika do nitra enterocytu a opét je vypuzuje
do stievniho lumen-v nezménéné podobé nebo ve formé metabolitu. Timto zvySuje
pravdépodobnost jejich zpracovani pomoci CYP3A pied absorpci do organismu. Zaroven
udrzuje intracelularni koncentraci léCiv na urovni kapacity CYP3A. MatouSkova et al.
pozorovala signifikantné vys$i hladiny M1 metabolitu v moc¢i zdravych dobrovolniki,
heterozygoti pro ABCB13435CC oproti genotypu 3435CT/TT (n= 65, P=0.016) [Matouskova
etal. 2011]

Metabolit M1, ptesnéji jeho (-) enantiomer, zprostiedkovavd analgeticky ucinek
tramadolu vazbou na p-opioidni receptor (gen OPRM1). Polymorfismus v genu OPRMI1A118G
ovlivitluje vnimani bolesti a rovnéz ucinek a vznik nezadoucich uc¢inkt opioidii a je podrobnéji
rozepsan v Casti vénované sufentanilu. Z hlediska ucinku tramadolu bylo pozorovano, ze
pacienti s osteoartritidou kolen, homozygoté pro divokou alelu OPRM1 1184 podminujici
vyssi expresi (n = 160, P =0.024) receptoru v centralnim nervovém systému, maji signifikantné
vysS§i riziko nauzey a zvraceni pii 1€¢be¢ tramadolem oproti nositelim mutantni alely [Kim et al.
2010]. Pacienti s oxaliplatinou indukovanou bolesti 1é¢eni tramadolem vykazovaly po 1écbe
niz§i VAS (visual analogue scale), pokud se jednalo o nositele genotypu 44 (n =96, P <0.001)
[Liu and Wang 2012].

1.2.3 Sufentanil

Sufentanil je synteticky opioid podobny fentanylu, 5 — 10x U€innéjsi neZ fentanyl a az 1000x
ucinngjsi nez morfin, fadi se tedy mezi siln€ plisobici opioidy. Je indikovan jako samostatné
anestetikum u ventilovanych pacientii, s diirazem na zvySenou opatrnost pti podavani détem do
2 let pro malé testované soubory (SUKL SPC 111098). Vysledky dostupnych studii 1é¢bu
sufentanilem v této vékové kategorii podporuji [Agrawal et al. 2003; Arnold et al. 1991; Jacqz-
Aigrain and Burtin 1996; Li et al. 2013; Lili et al. 2012; Roback et al. 2005; Schmidt et al.
2010]. Spolecnou vlastnosti opioidi je plisobeni prostiednictvim opioidnich receptorti-p, k a A.

Nejvétsi vyznam z hlediska analgetického pisobeni ma centralné ulozeny p-opioidni receptor.

26



Lécba miize byt provazena vsemi nezddoucimi ucinky, které obecné s opioidy souvisi-
nauzea, zvraceni, utlum dechového centra, obstipace a syndrom z odnéti [Schug et al. 1992].

V poslednim desetileti byl v souvislosti s 1écbou bolesti a uzivanim opioidid hojné
zkouman polymorfismus genu pro p-opioidni receptor OPRM1 A118G [Matic et al. 2017a].
Dle meta-analyzy a zejména rozsahlé kohortové studie nebyl prokazan vliv tohoto
polymorfismu na ddvkovani opioidl (oxycodonu, morphinu a fentanylu) u chronické bolesti,
z hlediska nezadoucich uc¢inki 1é¢by byla identifikovana pouze méné Castd nauzea a zvraceni
u nosicu alely G [Klepstad et al. 2011; Walter and Lotsch 2009]. U akutni bolesti vSak jedinci
homozygotni pro OPRMI 11844 vyzadovali mens$i davky opioidu ve srovndni s
homozygotnimi pro OPRM1 118GG [Choi et al. 2017].

V obou zminénych meta-analyzach téz nebyl prokazan vliv polymorfismu rs4680
dalsiho kandidatniho genu pro katechol-O-metyl transferdzu (COMT), [Choi et al. 2017;
Klepstad et al. 2011].

V nékolika studiich byla zkoumana souvislost kombinace dvou polymorfismti obou
genll, OPRM1 A118G 1 COMT G1947A4 (rs4680), s davkovanim opioidd. Nositelé¢ genotypu
OPRM1 11844 a COMT 19474A vyZzadovali nejnizs§i davku morfinu k dosaZeni ulevy od
bolesti [Reyes-Gibby et al. 2007]. Oproti tomu, pacienti na paliativni terapii s chronickou
bolesti s kombinovanym genotypem OPRM1 1184AG/GG a COMT 1947A4A vyzadovali o 50%
vysSi davky pro dostateCnou analgézii [Matic et al. 2017b]. Ve studii Kolesnikova et al.
heterozygot¢ OPRMI1 Al18G a zaroveh COMT GI1947A potiebovali signifikantné nizsi
mnozstvi morfinu k tlumeni akutni bolesti 48 hodin po operaénim zikroku oproti
homozygotim OPRM1 1184A. Zaroven pouze 2% pacientl z této skupiny vyzadovala terapii
nauzey, nauzea a sedativni efekt morfinu byly v této skupiné mén¢ casté [Kolesnikov et al.
2011]. Interakce OPRM1 s COMT rovnéz pravdépodobné piispiva k variabilité pooperacni
bolesti a konzumace opiatl u pacientl s ortopedickym traumatem. Pacienti COMT 194744 a
OPRM1 11844/GA nebo homozygot¢ COMT rs4633 a OPRMI 1184G/GG konzumovali
nejveétsi mnoZstvi opioidu ve srovnani s témi, které méli jiné kombinace genti. Pro pooperacni
bolest byla zjisténa vyznamna interakce mezi OPRM1 a haplotypem nizké sensitivity na bolest
pro COMT, tzv. LPS haplotyp; low pain sensitivity haplotyp GCGG pro polymorfismy rs6269,
rs4633, rs4818 a rs4680, blize [Diatchenko et al. 2005]. U pacientt bez kopii LPS haplotypu
byla OPRM1 118A4A varianta vyznamné spojena s vyS$imi skore bolesti ve srovnani s variantou
AG/GG. Opacny trend byl vSak pozorovén u pacientii s alespon jednou kopii LPS haplotypu
[Khalil et al. 2017].
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Na rozdil od morfinu sufentanil patrné neni substratem transportéru ABCB1 [Wandel et

al. 2002].

1.2.4 Valproat
Kyselina valproova (kyselina 2-propylvalerova dipropyl-octova, VPA), volna forma valproatu
sodného, se pouziva jako 1éCivo treti volby v 1é¢b¢ neonatalnich kieci [Clancy 2006; Gal et al.
1988].

Antiepilepticky efekt VPA je podminén potenciaci inhibi¢ni aktivity kyseliny gamma-
aminomaselné, hlavni inhibicniho neurotransmiteru (GABA) prostfednictvim nékolika
mechanismd, véetn¢ inhibice degradace GABA, inhibice GABA transaminobutyratu (ABAT),
zvySené syntézy GABA a snizeného metabolického obratu. Navic VPA zeslabuje excitaci
zprosttedkovanou N-methyl-D-aspartatem a blokuje Na + kandly, Ca2 + kanaly (napéti typu
CACNAL1 typu C, D, N a F) [Chateauvieux et al. 2010].

Déavkovani VPA u novorozenct a farmakokinetika (PK) VPA [Alfonso et al. 2000; Gal et
al. 1988; Uberall et al. 2000; Yu et al. 2003] a jinych antikonvulzivnich 1é¢iv jsou uvedena v
systematickém ptehledu zalozeném na 19 studiich PK (celkem 7 antikonvulzivnich 1&Civ).
Prospektivni randomizované kontrolni studie nebyly provedeny [Tulloch et al. 2012].

Do VPA biotransformace je zapojeno mnoho metabolickych drah a v sou€asné dobé je
znamo vice nez 50 metabolitl matetfského 1éCiva [Tabatabaei et al. 1999]. Relativni piinos
kazdé jednotlivé metabolické cesty k celkovému metabolismu VPA byl ptiblizné odhadnut u
dospélych pacientli v monoterapii: (1) 30-50% davky se objevi v moci jako glukuronid; (2)
mitochondrialni b-oxidace typicky pifedstavuje vice nez 40% davky; (3) méné nez 15-20%
davky je eliminovéano jinymi oxida¢nimi mechanismy prostfednictvim izoforem CYP [Silva et
al. 2008].

Ptipad hyperamonémie vzniklé VPA u divky star§i 10 dnl se dvéma ztratami funkénich
mutaci u CYP2C9 (CYP2C9 *3/*3) dokumentuje potencialni vliv genetického polymorfismu
na vznik tohoto nezadouciho ucinku [Nagy et al. 2015]. Ve studii provedené na 99
pediatrickych pacientech vedlo davkovani dle predikce CYP2C9 aktivity na zékladé
pritomnosti ¢i nepfitomnosti mutantnich alel k vyznamnému snizeni poctu subjektli, u nichz
byla plazmatickd koncentrace VPA mimo terapeutické rozmezi. Ve skupin€ s rutinni
diagnostikou CYP genotypu byla navic sniZena incidence hyperamonémie [Budi et al. 2015].

Ptestoze CYP2C19 je citovan jako cytochrom piispivajici k metabolismu VPA, [Samer

et al. 2013], patrn€ se na ném nepodili pfimo. Bezpecnost a ucinnost VPA vsak teoreticky mize

28



ovlivnit cestou biotransformace pohlavnich hormont, testosteronu a progesteronu. Tyto
hormony maji regulacni vliv na pfijem potravy a energetickou rovnovahu. Zatimco nebyl
nepozorovan zadny efekt CYP2C19 polymorfismu na farmakokinetické parametry VPA
[Ogusu et al. 2014], u pacientek s epilepsii byla nalezena signifikantni asociace polymorfnich

alel s VPA-indukovanym vahovym pfirtistkem [Noai et al. 2016].

1.2.5 Fenobarbital

Fenobarbital je Iékem prvni volby v terapii kieci v dasledku hypoxicko-ischemické
encefalopatie u novorozencti po asfyxii [Hall et al. 1998]. Pro toto 1é¢ivo je typicka velka
interindividudlni variabilita farmakokinetickych parametrii, u novorozencli navic dale
podminéna maturaci organizmu a postnatalnimi zménami ve slozeni téla [Alcorn and
McNamara 2003]. Nejcastéji uvadéné kovariaty farmakokinetiky fenobarbitalu jsou hmotnost
a gestacni stafi (ptipadné postnatalni vék), [Shellhaas et al. 2013; Touw et al. 2000; Yukawa et
al. 2011].

Déavkovani fenobarbitalu se v klinické praxi obvykle tidi dle télesné hmotnosti.
Narazova davka podana intraven6zné se pohybuje v rozmezi 15 — 20 mg/kg (v ptipadé potieby
do dosazeni koncentrace maximalné 40 mg/1), [Gilman et al. 1989], nasleduje udrzovaci davka
v rozmezi 3 — 4 mg/kg/den [Fischer et al. 1981]. V priibéhu terapie se davky upravuji na zakladé
dosaZenych plazmatickcych koncentraci a podle klinické odpovédi.

Komkomitantni medikace mtize ovliviiovat farmakokinetick¢é parametry fenobarbitalu.
Fenytoin ze skupiny antiepileptik je ptikladem IéCiva, které mize piisobit na metabolismus
fenobarbitalu ve smyslu inhibice 1 indukce, v zavislosti na délce konkomitantni terapie (Encinas
et al.,, 1992). Ob¢ léciva kompetuji o metabolickou cestu CYP2C9 a CYP2C19, coz mize
zapti€init zvySené hladiny fenobarbitalu. Fenytoin je zaroven silnym induktorem CYP, proto
pii dlouhodob¢j$im konkomitantnim uzivani obou latek muze dojit naopak k poklesu

plazmatické hladiny fenobarbitalu [Brodie et al. 2013; Patsalos et al. 2008].

29



1.3 Zavazné nezadouci u¢inky a monitorovani ucinku sledovanych léciv

1.3.1 Syndrom z odnéti
Tento disledek 1éCby se Casto projevuje po dlouhodobém podavani opioidl, midazolamu a
eventuelné tramadolu u déti 1 dospélych [2003; Birchley 2009; da Silva et al. 2016b; Dunn et
al. 2017; Fernandez-Carrion et al. 2012; O'Mara et al. 2010; Ripamonti et al. 2004].

Az u 57% déti, kterym jsou podavany opioidy a midazolam na jednotkach intenzivni péce,
se syndrom z odnéti objevi [Fernandez-Carrion et al. 2012; Katz et al. 1994]. Dle dostupnych
klinickych studii je zavisly na délce a celkové expozici fentanylu a midazolamu s nartistem
vyskytu po 5 dnech kontinuélni infuze [Arnold et al. 1990; Dominguez et al. 2003; French and
Nocera 1994; Grant et al. 2013; Katz et al. 1994]. Doprovodnych symptomi je mnoho, nékteré
vyzaduji intenzivni péci, nebot’ pacienta ohrozuji na zdravi i na zivoté. Byvaji rozd€leny do 3
kategorii - gastrointestinalni obtize, obtize vyplyvajici z aktivace sympatiku a obtize
vyplyvajici ze stimulace centrdlniho nervového systému. Ze zavaznych projevt, dle
podrobného literarniho ptehledu, trpi po skonceni terapie 35 - 75% déti kieCemi, az 50% vaznou
insomnii, aZ 35% hypertenzi a azZ 48% novorozenctll tachypnoe [Birchley 2009].

Chronickd stimulace opioidnich receptori pifi podavani opioidi zpusobuje jejich
desenzitizaci a down-regulaci [Carr and Todres 1994]. PreruSeni podavéani opioidi vede
k syndromu z odnéti z ditvodu rebound uvolnéni neurotransmiterti, které zvysené stimuluji
nervovy systém v mnoha ¢astech mozku [Corbett et al. 2006].

GABA-kyselina y-aminomaselnd je inhibicni neurotransmiter. Benzodiazepiny moduluji
senzitivitu GABAA receptort, hyperpolarizaci neuronu navozuji sedaci a anxiolyzu. Klinicky
Casto pozorovany vznik tolerance a zavislosti neni doposud pln€ vysvétlen. PieruSeni
dlouhodobého podéavani benzodiazepinl snizuje efektivitu GABA na GABAAa receptorech,
s naslednou desinhibici centralniho nervového systému [Bateson 2002].

Ptestoze ptiznaky syndromu z odnéti jako jsou tizkost a nepokoj, autonomni dysfunkce,
abdominalni kiece, prijem, nespavost, migrenické bolesti hlavy, myoklonické aktivita koncetin
a syndrom neklidnych nohou se mohou objevit i po béZznych davkach tramadolu [Allegaert et
al. 2009a; Hartenstein et al. 2010; Li et al. 2012; O'Mara et al. 2010] [Barsotti et al. 2003; Freye
and Levy 2000; Park et al. 2014; Thomas and Suresh 2000], stale Castéji se tato latka vyuziva
v 1é¢bé€ jiz vzniklého syndromu z odnéti silnych opioidi [Lofwall et al. 2013; Sarkar et al.
2017].

Utinna prevence syndromu z odnéti je diileZitou soucasti 1é¢ebné strategie. Pochopeni

vlivu genetickych polymorfismi v rozvoji tohoto stavu mize v této strategii vyznamné piispét.
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1.3.2 Hyperamonémie jako zavazny nezZadouci ucinek valproatu
Hyperamonémie je bézny nezddouci ucinek VPA. Prestoze spadd do kategorie zavaznych
nezéadoucich Gc¢inkd, vetSina pacientl zGstava asymptomatickych. Klinické symptomy zahrnuji
encefalopatii, zmatenost, nauzeu a zvraceni. [Perucca 2002]

Hyperamonémie se miize projevit zcela nezavisle na hepatotoxickych ucincich VPA.
Produkty VPA w-oxidace inhibuji mitochondridlni karbamoylfosfat-syntetazu I, coz je prvni a
rychlost syntézy regulujici enzym nezbytny pro eliminaci amoniaku v cyklu mocoviny v
jatrech. [Sztajnkrycer 2002]. Jeho transkripce je ovlivnéna epigenetickymi mechanismy [Liu
et al. 2011]. Lze predpoklédat, ze timto vlivem mutze byt i VPA [Horiuchi et al. 1993; Verbiest
et al. 1992]. Dale, metabolit VPA, valproyl-CoA, inhibuje dal$i enzym cyklu mocovinu N-
acetylglutamat syntdzu v mitochondriich krysich hepatocyti (Obr. 2) [Aires et al. 2011].
Hyperamonémie se nejspiSe projevi u jedincii na kombinacni antiepileptické terapii s dalSimi
dvéma a vice antikonvulzivy [Yagi et al. 2010], v monoterapii pak naptiklad u jedincii

s deficitni funkci karbamoylfosfat-syntetazy I [Horiuchi et al. 1993; Verbiest et al. 1992].
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Obr. 2: Schematické znazornéni potencidalnich ucinku kyseliny valproové (VPA) a valproyl-
CoA na aktivitu N-acetylglutamdtsyntdzy a interference s cyklem mocovinovy [Aires et al.

2011].

Davkovani VPA u novorozencu a farmakokinetika VPA a dalSich 7 antikonvulzivnich
1é¢iv jsou hlaseny v systematickém piehledu zalozeném na deviti PK studiich [Alfonso et al.
2000; Clancy 2006; Gal et al. 1988; Yu et al. 2003]. Nicmén¢, prospektivni randomizované
kontrolni studie v pediatrické praxi nebyly provedeny.

Terapeutické koncentrace VPA (CplVPA) se pohybuji v rozmezi od 50 do 100 mg/l
(347 - 750 umol/l), z toho 5-18% odpovidaji volné frakci VPA (Hermida 2005). Toxické
metabolity mohou vést k hyperamonemické encefalopatii vyvolané VPA a k hepatotoxicite
vyvolané VPA [Lheureux et al. 2005] zejména u malych kojencti [ Ghodke-Puranik et al. 2013;
Price et al. 2011]. Jak zminéno vyse, existuje n¢kolik mechanismii hyperamonémie vyvolané

VPA [Silva et al. 2008; Sztajnkrycer 2002; Tseng et al. 2014], ale u novorozencl nejsou k
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dispozici zadné udaje. U 50% novorozencli vSak hyperamonémie vyvolanda VPA vede k

ptreruseni 1écby [Tulloch et al. 2012].

1.3.3 Monitorovani uc¢inku analgosedativnich 1é¢iv a syndromu z odnéti,

moZznosti prevence

Studie ukazuji, ze lepsi klinické vysledky vétSiny pacienti na JIP (kriticky nemocnych
dospélych) jsou asociované s 1é¢bou zajistujici komfort pacientl zaroven s mirnou sedaci [Barr
et al. 2013; Brattebo et al. 2002]. Implementace protokold k monitorovani analgosedace vedlo
k signifikantnim zméndm v klinické praxi a k zlepSeni vysledkl 1é€by [Arabi et al. 2007].
Prestoze v soucasné dobé existuje pro hodnoceni hloubky sedace a intenzity bolesti u
déti vice nez 45 klinickych nastroji a ptistupt, véetné fyziologickych a zobrazovacich technik,
zadna z téchto metod ve skuteCnosti doposud neptedstavuje zlaty standard, kterym v ptipadé
bolesti zstava subjektivni vypovéd’ ditéte. Dotaznikova hodnoceni se pro svou jednoduchost,
relativné nizkou cenu a univerzalnost pouzivaji nejcastéji. Dotaznik v pravidelnych intervalech
vypliiuje oSetfujici persondl. Vysledné skore pak predstavuje miru komfortu pacienta.
Vzhledem k mnoha proménnym, které ovliviiuji vnimani bolesti, je vSak toto skore stale pouze
orienta¢ni. Symptomy aktivace sympatického nervového systému nevznikaji pouze na zakladé
bolestivého impulsu, ale z riznych pficin, proto je vZdy tieba hodnotit celkovy stav pacienta

[Dorfman et al. 2014], (Obr. 3).
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Obr. 3: Prekryv behavioralnich znakii u bolesti, sedace, syndromu z odnéti a deliria,

upraveno a prelozeno z [van Dijk et al. 2012]

Zakladnim opatfenim v prevenci nezadoucich uc¢inkti 1é€by midazolamem je titrace
malymi ddvkami do dosaZeni klinického €inku a peclivé monitorovani dechové frekvence a
krevni saturace (doporuéeni SUKL). Vzhledem k riziku rozvoje syndromu z odnéti jsou u
pacientl rovnéz po ukonleni terapie monitorovany fyziologické funkce a oSetfujicim
personalem sledovano jejich chovani. Znamymi rizikovymi faktory vzniku syndromu z odnéti
jsou kumulativni davky 1éciv (40 mg/kg midazolamu, 0.48 mg/kg fentanylu-silného opioidu) a
délka podani 1é¢iv (5.75 dni u obou 1é¢iv) [Fernandez-Carrion et al. 2012]. Nejsou pfesné
znamy priciny, pro¢ se u nékterych pacienti nezadouci u€inky vcetné tohoto syndromu projevi
aunekterych nikoliv. Geneticka variabilita v metabolismu 1é€iv je pravdépodobnym ptivodcem
tohoto rozdilu.

Dle prohléaseni spolecnosti ESPNIC (European Society of Neonatal Intensive Care) je
k hodnoceni sedace navrZzeno u pediatrickych pacientd pouzivat nasledujici skorovani:
COMFORT, COMFORT-B a State Behavioral Scale (SBS). Pro hodnoceni syndromu z odnéti
je doporuceno pouzivat Withdrawal Assessment Tool version 1 (WAT-1) nebo Sophia

Observational Scale (SOS) [Harris et al. 2016].
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2. Hypotézy

2.1 U&innost a bezpe¢nost sledovanych 1é¢iv

Polymorfismy gentt CYP2D6, ABCBI, COMT a OPRM]I ovliviuji hloubku analgosedace,

vyskyt syndromu z odnéti a ddvkovani 1é¢iva u studijnich subjektti uzivajicich tramadol.

Polymorfismy geni CYP3A45 a PXR ovliviuji hloubku analgosedace, vyskyt syndromu z odnéti

a davkovani 1éciva u studijnich subjektl uzivajicich midazolam.

Polymorfismy gentt CYP2D6, ABCBI, COMT a OPRM1 ovliviuji hloubku analgosedace,

vyskyt syndromu z odnéti a ddvkovani 1é¢iva u studijnich subjektli uzivajicich sufentanil.

2.2. Farmakokinetika sledovanych 1é¢iv

Polymorfismy v genech pro CYP2C19 a CYP2C9 ovliviiuji plazmatickou koncentraci valproatu

a tim zapficinuji u déti Castejsi vyskyt jeho nezddouciho Gc¢inku, hyperamonémie.

Konkomitantni wuziti fenytoinu ¢i analgosedativnich 1é¢iv ovliviiuje farmakokinetické

parametry fenobarbitalu u novorozencti a déti.

Znalost a pochopeni téchto souvislosti je hypotetickym zakladem predikci Gi€innosti prevence

pfedavkovani a nezddoucich ucinki sledovanych 1éciv.

3. Cile prace

Primérnim cilem diserta¢ni prace bylo posoudit moznosti predikce Gc¢innosti a bezpecnosti
analgosedace v pomoci sledovani polymorfismu gena CYP2D6, CYP3A45, ABCBI, PXR,

COMT a OPRM1 ¢i jinych faktorti ovliviujici farmakokinetiku 1é€iv u novorozencii a déti.
Sekundarnim cilem bylo posoudit moZnosti prevence predavkovani léCiv na zaklade

polymorfismu téchto geni ¢i vyskytu lékovych interakci ovliviiujicich metabolizmus u

novorozencu a déti.
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4. Metodika

4.1 Charakteristiky studijni populace
4.1.1. Vstupni Kritéria - i¢innost a bezpecnost

Sufentanil, tramadol a midazolam
Do prospektivni, observacni studie byli postupné zafazovani donoSeni novorozenci a déti

hospitalizované na Jednotce intenzivni a resuscitacni péce (JIRP) ve VSeobecné fakultni
nemocnici a 1. LF UK Praha, které v rdmci komplexni terapie zdvazného onemocnéni dostavaly
rovnéz kontinudlni intraven6zni analgosedaci 1é¢ivy tramadolem a/nebo midazolamem a/nebo
sufentanilem. Protokol studie byl schvalen Etickou komisi VSeobecné fakultni nemocnice a 1.
LF UK v Praze (FWA 00003027). Déti i novorozenci byli zafazeni do studie po ziskéni
pisemného informovaného souhlasu od jednoho rodice a svédka (zdravotni sestra). Pacienti byli
lé¢eni v souladu s mezinarodnimi doporucenimi pro sedaci na détskych jednotkéach intenzivni
péce [Poh et al. 2014]. Mezi vstupni kritéria nutna pro ptijeti do studie patiil v€k > 36 gestacnich
tydnti (g.t.) u novorozenct a vék > 3 mésice az 18 let v€ku u déti. Dale kontinualni analgosedace

jednim ¢i vice sledovanymi 1é¢ivy > 48 h.

4.1.2. Vstupni kritéria - farmakokinetika

Valproat

Sedmidenni divka byla vySetfena na pfitomnost polymorfismli v metabolismu valproatu
z divodu podezieni genetického polymorfismu jako mozné pii¢iny nahle rozvinuté zavazné
encefalopatie vzniklé v diisledku hyperamonémie, malo obvyklého nezadouciho ucinku lécby
valproatu. Publikace pfipadu byla schvalena Etickou komisi VSeobecné fakultni nemocnice a

1. LF UK v Praze.

Fenobarbital

Do prospektivni studie byli zafazeni novorozenci léceni na Jednotce intenzivni a resuscitacni
péce (JIRP) ve VSeobecné fakultni nemocnici a 1. LF UK Praha, 1é¢eni fenobarbitalem od ledna
2006 do prosince 2013. Protokol studie byl schvélen Etickou komisi VSeobecné fakultni
nemocnice a 1. LF UK v Praze. Novorozenci byli zafazeni do studie po ziskdni pisemného
informovaného souhlasu od jednoho rodice a svédka (zdravotni sestra). Vstupnimi kritérii bylo
stafi novorozence (pouze zrali, star§i 37.g.t.), pfitomnost hypoxicko-ischemické encefalopatie a

terapie fenobarbitalem.
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4.1.3 Kritéria pro nezarazeni-ucinnost a bezpec¢nost

Sufentanil, tramadol a midazolam

Vylucujici kritéria zahrnovala vrozenou vadu neslucitelnou se zivotem, akutni renalni selhani
definované jako vstupni hodnota sérové kreatininémie > 133 umol/l (> 1.5 mg/dl) s oligurii
(vydej moce < 1 ml/kg/h) podle kritérii syndromu zanétlivé odpovédi [Akcan-Arikan et al.
2007], jedince s vyznamnou poruchou jaternich funkei (kritéria dle Goldsteina), [Goldstein et
al. 2005], novorozence narozené¢ pied 36. g.t., novorozence a déti s podezienim na ¢i s
prokazanou zavaznou dédi¢nou poruchou metabolismu a novorozenci a déti, jejichz rodice

nepodepsali informovany souhlas.

4.1.4 Kritéria pro nezarazeni-farmakokinetika

Fenobarbital
Mezi vylucujici kritéria pro zatazeni do fenobarbitalové studie patfil neonatalni abstinencni
syndrom, intrakranidlni krvaceni, té¢Zka kongenitalni abnormita, encefalopatie v disledku

jinych pfi¢in a novorozenci, jejichz rodice nepodepsali informovany souhlas.

4.2 Sledované parametry

4.2.1 Genotypizace
V ramci dizertacni prace jsem se zameftila na stanoveni vybranych polymorfismil pro CYP3A435,

CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, OPRM1, ABCBI1, COMT a PXR.

Odbér vzorku a izolace DNA z krve

Béhem béZnych odbérh na oddéleni JIRP KDDL bylo odebrano 200 mikrolitrii vendzni krve
do zkumavky s ptidavkem EDTA. Vzorky krve byly poté zmraZeny na -20°C a transportovany
do laboratofe k nasledné izolaci DNA, ktera byla provedena na komer¢né dostupném kitu DNA-
QIAmp Blood Mini Kit. Vzorky byly inkubovany pti 56°C v mikrozkumavkach za ptitomnosti
20 pl QIAGEN protedazy a 200 pl AL pufru po dobu 10ti minut. Poté po ptidani 200 pl 96%
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ethanolu ke smési do kazdé zkumavky byly vzorky pieneseny do plastové soupravy QIAmp
Minin Column s filtrem a centrifugovany (EPPENDORF mini Spin, Plus) po dobu jedné
minuty pti 8000 otackach/min. Nésledné byl produkt z kazdé zkumavky zachycen na filtr, ktery
byl vloZeny do spodni nddobky Collection Tube, fitrat byl znehodnocen. Po naneseni 500 pl
AWI pufru byl filtr centrifugovan opét jednu minutu pii 8000 otackach/min a nasledné
pfenesen do nové mikrozkumavky. Nasledné byl filtr v pfitomnosti 500 ul AW2 opét
centrifugovan, tentokrat po dobu 6 minut pii 14 000 otackach/min. Poté byl filtr pfenesen do
Cisté zkumavky a v pfitomnosti 200 ul AE pufru byla smés ponechana dalSich 6 minut pfi
pokojové teploté, vzapéti byla centrifugovéana opét jednu minutu pii 8000 ot./min. Findlni DNA
produkt nachézejici se ve vysledném filtratu byl poté uchovan pii teplot¢ 4°C v chladicim

zafizeni (Electrolux ERB 4252).

Genotypizace CYP3AS
Metodika polymerase chain reaction/restriction fragment length polymorphism (PCR/RFLP)
ke stanoveni polymorfismti CYP345 byla zvolena modifikaci diive popsaného postupu dle van

Schaika et al. [van Schaik et al. 2002].

SNP Nazev Sekvence Restrikéni enzym
primeru

rs2836508 | 28 5-CTC CAT TTC CCT GGA GACTTG-3" | TasI (Fermentas)
2R 5-CTGTTTCTTTCCTTCCAGGC-3’

rs776746 | 3S 5“CATGACTTAGTAGACAGATGAC-3 | Sspl (Fermentas)
3R 5‘“GGTCCAAACAGGGAAGAAATA-3*

Detekce polymorfismu 75776746 CYP3A5*3 (A46986G) byla zalozena na amplifikaci 293-bp
fragmentu DNA pomoci metody polymerase chain reaction (PCR) v thermocycleru (Thermal
Cycler, MyCycler, BIORAD, USA) s teplotou incidlni denaturace 94°C po dobu 2 minut,
nasledné 35 cykla 30s denaturace pii 95°C, 60s annealing 52.4°C a elongace 90s pii 72°C,
s naslednou zavére¢nou elongaci 7 minut ofi 72°C. Produkt PCR byl inkubovan 16 hodin pfti
37°C spolu s restrikénim enzymem Sspl (Fermentas). V pfipadé nepfitomnosti mutace
vznikaly pfi St€peni 3 fragmenty o velikosti 18, 125 a 20 bp. Byla-li mutace ptitomna, zaniklo

tim jedno $tépné misto, vznikly tedy 2 fragmenty, 168 a 125 bp. Produkty byly vizualizovany
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pomoci ethidium bromidu pod UV lampou (Gel Logic 212-Pro) po provedeni elektroforézy
(Biorad Sub-cell 192) na 3.5% agar6zovém gelu pii napéti 120 V po dobu 2.5 hodin.

Detekce polymorfismu 752836508 CYP3A45*2 (C27289A) byla zaloZena na amplifikaci
269-bp fragmentu DNA PCR s teplotou incialni denaturace 94°C po dobu 2 minut, nasledné 35
cyklt 30s denaturace pii 95°C, 60s annealing 57.2°C a elongace 90s pii 72°C, s naslednou
zavérecnou elongaci 7 minut pti 72°C. Produkt PCR byl inkubovan 16 hodin pti 37°C spolu s
restrikénim enzymem Tasl (Fermentas). V piipad¢ nepfitomnosti nebyl inicidlni fragment

Stépen, pii pfitomnosti mutace by se rozsteépil na fragmenty o velikosti 182 a 87 bp.

Genotypizace CYP2C9 a CYP2C19

Polymorfismy v genu CYP2C9 a CYP2C19 byly stanoveny metodou StripAssay (Viennalab).
V prvnim kroku byla provedena PCR reakce izolované DNA za pfitomnosti biotynilovanych
primert a Taq polymerazy, 94°C po dobu 2 minut, ndsledné 35 cykll 15s denaturace pti 94°C,
30s annealing 58°C a elongace 30s pii 72°C, s naslednou zavére¢nou elongaci 3 minuty pfi
72°C. Nasledné byla 30 min pii teplot¢ 45°C provedena hybridizace amplifikovanych produktii
na testovaci prouzky s imobilizovanymi paralelné navdzanymi oligonukleotidovymi sondami.
Navazané fragmenty DNA byly vizualizovany pomoci streptavidin-alkalické fosfatazy a

barevné substance.

Genotypizace CYP2D6
V nésledujici tabulce jsou uvedeny PCR primery a restriktazy pouZité v analyze polymorfisma

genu CYP2D6 dle standardnich opera¢nich postupti, zalozenych na diive validovanych

metodach:

SNP Nazev Sekvence Restrikéni
primeru enzym

CYP2D6*3 P51 5'-GCTGGGGCCTGAGACTT BsaAl (Ppu2ll)
D2 5-GGCTGGGTCCCAGGTCATAC (Fermentas)

CYP2D6%*4, *6 | P*3 5'-CCTGGGCAAGAAGTCGCTGGACCA | BstNI (Thermo)
P2 5'-GAGACTCCATCGGTCTCTCG

CYP2D6 XN Cypl7 5-TCCCCCACTGACCCAACTCT na

(duplikace) CyP32 5'-CACGTGCAGGGGACCTAGAT
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V ptipadé¢ stanoveni polymorfismu CYP2D6 byly provedeny 2 nasledujici PCR amplifikace:

1. Amplifikace LA pomoci LA polymerazy (Top Bio), ptistroj (Thermal Cycler, MyCycler,
BIORAD, USA)

2. Nasledna PCR LA produktu pomoci klasické Taq polymerazy

1. LA amplifikace byla zahajena inicialni denaturaci 94°C po dobu 2 minut, s naslednou

cyklickou denaturaci 20 pii 94°C, 70 s annealing pi1 57°C a zavérecnou elongaci 7 min

pii 68°C.

2. PCR pro alely *3, *4 a *6 probihala za incialni denaturace 94°C po dobu 2 minut,

nasledné 25 cykl 30s denaturace pii 95°C, 20s annealing 60°C a elongace 60s pii 72°C,

s naslednou zavérecnou elongaci 7 minut pii 72°C.

3. PCR pro stanoveni duplikace genu byla provedena nasledovné: LA amplifikace byla

zahajena inicidlni denaturaci 94°C po dobu 2 minut, s naslednou cyklickou (x35)

denaturaci 20 pti 94°C, 105 s annealing pti 57°C a zavérecnou elongaci 7 min pii 68°C.

RFLP alely *3 bylo provedeno pomoci restriktazy BsaAl 16 hod pti 37°C. Fragment 201 bp

byl v pfipad€ pfitomnosti mutace rozSt€pen na 181bp a 20 bp. RFLP alel *4, *6 probihalo

pomoci enzymu BstNI opét 16 hod pii 37°C. V ptipad¢ alely *4 se zanikem vazebného mista

byly vizualizovany fragmenty o délce 353 bp. V pfipad¢ alely *6 na doslo ke vzniku dals§iho

vazebného mista za vzniku fragmentti 190 bp, 139 bp a 23 bp.

Fragmenty pozorované u duplikace odpovidaly 3600 bp a byly vizualizovany po

provedeni elektroforézy (Biorad Sub-cell 192) na 1% gelu pomoci UV lampy (Gel Logic 212-

Pro).

Genotypizace PXR

V nésledujici tabulce jsou uvedeny PCR primery (VBC-Genomics) a restriktazy (Fermentas)

pouzité¢ v analyze polymorfismi genu PXR rovnéz dle standardnich operacnich postupd,

zaloZenych na dfive validovanych metodach:

SNP Nazev primeru Sekvence Restrikéni
enzym
rs1054191 | 3'UTRdef SmuF | 5*-TGTTTAACTGATTGTCAGCGTAG | Smul
3'UTRdef SmuR | 5°-TCTTCCGAGCTGCTTTGT (Fermentas)
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rs3814055 | Ups MuF 5¢-TTTTTGGCAATCCGAGATT Hinfl

Ups R 5‘-TAAAAGGCAAACAAGTACAAGC | (Fermentas)
rs2276706 | intl F 5’-AAGGGCTCAGTTTCTCCACA Hphl

intl R 5-“TAGAGGCATGAACCACCACA (Fermentas)
rs6785049 | int5 F 5¢-TTCACTGAGACCCCAGCTCT Hphl

intS R 5"- GGAGCAGCTCATGGACAGAT (Fermentas)

PCR pro polymorfismy PXR rs1054191 (G10799T/4), rs3814055 (C-25385T), rs2276706 (C-
241137T) ars6785049 (A7635G) probihala téméft identicky s teplotou incialni denaturace 94°C
po dobu 2 minut, nasledné 35 cykla (40 pro rs3814055) 30s denaturace pii 94°C, 90s annealing
53.5°C pro rs3814055, 45s annealing 61°C pro alelu rs1054191, 45s annealing 65°C pro alelu
rs2276706 a 45s annelaing 63°C pro alelu rs6785049 a elongace 60s pii 72°C, s naslednou
zavérecnou elongaci 7 minut ofi 72°C (Thermal Cycler, MyCycler, BIORAD, USA).
Produkty PCR byly inkubovany 16 hodin pti 37°C spolu s restrikénim enzymi.

Pozorované fragmenty jsou shrnuty v nasledujici z tabulce:

Mutace Restriktaza Fragment wild type | Mutantni alela
rs1054191 Smul (Fermentas) 354bp, 204bp 558 bp
rs3814055 Hinfl (Fermentas) 107bp, 17bp 124bp
rs2276706 Hphl (Fermentas) 311bp 194bp, 117bp
rs6785049 Hphl (Fermentas) 404bp 331bp, 73bp

Produkty byly vizualizovany pomoci ethidium bromidu pod UV lampou (Gel Logic 212-Pro)
po provedeni elektroforézy (Biorad Sub-cell 192) na 3.5% agar6zovém gelu pii napéti 100 V

po dobu 2 hodin (rs3814055), resp. 1.15 hodin (rs1054191), 65 minut (rs2276706, rs6785049)
na 3% gelu.

Genotypizace ABCB1

PCR primery a restriktazy pouzité v analyze polymorfismit ABCB1 jsou shrnuty v nasledujici

tabulce:
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SNP Nazev Sekvence Restrikéni enzym

primeru
rs1045642 | MDR 11 5-TGT TTT CAG CTG CTT GAT GG Bspl1431

MDR12 S“TGT TTT CAG CTG CTT GAT GG (Fermentas)
rs2032582 | MDR 9 5'-TGC AGG CTA TAG GTT CCA GG BshNI = Banl

MDR 10 5-TGC AGG CTA TAG GTT CCA GG (Fermentas)
MDR 10A | 5-TTT AGT TTG ACT CAC CTT CCC G | Bsp1431 (Thermo)

PCR pro polymorfismy rsi045642 ABCBI1 (C34357) a rs2032582 ABCBI (G2677A4/T)
probihala témét identicky s teplotou incidlni denaturace 94°C po dobu 2 minut, nasledné 35
cyklti 30s denaturace pti 94°C, 120s annealing 60°C pro rs/045642 a 45s annealing 60°C pro
alelu 4 a 60s annealing 60°C pro alelu T polymorfimu rs2032582 a elongace 60s pii 72°C,
s naslednou zavérecnou elongaci 7 minut ofi 72°C (Thermal Cycler, MyCycler, BIORAD,
USA).

Produkt obou PCR byl inkubovan 16 hodin pti 37°C, u rs1045642 spolu s restrikénim
enzymem Bspl431 (Fermentas) a alelu 7 u rs2032582 a Banl (Fermentas) pro alelu A.

Pozorované fragmenty jsou shrnuty v néasledujici z tabulce:

Mutace Restriktaza Fragment wild type | Mutantni alela
rs1045642 Bsp1431 158 bp, 39 bp 197 bp
rs2032582 alela A Banl 220 bp 206 bp, 14 bp
rs2032582 alela T Bsp1431 198 bp, 24 bp 224 bp

Produkty byly vizualizovany pomoci ethidium bromidu pod UV lampou (Gel Logic 212-Pro)
po provedeni elektroforézy (Biorad Sub-cell 192) na 3.5% agar6zovém gelu pii napéti 120 V
po dobu 2 hodin (rs1045642), resp. 3.5 hodin (rs2032582 alela A), resp. 2.75 hodin (152032582
alela T).
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Genotypizace OPRM1

SNP Nazev Sekvence Restrikéni enzym

primeru

rs1799971 | 118F 5'-AACACATACATGACCAGGAAGT-3" | Bsh 1236 I (Thermo)
118R 5-GGTCAACTTGTCCCACTTAGATC-3’

PCR amplifikace fragmentu o 224 bp pro jedinou stanovovanou alelu OPRM1 probihala za
nasledujicich podminek; incidlni denaturace 94°C po dobu 2 minut, nasledné 35 cykla 30s
denaturace pti 95°C, 60s annealing pfi teplot€¢ 61°C a elongace 60s pii 72°C, s naslednou
zavérecnou elongaci 7 minut pii 72°C (Thermal Cycler, MyCycler, BIORAD, USA).

Navazujici restrikce pomoci enzymu Bsh 1236 I probihala 16 hodin pfi teploté 37°C.
Bylo-li pfitomno $tépné misto diky pfitomnosti mutace, pak byl ptivodni fragment rozstépen na
200bp a 24 bp. Produkty byly vizualizovany pomoci ethidium bromidu pod UV lampou (Gel
Logic 212-Pro) po provedeni elektroforézy (Biorad Sub-cell 192) na 3.5% agar6zovém gelu
ptinapéti 120 V po dobu 3.5 h.

Genotypizace COMT
Pro stanoveni pfitomnosti polymorfismu COMT byly pouzity PCR primery a restrikéni

endonukledzy, jak uvedeno v tabulce, na zakladé metodiky starSich publikaci [George et al.

2008; Redden et al. 2005].

SNP Nazev Sekvence Restrikéni enzym
primeru
rs4633 | Primer S 5': 5"-TATCGGCTGGAACGAGTTCAT | Fast Digest BsaAl
Primer R 3" 5'-CTTCTGCTCGCAGTAGGTGTC | (Thermo Scientific)
rs4818 | Primer S 5" 5'-CAACCCTGCACAGGCAAGAT | Bcll (Fermentas)
Primer R 3" 5'-GCCCTTTTTCCAGGTCTGACA
rs4680 | Primer S 5": 5'-CTGTGGCTACTCAGCTGTG Hinl1II (Fermentas)
Primer R 3": 5'-CCTTTTTCCAGGTCTGACAA

Pro SNP rs4633 a rs4818 byly pouzity standardni podminky PCR s teplotou incialni
denaturace 94°C po dobu 2 minut, nasledn€ 35 cykll 30s denaturace pii 95°C, 90s annealing

55°C a elongace 90s pii 72°C, s naslednou zavérecnou elongaci 7 minut ofi 72°C. Produkt
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PCR u SNP rs4633 o délce 161 bp byl inkubovan 16 hodin pii 37°C spolu s restrikénim
enzymem BsaAl (New England Biolabs), St€épenim pii pfitomnosti polymorfismu vznikaly dva
fragmenty velikosti 79 a 82 bp. Produkt PCR u SNP rs4818 o délce 261 bp byl inkubovan 16
hodin pti 5°C spolu s restrikénim enzymem Bcl (Fermentas). Fragmenty byly vizualizovany
standardnim zpiisobem po provedeni 3 hodinové elektroforézy na 4% agardzovém gelu pfi
napéti 100V.

Pro SNP 754680 byly pouzity podminky PCR s teplotou incidlni denaturace 94°C po
dobu 2 minut, nasledn¢ 35 cykli 30s denaturace pi1 95°C, 60s annealing 52.4°C a elongace 60s
pii 72°C, s naslednou zavérecnou elongaci 7 minut ofi 72°C (Thermal Cycler, MyCycler,
BIORAD, USA). Produkt PCR u SNP rs4680 o délce 169 bp byl inkubovan 16 hodin pti 37°C
spolu s restrikénim enzymem Hin1II (Fermentas), a se vznikem fragmentti 114, 23 a 32 bp pro
alelu s vysokou aktivitou a 96, 23, 32 a 18 bp pro alelu s nizkou aktivitou. Produkty byly
vizualizovany pomoci ethidium bromidu pod UV lampou (Gel Logic 212-Pro) po provedeni
elektroforézy (Biorad Sub-cell 192) na 3.5% agar6zovém gelu pfi napéti 100 V Fragmenty byly

vizualizovany standardnim zpisobem po dobu 2.5 hodin.

4.2.2 Sledovani klinického stavu studijnich subjekti

COMFORT B-skore/COMFORT-Neo skore a sledovani ucinku analgosedace

Ke sledovani ucinku analgosedace byly pouzity dotazniky COMFORT-Neo scale (Obr. 4) u
novorozencl do 28. dne Zivota a COMFORT-B (Obr. 5) u déti nad tii mésice véku [Ista et al.
2005]. Hodnoceni osmi parametri u COMFORT-B a $esti parametrt u COMFORT-Neo (jeden
z parametrl alternativné dle pfitomnosti spontdnniho dychani ¢i umélé plicni ventilace) bylo
provadéno kazdé 3 hodiny oSetfujicim persondlem na zdklad¢ 2-minutového pozorovani.
COMFORT skoére < 11 poukazovalo na pfili§ hlubokou sedaci, COMFORT skore > 22 na
sedaci nedostate¢nou, jak bylo dfive stanoveno a validovano ve studiich Monique van Dijk [van

Dijk et al. 2000; van Dijk et al. 2009].
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OZetrovatelska dokumentace - COMFORT Neo Scale
KLINIKA: KDDL - Jednotka intenzivii péce
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Oietfovatelska dokumentace - COMFORT B Scale®
KLINIKA: KDDL - Jednotka intenzivni péce

*M_van Dk et al./Pain 84 (2000) 367-377
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Sophia Observational Scale (SOS) a sledovani syndromu z odnéti

Symptomy syndromu z odnéti byly systematicky vyhodnocovany od 5. dne podévani
kontinudlni analgosedace dle validovaného dotazniku Sophia Observational Scale (Obr. 6).
Celkem bylo hodnoceno 15 moznych symptomt spole¢né se srdecni akei a dechovou frekvenci.
Skoére symptom bylo rovnéz zaznamenano kazdé tii hodiny. Skore vyssi nebo rovno 4 po tfi po
sob¢ nasledujici pozorovani bylo povazovano za indikativni pro vyskyt syndromu z odnéti.

[Ista et al. 2013; Ista et al. 2009a; Ista et al. 2009b].
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Obr. 6: Sophia observational scale (SOS)

Valproat

Novorozena divka s hypoxicko-ischemickou encefalopatii, refrakternimi kieCemi a
multiorganovym selhanim byla 1é¢ena dle standardniho 1é¢ebného protokolu. U neustavajici
kfecové aktivita pfi monoterapii i dvojkombinaci antiepipleptik je na oddéleni JIRP KDDL
lékem volby VPA (Depakine 5 g/100 ml peroralni roztok, UNIQUE LIQUID
MANUFACTURING Colomiers, Francie). Pfitomnost kie¢i je béZn¢ monitorovana pomoci

aEEG piistroje Olympic-CFM 6000.
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Fenobarbital
Fenobarbital (Luminal inj., Desitin Arzneimitttel GmbH, Hamburg, Némecko), byl podan
intraven6zné formou narazové davky v rozmezi 10 - 20 mg/kg po dobu 15 minut, do maxima
40 mg/kg/den (vizte Uvod). Udrzovaci davka fenobarbitalu byla poddvana dvakrat denné
intravenozné v rozmezi 1 - 3 mg/kg. Novorozenci bez odezvy na aEEG (amplitude integrated
electroencephalography) na maximalni davku fenobarbitalu obdrzeli nadale iv fenytoin
v ndrazové davce 15 — 20 mg/kg (Epanutin inj., Hameln Pharmaceuticals GmbH, Hameln,
Némecko) s nasledujici iv davkou udrzovaci 2.5 - 4 mg/kg podanou dvakrat denné nebo
midazolam v kontinuélni intraven6zni infuzi (Midazolam Torrex inj., Chiesi Pharmaceuticals
GmbH, Viden, Rakousko) v davce 0.05 - 0.3 mg/kg i.v. az do vymizeni klinickych nebo
subklinickych kieci na aEEG.

Krevni vzorky pro stanoveni plazmatické koncentrace byly odebrany z arterialni krve

2-3,24,48, 72 a 96 h po podéani ndrazové davky fenobarbitalu.

4.3 PK analyza
Individualni PK parametry sledovanych 1éciv - distribu¢ni objem (Vd) a eliminacni konstanta
(Kel) byly spocteny v jednokompartmentovém PK modelu zaloZzeném demografickych a
klinickych datech pomoci programu MWPharm 3.01 software (MediWare, Praha, Ceska
republika).

Plazmaticka koncentrace fenobarbitalu byla métena fluorescen¢ni polarizaéni metodou
(FPIA, AXSYM Phenobarbital, Abbott laboratories, Abbott Park, USA) nebo kvantitativni
enzymatickou metodou (CEDIA® Phenobarbital 11, Microgenics Corporation, Fremont, USA).

Populaéni model fenobarbitalu byl individualizovan, aby vysledna simulace maximalné
korelovala s PK kiivkami individudlnich hodnot koncentraci vSech pacientil. Ostatni PK
parametry-clearance (CL) a biologicky poloc¢as (T1/2) byly spoéteny pomoci vzorce: CL =
Kel*Vd a T1/2 = In 2/Kel.

Veskera konkomitantni medikace, véetné normalizované kumulativni davky (na kg
hmotnosti), byla peclivé zaznamendna u vSech pacientll v pribéhu celé studie a nasledné byl
vyhodnocen vliv analgosedativni terapie na PK parametry fenobarbitalu. Byly zhodnoceny

potencialni 1ékové interakce zavislé i nezavislé na davce.
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4.4 Statistické vyhodnoceni dat
Deskriptivnich statistickych metod bylo vyuzito k popisu demografickych dat sledované
populace. 2 x 2 kontingenéni tabulky (,% test, byly pouZity pro porovnani frekvenci jednotlivych
alel. 3 x 3 kontingenc¢ni tabulky byly pouzity pro posouzeni Castle-Hardy-Weinberg ekvilibria
u studovanych polymorfismii. Jednocestna ANOV A analyza byla pouzita ke stanoveni rozdila
mezi jednotlivymi genotypy v souvislosti s ddvkami, délkou terapie a hodnotou COMFORT-
skore. Pro porovnani medianu kumulativnich davek, davek vztazenych na kg a hodinu a délky
terapie analgosedativnimi 1é¢ivy mezi sledovanymi skupinami byl pouzit Mann-Whitney test.
P-hodnota mensi nez 0.05 byly povazovéana za mez statistické signifikance.

Zaucelem objasnéni vyvoje syndromu z odnéti byla aplikovana multivariacni logisticka
regrese s celkovou davkou sufentanilu, midazolamu, dobou 1é¢by sufentanilem a midazolamem
jakozto vysvétlujici proménné v podskupindch novorozenct a déti starSich 3 mésict veéku, které
dostavaly obé& 1éciva soucasné. Logisticka regresni analyza byla provedena metodou Wald
forward stepwise method, postup pro zafazeni a vylouceni parametru byl nastaven na 0.05 a
0.15. Analyza kiivky ROC byla provedena pro identifikaci hodnoty, kterd nabizi nejlepsi
sensitivitu a specificitu. Byl pouZit statisticky bali¢ek Dell STATISTICA verze 12.

Priméry deskriptivnich parametri, smérodatné odchylky, mediany PK parametra
fenobarbitalu a vliv komedikace na PK parametry fenobarbitalu byl spo¢ten a vyhodnocen
pomoci programu GraphPad Prism 3.02 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA). 95 %
konfiden¢ni intervaly (CI) pro medidny byly spocteny metodou Bonett and Price (2002).

5. Vysledky

5.1 U¢inek a neZadouci u¢inky analgosedativnich 1é¢iv se zaméFenim na
sufentanil, tramadol a midazolam
5.1.1 Demografické charakteristiky studijni populace

Vstupni 1 vylu€ovaci kritéria splnilo celkem 18 déti a 30 novorozencii narozenych ve 36. - 42.
gestatnim tydnu (Tab. 1) se Sirokym spektrem zakladnich diagnéz. VSechny subjekty byly
kavkazské rasy. U pacienta ¢islo 26 doslo ke znehodnoceni DNA vzorku, proto u n¢j byl
stanoven genotyp jen u omezené¢ho poctu genli. Demografické parametry novorozencu a déeti
jsou uvedeny v tabulce 1. Dvacet pét novorozencti bylo pfijato z ditvodu respiracniho selhani
(v disledku perinatalni asfyxie, pneumonie RSV (respiratory syntial virus) ¢i jiného ptvodu,
aspirace amniotické tekutiny), Ctyfi trpéli sepsi a jeden meningoencefalitidou. Pro zékladni
diagn6zu pneumonii/respiracni selhani bylo hospitalizovano celkem sedm déti, pro popéleniny
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pét déti, pro rozvoj akutni myokarditidy dvé déti a z divodu dehydratace, dvé z diivodu atrofie
mozku, pro sepsi a dehydrataci po jednom ditéti.

Dvacet ctyii novorozenct a sedm déti bylo propusténo v celkové klinicky pfiznivém
stavu, dva novorozenci a deset déti bylo po stabilizaci Zivotnich funkci pieloZzeno na jiné
odd¢leni k pokraCovani 1écby, nasledna prognéza dvou novorozenct byla celkové neptizniva,

dva novorozenci a jedno dité zemfelo.

Parametr Novorozenci (N=30) Déti (N =18)
Pohlavi (M/Z) 17/13 13/5

PMA (weeks), median (rozmezi) 40 (37 -42) 124 (48 - 730)
Hmotnost (kg), median (rozmezi) 3.37(245-4) 12 (3.4 - 50)

Apgar skére 1. min, median (rozmezi) 4.5 (0-10) -
Apgar skore 5. min, median (rozmezi) 7 (1-10) -
Apgar skore 10. min, median (rozmezi) 8 (3 —10) -
Spont. porod (n/N) 13/30 -

Tab.1: Zdkladni demografické parametry sledovaného souboru.

5.1.2 Davky léc¢iv a hodnoty namérenych skore

Krom¢ sufentanilu a midazolamu pacienti dostali median (rozmezi) 0.25 mg/kg/h (0.03 — 0.34
mg/kg/h) hodinové davky, tj. median (rozmezi) 6.0 mg/kg/den (0.72 - 8.16 mg/kg/den)
tramadolu (13 novorozenct, 14 déti) a medidn (rozsah) 0.24 mg/kg/h (0.03 - 1.06) hodinové
davky, tj. median (rozmezi) 5.76 mg/kg/den (0.72 - 25.4 mg/kg/den rozdelenych ve dvou nebo
ttech dennich davkach) fenobarbitalu (28 novorozenct, 15 déti). Néktefi pacienti také dostali
béhem hospitalizace dalSi analgosedativni 1é¢iva: klonidin (dva novorozenci a Sest déti),
ketamin (pé€t déti) nebo chloralhydrat (Ctyfi déti).

Novorozenci dostavali sufentanil vyznamné krat$i dobu nez déti starSi tii mésicd,
zaroven byl 1 jejich median kumulativni davky sufentanilu numericky niZsi, ackoliv statisticky
nesignifikantni (P = 0.11). Mezi novorozenci a détmi nebyl zjistén zadny vyznamny rozdil
davkovani a trvani 1é¢by midazolamem (Tab. 2). Hodinova davka sufentanilu byla podobna u

obou skupin.
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Analgosedativni 1é¢ivo Novorozenci (N=30) Déti (N=18)

P.p. sufentanil 26/30 17/18

P.p. midazolam 23/30 14/18

Kumulativni davka sufentanilu (ng/kg)  28.23 (5.10 - 280.40)  63.44 (4.50 - 918.52)
Kumulativni davka midazolamu (mg/kg) 12.63 (212 - 51.25) 12.47 (2.83 - 41.36)

Celkova doba podavani sufentanilu (h) 109 (55 - 790)* 182 (22 - 885)
Celkova doba podavani midazolamu (h) 105 (7 - 625) 111 (2 -398)
Sufentanil davka pg/kg/h 0.24 (0.07 - 1.96) 0.35(0.10 - 1.04)
Midazolam davka mg/kg/h 0.11 (0.05 - 0.35) 0.14 (0.07 - 0.29)

Tab.2: Davkovani analgosedativnich léciv

Vyssi hodnoty SOS skore byly zaznamenany v podskupiné déti. COMFORT skoére <11
bylo registrovano témét u poloviny novorozencii, zatimco nadmérnd sedace byla relativné

vzacné pozorovana u déti starSich tifi mésici. Pouze vyjimec¢né bylo registrovano COMFORT

skore nad 22 u novorozencii (Tab. 3).

Dotaznik Novorozenci (N=30) Déti (N=18)
SOS skoére 1(0-17)* 2(0-12)
COMFORT NEO/B skére 11(2-26) 16 (5-31)
COMFORT NEO/B > 22/n 2/2278 99/2008
COMFORT NEO/B <11/n 1117/2278 46/2008

Tab.3: Hodnoty COMFORT a SOS skore u novorozencii a deti, hodnoty v medianu (rozmezi),
* P <0.05 vs. déti.

5.1.3 Vliv jednotlivych genetickych polymorfismi na analgosedativni
ucinek a davkovani 1éciv
Frekvence jednotlivych sledovanych alel u obou podskupin dokromady jsou uvedeny v tabulce
4.
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Skuteéna

Gen Polymorfismus RS cislo frekvence alel
CYP3A45 C27289A4 (CYP3A5%*2) rs28365083 0.00
A6986G (CYP3A5*3) rs776746 0.95
OPRM1 AllI8G rs1799971 0.11
ABCBI1 C3435T rs1045642 0.50
ABCBI1 G2677T/A rs2032582 0.45
PXR G107994 rs1054191 0.15
PXR C-25385T rs3814055 0.37
PXR C-24113T rs2276706 0.37
PXR A7635G rs6785049 0.66
comMT Cl86T rs4633 0.49
coMT C408G rs4818 0.36
comMT G4724 rs4680 0.50
CYP2D6 2549delA (CYP2D6%*3) rs35742686 Nenalezena
G18464, 1707delT rs3892097 Nenalezena
XN Nenalezena
(CYP2D6*4, CYP2D6%*6)  rs5030655 Nenalezena

Tab.4: BCBI-ABCBI efluxni transportér, COMT-katechol-o-methyltransferaza, CYP2D6-
cytochrom P450 izoenzym 2D6, OPRM 1-u-opioidni receptor, PXR-pregnan X receptor, RS-
reference sequence, XN duplikace (amplifikace).

Nositelé wild-type alely COMTrs4680 dostavali vyrazné vyS$i hodinovou davku
sufentanilu [(0.25 pg/kg/h (0.07 - 1.18)] neZ nositelé homozygotni varianty [0.15 pg/kg/h (0.10
- 0.23), P = 0.04] numericky trend k vy$si hodinové davce sufentanil u nositelt PXRA7635G
wt [0.33 pg/kg/h (0.23 - 0.45)] ve srovnani s nositeli variantnich alel [0.21 pg/kg/h (0.07 - 1.18);
P =0.10]. Trend smérem k niz§imu davkovani midazolamu byl zaznamenan v ABCBI1C3435T
u vSech nositelt wild-type alely [CC + CT, 0.10 mg/kg/h (0.05 — 0.29)], a také u CC
homozygotl [0.10 mg/kg/h (0.05 — 0.20)] oproti variantnim homozygotiim [0.13 (0.08 — 0.35);
P=0.09, P=0.10, resp.].

Heterozygoti pro rs/045642 u ABCBI1 dost dostali niz§i davku tramadolu nez variantni
homozygoti (0.18 (0.13-0.3) vs. 0.26 (0.12-0.32) mg/kg/h, P = 0.044) a wild-type homozygoté
(0.18 (0.13 - 0.3) vs. 0.29 (0.03 — 0.34) mg/kg/h, P = 0.07).

Wild-type homozygoti (n = 7; COMFORT Neo/-B skore> 22/n; 28/610) a heterozygoté
pro rs1045642 v ABCBI (n = 8; COMFORT Neo/-B skore > 22/n; 36/1114) byly statisticky
vyznamné Castéji nadmérné sedovani neZ variantni homozygoté (n = 12, COMFORT Neo / -B
skore> 22 /n; 13/1272, P = 0.04, P = 0.02).

Podstatny rozdil byl pozorovan u novorozenct a déti ve véku nad tii mésice v hodnotéach
skore COMFORT Neo / -B. Zatimco u déti byly odectené hodnoty COMFORT skore pievazné
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v terapeutickém rozmezi (COMFORT Neo/-B skore 11 - 22), novorozenci byli Casto pfili§
sedovani (COMFORT-Neo méné nez 11).

5.1.4 Vliv jednotlivych genetickych polymorfismii na rozvoj syndromu
z odnéti

Syndrom z odnéti (angl. withdrawal syndrome, zkratka WS) byl diagnostikovan u 16 subjekti,
sedmi novorozenct a deviti déti. VSechny subjekty se syndromem z odnéti obdrzeli sufentanil.
Vyrazné vice analgosedativnich 1é¢iv na pacienta bylo pouzito u pacientli se syndromem
z odnéti. Celkova doba podavani analgosedativni terapie, umé¢lé plicni ventilace a hospitalizace

byla u téchto subjektii signifikantn¢ delsi (Tab.5).

Parametr WS sk. (N =16) Non-WS sk. (N = 32)
Soucasné sufentanil a midazolam (n/N) 15/16 20/32

Pouze sufentanil (n/N) 1/16 7/32

Pouze midazolam (n/N) 0/16 5/32

AS 1écivo 42-17) 3(1-4)**

P. dni analgosedativni terapie 21 (9-60) 6 (2-13)**

P. dni UPV 13.5(7-81) 5(3-12)**

P. dni hospitalizace 24 (10 -81) 13 (3-29)**
Kumul. d. sufentanilu (ug/kg) 88.60 (20.21 - 918.52)  21.71 (4.50 - 162.29)**
Kumul. d. midazolamu (mg/kg) 18.22 (6.93 - 51.25) 9.94 (2.12 - 49.83)*
Celkova doba podani sufentanilu (h) 327 (136 - 885) 92 (22 - 211)**
Celkova doba podani midazolamu (h) 141 (2 - 625) 88 (7 -232)*
Sufentanil davka (ng/kg/h) 0.33(0.10-1.18) 0.23 (0.70 - 1.96)
Midazolam davka (mg/kg/h) 0.105 (0.06 - 0.35) 0.12 (0.05 - 0.24)

Tab. 5: Vysledky lécby podle rozvoje abstinencniho syndromu. Sk.-skupina, P.-pocet, UPV-
umeéla plicni ventilace, hodnoty median, rozmezi, WS-withdrawal syndrom (syndrom

z odneti)* P < 0.05 vs. WS skupina, ** P < 0.001 vs.

Vyrazné vys$i stfedni kumulativni davky jak sufentanilu, tak midazolamu byly podéany
pacientim s WS, a to jak v celkové populaci, tak i v populaci novorozenecké a détské
podskupiny. Stfedni kumulativni davky sufentanilu u novorozencti s vs. bez WS byly 81.48
ng/kg/h (33.83 —208.40) a 20.55 pg/kg/h (5.10 - 162.29); P <0.01, resp. Ptislusné hodnoty pro
déti byly 95.61 pg/kg/h (20.21 — 918.52) a 34.20 ug/kg/h (4.50 — 91.69); P <0.05. Analogicky
medidny kumulativnich ddvek midazolamu 20.38 mg/kg/h (10.63 — 51.25) a 10.57 mg/kg/h
(2.12 — 49.83); P < 0.05 u novorozenctt WS a non-WS, resp. Ptislusné hodnoty pro déti byly
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16.73 mg/kg/h (6.93 - 41.36) a 9.40 mg/kg/h (2.83 - 35.45); P = 0.13. D¢élka terapie byla také
vyssi u WS ve srovnani se skupinou bez WS. Median doby trvani 1é¢by u sufentanilu u
novorozencl s WS vs. non-WS byl 378 h (177 -790)a 88 h (0-211); P <0.01, zatimco stfedni
hodnota midazolamu doba 1é¢by byla 184 h (105 - 625) a 82 h (7 - 219); P < 0.01. Pfislusné
hodnoty pro skupinu déti byly 234 hodin (136 - 885) a 142 hodin (22 - 184); P < 0.01 pro
sufentanil a 113.5h (2-398)a 111 h (24 - 232 ° C); P <0.45 pro midazolam.

Multivariani analyza ukézala, Zze doba trvani 1écby sufentanilem poskytla nejlepsi
vysvétleni vyvoje abstinen¢niho syndromu (sensitivita 0.81, specificita 0.94), zatimco dalsi
explanatorni proménné nebyly statisticky vyznamné. Analyza kiivky ROC byla provedena dle
doby 1é¢by sufentanilem, hodnota AUC byla 0.96, P =0.0039. Limitni hodnota (hodnota rizika)
trvani 1é¢by sufentanilem u ROC nebyla jedind jednozna¢na hodnota v piipad€ pouziti Youden
indexu, zatimco nejmensi vzdalenost od bodu ROC s citlivosti a specifi¢nost rovnajici se 1
udavala rizikovou hodnotu 177 h (7 dni a 9 hodin, Obr.7). Nebyla nalezena zadné souvislost

mezi genetickymi polymorfismy a rozvojem syndromu z odnéti.
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Obr.7: A: Doba podavani sufentanilu, rozvoj syndromu z odnéti a sensitivita specificita, B:

Doba podavani sufentanilu, rozvoj syndromu z odnéti a ROC point distance.
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5.2 Farmakokinetika sledovanych léciv

Valproat

5.2.1 Plazmatické hladiny VPA a geneticky polymorfismus u 7 dni staré

divky s rozvinutou hyperamonémii po podani standardni davky valproatu

U 7 dni starého novorozence (divka, 39 + 4 g.t., porodni hmotnost 3050 g, Apgar skore 2-2-4)
primarné lécen¢ho pro tézkou hypoxicko-ischemickou encefalopatii se vyvinuly refrakterni
zachvaty se sekunddrnim multiorgdnovym selhdnim. Divka byla 1é¢ena fenobarbitalem,
fenytoinem a VPA.

Narazova davka VPA byla 10 mg/kg, udrzovaci davka peroraln¢ podavané VPA byla
12 mg/kg/den rozdélena ve 3 dennich davkéach. Hyperamonemické encefalopatie vyvolanad VPA
byla diagnostikovana podle klinickych kritérii (Sarnat\Sarnat 1976), zatimco aEEG zaznam byl
normalni. Byla zahdjena specifickd 1écba hyperamonémie: kontinudlni veno-ven6zni
hemodialyza (CVVHD - pratok krve 20 ml/min, rychlost dialyzy 5 I/h), benzoat sodny
(200mg/kg.4/h), L-arginin (250 mg/kg/davka), L-karnitin (100 mg/kg/dadvka), a omezeny
ptijem bilkovin (0.5 g/kg/den). Plazmatické koncentrace amoniaku klesly v pribéhu prvnich
4.5 hodiny 1é¢by z 1958 az na 104 umol/l a hodnoty VPA se snizily z 207.5, 82.3, 43.4, 25.0,
11.9, 5.3 mg/L azZ na troven terapeutickych hodnot béhem 3 hodin po zah4jeni CVVHD (Obr.
8). Dle naméfené koncentrace VPA (metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie,
Abbott Diagnostics, USA) byly odhadnuty farmakokinetické parametry - clearance a
distribu¢ni objem VPA Vd 0.13 I/kg, rychlost eliminace (kel) 0.0290 h™!, elimina¢ni polocas
(T12) 23.9 h, a clearance CL = 0.0037 I/h. kg™! (Obr. 8), (PC Program MWPharm Version ++
Mediware Praha, Ceska republika).
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Obr. 8: Simulace priubéhu koncentrace VPA na zakladeé vstupnich farmakokinetickych

parametri.

U novorozené divky byl stanoven genotyp CYP2C9 (*1/*]) odpovidajici fenotypu rychlého

metabolizatora pro CYP2C9 a CYP2CI19 (*1/*2), odpovidajici intermedidrnimu fenotypu

CYP2C19. Selektivni metabolicky screening vcetné tandemové hmotnostni spektrometrie a

hladiny karnitinu v plazmé nenalezly zadné abnormalni vysledky. Novorozenec prezil se

sttedné tézkym neurologickym postizenim a byl preveden do regionalniho perinatalniho centra

pro nasledné sledovani.

Fenobarbital

5.2.2 Demografické charakteristiky studijni populace

Do studie bylo pfijato 37 zralych novorozencii (22 chlapcii, 15 divek). Celkem 24 pacientii bylo

lé¢eno celotélovou hypotermii, 13 pacientl byla 1é¢eno za normotermickych podminek.
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Parametr Hodnota
Gestacni vék pramér (SD) 39.32 (1.36)
Narazova davka fenobarbitalu mg/kg 5.04 -34.29
Udrzovaci davka fenobarbitalu mg/kg/den 1.07 - 20.31

Tab.6: Vek a davkovani fenobarbitalu ve sledované populaci.

5.2.3 Vliv lékovych interakcei na urovni metabolismu na farmakokinetické

parametry fenobarbitalu
Celkem bylo ve farmakokinetické analyze vyhodnoceno 110 vzorki (na jednoho pacienta
ptipadalo 2 - 5 vzorkll). Ze skupiny analgosedativnich 1é€iv pacienti kromé fenobarbitalu
uzivali také fenytoin, sufentanil, midazolam a tramadol. Primérné (SD) Vd, CL a T1/2 hodnoty
byly pro fenobarbital 0.4941 (0.2439) I/kg, 0.0040 (0.0023) 1/h/kg al06.55 (59.07) h,
v uvedeném potadi. V tabulce 7 jsou patrné PK parametry ostatnich 1éCiv. Ve studijni populaci
byla pozorovana vyssi mira interindividuélni variability, jak patrno z koeficientu variace pro

Vd 49.35 %, CL 58.00 % a T1/2 55.44 %.
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Létivo Vd (I/kg) Cl1 (/h/kg) T1/2 (h)
Fenytoin A 0.4569 (0.2779-  0.0034 (0.0020-  128.33 (97.04-
0.6359) 0.0047 159.63)
N 0.4841 (0.3614-  0.0035 (0.0026-  92.40 (82.15-
0.6067) 0.0044) 102.65)
Sufentanil A 0.4844 (0.3802- 0.0034 (0.0024-  93.65 (74.32-
0.5886) 0.0043 112.97)
N 0.4703 (0.2984-  0.0039 (0.0031-  93.02 (65.18-
0.6422) 0.0048) 120.87)
Midazolam A 0.4841 (0.3716- 0.0034 (0.0025-  93.02 (87.96-
0.5965) 0.0043) 98.09)
N 0.4569 (0.2663-  0.0037 (0.0026-  99.00 (64.55-
0.6475) 0.0048) 133.45)
Tramadol A 0.4841 (0.3314- 0.0034 (0.0024-  99.00 (50.13-
0.6367) 0.0043) 147.87)
N 0.4569 (0.3567-  0.0037 (0.0026-  92.40 (85.88-
0.5571) 0.0048) 98.92)

Tab.7: Mediany (95% CI) farmakokinetickych parametru fenobarbitalu v podskupinach s (4)
a bez (N) soubézné léchy.

vd (Lkg™)

0.54

0.0

0 10 20 30
CND (mg.kg™)

R = 0.014260

30 40 50

CND (mg.kg™)

Obr. 9: Graf A- vztah mezi distribucnim objemem fenobarbitalu a kumulativni davkou
fenytoinu, fraf B-vztah mezi clearance fenobarbitalu a kumulativni davkou fenytoinu.

Ve studii nebyli pomoci linedrni regrese a kumulativnich davek konkomitantnich 1éCiv

(normalizovanych na kg hmotnosti) zaznamenany vyznamné lékové interakce, které by
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ovlivnily farmakokinetiku fenobarbitalu (fenytoin-obr. 9). Nepozorovali jsme signifikantni na

davce zavislé interakce mezi fenobarbitalem a ostatnimi 1€civy.

6. Diskuze

6.1 Davkovani sufentanilu, midazolamu a tramadolu, sledovani terapeutického
ucinku a rozvoje syndromu z odnéti a vliv genetickych polymorfismu
Prvni prospektivni studie zaméfena na analgosedativni 1é¢iva a vliv genetického polymorfismu
ukazala, ze aCkoliv byla analgosedativni terapie peclivé sledovdna pomoci validovanych
skorovacich systémil pro hodnoceni terapeutické ti¢innosti i rozvoje abstinen¢niho syndromu,
dosazeni optimalni analgosedace je u mnoha pacienti naro¢ny ukol, zejména ve skupiné
novorozencl. Hodnoty COMFORT Neo skore ukazaly, Ze v 50% pozorovani byly novorozenci
nadmérné sedovani, zatimco nedostatecné sedace byla vzacna. Na druhou stranu byla sedace
ve skuping déti starSich tii mésict dle namétenych hodnot v prevazné vétsin€ adekvatni, protoze
pouze 7% hodnot skore indikovalo bud’ nedostate¢nou nebo nadmérnou sedaci.

Incidence abstinenéniho syndromu u obou skupin pacienti byla vysoka;
diagnostikovdna u 23% novorozencl a 50% déti. Novorozenci dostavali podobné hodinové
davky sufentanilu i midazolamu jako déti, zatimco doba 1é€by a kumulativni davky sufentanilu
byly u novorozenecké skupiny nizsi. Tento rozdil pravdépodobné vysvétluje odlisny klinicky
vysledek s ohledem na sedativni Ui€inek a syndrom z odnéti (withdrawal syndrome, WS) mezi
novorozenci a détmi, nebot’ nezralost eliminacnich cest u novorozencu byla pravdépodobné
zodpovédna za epizody akutni nadmérné 1€¢by pii podani srovnatelnych hodinovych davek
novorozencim i détem.

Doba trvani podévani opidt, kumulativni davka a pocet pouzitych 1€kt predstavuji
rizikové faktory pro rozvoj abstinen¢niho syndromu. U vSech subjekti, kterym byla podavéana
1é¢ba sufentanilem po dobu deviti dntl, se objevil syndrom z odnéti. Pacienti s WS také stravili
podstatné del$i dobu na umélé plicni ventilaci i celkoveé v nemocnici. Sledovali jsme symptomy
WS nejprve po 5 dnech analgosedace v souladu s pfedchozimi studiemi. Incidence WS se
piiblizila 100% ve dvou studiich u pacientt 1é€enych po dobu delsi nez 5 dnti [Bicudo et al.
1999; Fernandez-Carrion et al. 2013], zatimco Franck et al. zaznamenal 86% vyskyt [Franck et
al. 2004]. V jiné publikované studii Sfoggia et al. byl pozorovan celkovy vyskyt 34% WS, ve
skupiné s nejvyssim davkovanim az 49% [Sfoggia et al. 2003]. Nedavna studie naznacuje, ze

iatrogenni WS po pouhych 3 dnech sedace nebo analgezie mtze také nastat u mensSiny pacienti
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[da Silva et al. 2016a]. Z uvedeného vyplyva, ze odhad hodnoty 7 dni (177 hodin) trvani 1écby
sufentanilem jako rizika pro vyvoj WS muze byt povazovan za konzervativni, skutecnost
reflektujici, protoZe pozorovani bylo zalozeno na relativné pfisném skorovacim systému Sophia
Observational Scale.

Stiedni kumulativni davky sufentanilu byly ve skupiné¢ WS piiblizn¢ 4krat vyssi nez u
pacientii bez WS a tento rozdil byl podobny u novorozencti a déti. Vliv kumulativnich davek
sufentanilu na vyvoj WS dosud nebyl studovan, ale vzhledem k tomu, Ze opioidni i¢innost
sufentanilu je povazovana za 7 - 10krat vyssi nez fentanylu, [Li et al. 2015], 1ze pfedpokladat,
ze kumulativni davka jako rizikovy faktor WS bude odpovidajicim zplisobem niz§i. Median
hodnot 95.61 pg/kg (20.21 - 918.52) a 81.48 ng/kg (33.83 - 208.4) ve skupin¢ WS u déti a
novorozencl (resp.) 1ze dobie porovnat s primérnou kumulativni davkou fentanylu 0.98 mg/kg
diivé pozorovanou ve skupiné pacienti s WS [Fernandez-Carrion et al. 2013]. Ddle,
Dominguez et al. uvadi, Ze celkova davka fentanylu > 0.415 mg/kg (415 pg/kg) predikovala
déti byly hlaseny vyssi kumulativni davky fentanylu, ale krats$i doba 1é¢by jako rizikovy faktor
nez v nasi studii [Katz et al. 1994]. Kumulativni davka fentanylu 1.4 mg/kg nebo trvani perfiuze
po dobu delsi nez 5 dnt se jevilo jako riziko vzniku WS, zatimco kumulativni davka fentanylu
> 2.5 mg/kg (2500 pg/kg) a>9 dni lécby byly 100% prediktivni [Katz et al. 1994]. Tento rozdil
mize byt mimojiné pficitan riznym skoérovacim systémim hodnoceni pouzivanym v obou
studiich, které mohou mit odliSnou citlivost k detekci WS.

Median kumulativni ddvky midazolamu v skupindch WS a non-WS 18.22 (6.93 - 51.25)
a 9.94 (2.12 - 49.83) mg/kg, resp., byly ve studii v rozmezi diive uvadénych hodnot. V malé
studii byla hlaSena kumulativni davka midazolamu 60 mg/kg jako rizikovy faktor pro rozvoj
WS [Fonsmark et al. 1999]. Nicméné¢, v jiné studii median midazolam ekvivalentli vztaZzenych
na kg télesné hmotnosti byl 7.6 mg/kg (4.2 - 10.4) vs. 2.3 mg/kg (1.0-3.5) u rizikovych pacientl
oproti pacientim bez rizika rozvoje WS; P < 0.001, resp. [Franck et al. 2008]. V evaluacni
studii SOS (konkomitantni opioid-morfin) byla kumulativni ddvka midazolamu ve skupiné¢ WS
77.9 mg/kg (34.6 - 169.6) se 17 dny (9 - 27) expozice ve WS skupiné a 34.8 mg/kg (16.9 - 71.8)
s 9 dny (6 - 14) expozice v non-WS skupiné (P < 0.0001), [Ista et al. 2013]. Vysoka variabilita
udaji o davkovani midazolamu v souvislosti s vyvojem WS je pravdépodobné zplsobena
rozdily v soubézné¢ podavanych lécich, zejména z analgosedativnich tiid, znacné
nekonzistentné mezi jednotlivymi publikovanymi studiemi.

U sufentanilu a midazolamu nebyla nalezena Z4dnd vyznamna souvislost mezi

polymorfismy kandidatnich genti a klinickym skérovanim pro ucinek analgosedace
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(COMFORT skére) nebo syndrom z odnéti (SOS skore). Zda se, ze rs4680 SNP COMT varianta
ovlivnila davkovani studovanych 1€kt u pacientt, aby bylo dosazeno stejné klinické odpovédi,
protoze homozygoté pro variantni alelu dostavali nizs$i hodinovou davku nez nosici alel wild-
type. Nebyly nalezeny zadné udaje o vztahu mezi COMT polymorfismy a i€innosti sufentanilu,
avSak tato SNP byla casto studovédna u pacient IéCenych jinymi opioidy. Varianta
COMTrs4680 byla spojena se zvySenym skore intenzity bolesti, ale neovlivnila spotfebu
morfinu nebo oxykodonu v pooperacnich studiich [Kambur et al. 2013; Kolesnikov et al. 2011;
Nielsen et al. 2015]. Ve studiich zaméfenych na chronickou bolest byla variantni alela spojena
s vys§imi pozadavky na morfin v porovnani s homozygotnimi subjekty wild-type [Rakvag et
al. 2005; Reyes-Gibby et al. 2007], ale v jinych studiich byly ziskany protichiidné vysledky
[Klepstad et al. 2011; Nielsen et al. 2015; Rakvag et al. 2008; Walter and Lotsch 2009].

U nosict variant PXR A7635G jsme pozorovali tendenci niz§i hodinové davky
sufentanilu ve srovnani s homozygoty wild-type. Experimentalni data naznacuji, Ze aktivace
PXR zvySuje aktivitu P-glykoproteinu (ABCBI1) in vivo a znesnadiiuje tim pronikani
methadonu do CNS, ¢imZ podminuje snizenou uc¢innost 1éku [Bauer et al. 2006].Teoreticky by
varianta PXR s niZ8i aktivitou zménila vnimani bolesti nebo umoznila snizeni davky opioidu.

Homozygot¢é ABCBI 3435TT ve studované populaci dostavali vyznamné vyssi
hodinovou davku midazolamu ve srovnani s homozygoty wild-type. Midazolam patii mezi
znamé substraty ABCB1, ovSem pfedchozi studie nenalezla souvislost mezi klinickou odpovédi
na midazolam, jeho plazmatickymi hladiny mida polymorfismy ABCBI [Byon et al. 2012;
Tolle-Sander et al. 2003].

Polymorfizmy CYP2D6 jsou nejCastéji zkoumany s ohledem na G¢innost a bezpecnost
tramadolu [Leppert 2011]. Ackoliv byl stanoven genotyp CYP2D6 u studijnich subjektt, vyskyt
polymorfnich alel byl zanedbatelny. Dospéli pomali metabolizatoti (PMs) méli sniZenou tvorbu
metabolitli tramadolu a tomu odpovidajici minimalni sniZeni bolesti po terapeuticé davce
v diivéjSich studii [Lassen et al. 2015; Somogyi et al. 2015; Stamer et al. 2003; Zahari and
Ismail 2014]. Na druhou stranu ultrarychli (UMs) a extenzivni metabolizatofi (EMs) méli vyssi
metabolickou clearance tramadolu (az 14x u EMs vs. PMs), [Bastami et al. 2014; Borlak et al.
2003; Gan et al. 2002; Gan et al. 2007; Garcia-Quetglas et al. 2007; Halling et al. 2008; Li et
al. 2010] nez pomali metabolizatoti (PM) a u pacienti s intermedidrnim metabolizmem
(IMs),[Gan et al. 2002]. Jedno-davkové a kratkodobé studie tramadolu prokazaly vyssi
maximalni plazmatickou koncentraci aktivniho metabolitu a také vétsi analgézii, vétsi miozu a
vyssi vyskyt nauzey u CYP2D6 UMs ve srovnani s EMs [Kirchheiner et al. 2008; Slanar et al.
2006]. Zda se také, ze u dospélych pacientii s CYP2D6 UM se €astéji projevi nezadouci t€inky
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tramadolu [Haufroid and Hantson 2015]. Tramadol zvysil vyskyt nevolnosti u UMs
v experimentalni studii [Kirchheiner et al. 2008], i kdyz vysledky jiné studie mohou byt v
rozporu [Bastami et al. 2014]. Nicmén¢ nékolik kazuistik doklada zdvaznou toxicitu tramadolu
u dospélych pacientt [Elkalioubie et al. 2011; Gleason et al. 1997; Stamer et al. 2008]. U déti
Allegaert et al. vysvétluje variabilitu clearance tramadolu na O-demethyltramadol (M1) podle
velikosti, postmenstrua¢niho véku (52.7% variability) a také CYP2D6 polymorfismu (6.4%
variability). Clearance M1 se zd4 byt velmi nizké u piedCasné narozenych novorozenct, bez
ohledu na polymorfismus CYP2D6 s naslednym rychlej$im dozravanim aktivity, zatimco studie
naznacuji, ze nasledny sklon nartistu zavisi na individualni arovni CYP2D6 aktivity [Allegaert
et al. 2009b; Allegaert et al. 2008b]. Ve studii stejnych autorti (n = 295, postmenstruacni vék
25 tydnt az 84.8 years, hmotnost 0.5 - 186 kg) byla nizkd CYP2D6 genotypem podminéna
aktivita spojena s niz$i clearance M1 (25%). Pomali metabolizatoti zahrnovali 9.8% subjektt a
dosahovali 19.4% clearance urovné EMs [Allegaert et al. 2015]. Nakonec, podobné jako u
kodeinu, byla u déti s UM genotypem zaznamenana tézka respiracni deprese po uziti tramadolu
k ulevé od bolesti souvisejici se stavem po tonzilektomii [Orliaguet et al. 2015].

Ulohu SNP genu ABCBI pro P-glykoprotein efluxni pumpu je tieba dale dikladné
prozkoumat. V daném pomérn€ malém vzorku bélosské populace byly homozygoté wild-type
u rs1045642 vyznamné meéné Casto nedostatecné sedovani. Jak bylo poznamenano vyse, tento
vysledek mohl byt zkreslen ¢astéj$im predavkovanim analgosedace u novorozencii. Piesto byl
u nosicu rs1045642 pozorovan signifikantni rozdil davky tramadolu na kg/h. Nositelé jedné
nefunkéni alely dostali signifikantné nizsi davku oproti homozygotim rs/045642, u nichz (v
rozporu s teoretickym predpokladem) byla davka nadale nesignifikantné niZsi nez u wild-type-
jsme pozorovali, Ze profily plazmatické koncentrace tramadolu u dospélych PMs CYP2D6 byly
u homozygotl rs/045642 v ABCBI signifikantné vysSi nez u nosict alely divokého typu,
ovSem v nasledujici studii zddny rozdil ve skore VAS, v celkové spotiebé tramadolu, potiebé
zachranné analgetické 1€¢by nebo slovnim popis bolesti u pacientit po artroskopii Pozorovan
nebyl. Je dilezité poznamenat, Ze vtomto piipad¢ rozdil nebyl specificky zkoumdn v
subpopulaci CYP2D6 PM [Slanar et al. 2012]. Bastami et al. zjistil ur¢itou souvislost mezi
AUC tramadolu a rs1045642, rs2032582 a rs1128503 pro ABCBI, s nejvys$imi hodnotami u
homozygotl variantnich alel, ale pouze pro davku 50 mg a ne pro davku 100 mg. [Bastami et
al. 2014]. Vliv SNP ABCB1 muze byt teoreticky odlisny u dospé€lych a déti, nebot’ existuje jen
malo zprav studujicich ontogenezi ABCB1 [Daood et al. 2008; Takashima et al. 2011]. Vliv

maturace v souvislosti s polymorfismem ABCB1 vSak dosud nebyl stanoven.
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Ptestoze je CYP2B6 zapojen do metabolismu tramadolu, vliv geneticky podminéné
aktivity CYP2B6 je velmi pravdépodobné omezeny [de Moraes et al. 2016].

Ve studii nebyla nalezena zadna souvislost mezi polymorfismy OPRM 1, PXR a COMT
a hodnotami skore COMFORT Neo/-B nebo davkami tramadolu.

Jsme si védomi zékladni limitace nasi studie, kterou je pon¢kud omezeny pocet pacientl
a neinterven¢ni design studie. Je vSak tfeba zdlraznit, Ze se jedna o prvni studii zamétenou
pfimo na analgosedaci a abstinen¢ni syndrom zptisobenou sufentanilem u kriticky nemocnych
novorozencu a déti, a proto popisna povaha studie je velmi relevantni. Navic studie dopliiuje
ptedbézné udaje o farmakogenetickém zazemi klinickych G¢inkd sufentanilu a midazolamu u

pediatrickych pacientd, ackoliv dalsi studie jsou v tomto poli nezbytné.

6.2 Farmakokinetika

6.2.1 Mozné pri¢iny hyperamonémie po podani valproatu u 7 dni staré
divky
U novorozené divky lé€ené individudlné upravenym rezimem VPA byly farmakokinetické

parametry vyrazné odliSné (snizend hodnota Vd o -53% a CL o 15%) oproti iidajim z literatury
[Alfonso et al. 2000] (sniZzeni Vd o -56% a CL o -99%) vs. [Gal et al. 1988]. Polymorfizmy
CYP2C9 u déti mohou byt relevantni, jak doklada literarni ptipad hyperamonémie vyvolané
VPA u 10 dni staré divky se dvéma nefunkénimi alelami - CYP2C9 *3/*3 [Nagy et al. 2015],
sledovana pacientka byla vSak rychly metabolizator CYP2C9 (CYP2C9 *1/*1) a geneticky
pacientce podan soucasné s terapeutickymi davkami dalSich antiepileptik, fenobarbitalem a
fenytoinem, znamymi silnymi induktory CYP. Plazmatické hladiny fenobarbitalu a fenytoinu
byly v terapeutickém rozmezi. Sou¢asné podavani fenytoinu, pfitomnost polymorfismus genu
glutamin syntetazy a zenského pohlavi byly nezavislé rizikové faktory rozvoje hyperamonémie
v japonské pediatrické studii (n = 202), [Inoue et al. 2015], Ize tedy usoudit, ze byly i hlavni

pfic¢inou tohoto nezddouciho G¢inku u pacientky na JIRP KDDL.

6.2.2 Fenobarbital

Ve studii jsme se zamé&fili na vliv 1é¢iv metabolizovanych pomoci cytochromu P450 (fenytoin,
sufentanil, midazolam a tramadol) na farmakokinetiku fenobarbitalu. Fenytoin by teoreticky
mohl interagovat s fenobarbitalem bud’ jako induktor nebo jako inhibitor metabolismu, v

zéavislosti na délce 1écby kombinaci obou 1é¢iv [Encinas et al. 1992]. ZvySeni plazmatickych
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hladin fenobarbitalu v pocatecni fazi 1écby je disledkem kompetice obou latek o stejny
cytochrom (CYP2C9, CYP2C19), [Patsalos et al. 2008]. Naopak, delsi konkomitantni 1écba
muze vést k naslednému snizeni plazmatickych hladin fenobarbitalu diky indukci syntézy CYP
vyvolané¢ fenytoinem, v disledku aktivace nukledrnich receptorii (PXR, konstitutivni
androstanovy receptor CAR), [Brodie et al. 2013]. Tyto interakce nebyly vSak ve studii
pozorovany, stejné jako u ostatnich 1é¢iv metabolizovanych CYP, ackoliv 1ékové interakce se
sufentanilem, midazolamem a tramadolem jsou mén¢ pravdépodobné, protoze tyto 1éky jsou
dominantné¢ metabolizovany jinymi enzymy nez fenobarbital (CYP3A4, CYP2D6) a
nepifedstavuji silné induktory/inhibitory enzymu [Gorski et al. 1994; Subrahmanyam et al.
2001; Tateishi et al. 1996]. Celkové mize byt nedostatek pozorovanych metabolickych
interakci dusledkem kratkého trvani konkomitantni terapie, nebo diky existenci vice
eliminacnich cest zapojenych do metabolismu a eliminace fenobarbitalu (zejména rendlni
exkrece, metabolismus cestou CYP2C9, CYP2C19 a CYP2EI a N-glukosidace), takze jedna

eliminac¢ni cesta mize byt nahrazena druhou.

7. Zavér

Vysledky prace lze shrnout nasledovné:

V bézné praxi je 1 pies intenzivni sledovani u vétSiny novorozenct nedostatecnd/nadmérna
hloubka analgosedace. U starSich déti je usp€sSnost 1écby vyssi. V bézné praxi by bylo Zadouci
doplnit klinické sledovéani o farmakokinetické monitorovani, protoze davky (¢i hladiny l¢ki)
byly vyznamné pro Gspésnost 1écby 1 rozvoj neZadoucich t€inki. Pro predikci uspéSnosti 1€Cby
vtéto vekové skupin€ nemély polymorfizmy gent UCastnicich se metabolizmu Iléka
pfedpokladany prediktivni vyznam, pravdépodobné z divodu ontogenetickych zmén ve
studované populaci. Klinicky vyznamnym pozorovanim je také to, Ze b&zné pouZzivani
komedikace v ramci intenzivni péce neovliviiovala farmakokinetiku fenobarbitalu.

Ve studii nebyla nalezena Zadna souvislost mezi hloubkou analgosedace hodnocené
pomoci COMFORT skore a sledovanymi genetickymi polymorfismy. SNP v genech COMT,
PXR a ABCBI mohou ovlivnit davkovani analgosedativnich 1ékii.

Kumulativni davky sufentanilu a midazolamu, stejné jako trvani 1éCby, ptredstavuji
rizikové faktory pro rozvoj syndromu z odnéti. Délka trvani 1é€by sufentanilem 177 hodin nebo
déle je nezavislym rizikem pro rozvoj tohoto syndromu.

Na zékladé znamych fakti a studiu literatury 1ze usoudit, Ze geneticky polymorfismus
v CYP2C9 a CYP2C19 nehral ve zvySenych hladinach VPA, a tedy i rozvoje hyperamonemické

encefalopatie, u pacientky zadnou vyznamnou roli. Jako nejpravdépodobnéjsi pricina se jevi
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Iékové interakce vyplyvajici z trojkombinace antiepileptik ze skupiny silnych induktort
cytochromu P450 soucasn¢ s nezralosti metabolismu novorozené divky. Novorozenci 1é¢eni
pomoci VPA a induktory CYP by méli byt pfisné terapeuticky sledovani pro hladiny VPA a
amoniaku vlivem variabilnich ontogenetickych zmén farmakokinetiky.

Ve studii zamétené na vliv soucasné podavanych 1é¢iv metabolizovanych CYP450 na
farmakokinetické parametry fenobarbitalu jsme u novorozencti s hypoxicko-ischemickou

encefalopatii nepozorovali Zddnou vyznamnou interakci.
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