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Souhrn

Uvod: Variabilita 1ékové odpovédi je nékdy podminéna genetickymi rozdily v metabolismu a
transportu lé¢iv. Interindividudlni rozdily jsou €asto zplisobeny polymorfismy, které ovliviuji
biotransformacni aktivitu enzymt a expresi transportéra.

V disertacni praci jsme vénovali pozornost cytochromu P450 izoenzymu CYP2C8 a MDRI.
Nejprve jsme popsali frekvenci vyskytu vybranych variantnich alel CYP2C8*2, CYP2C8*3
(2 substituce v exonu 3 a 8, CYP2C8*3G416A a CYP2C8*3A1196G), CYP2C8*4, CYP2CS8
P404A u zdravé cCeské populace a variantnich alel MDRI1 v exonech: 26 C3435T, 21
G2677A/T, 12 C1236T a 17 T-76A. Nasledné jsme sledovali vliv téchto polymorfisml na
pusobeni amiodaronu u vybraného souboru pacientd.

Metody: Genotyp MDRI a CYP2C8 jsme stanovili pomoci PCR-RFLP za vyuziti
specifickych restrikénich enzyml a primert. Frekvence genotyptt MDRI1 jsme urcili u 189
zdravych dobrovolnikii a CYP2C8 u 161 zdravych osob. Do sledovani jsme dale zatadili 63
pacientd uzivajicich amiodaron déle nez dva mésice. Jejich 1é€bu jsme posuzovali ze zaznamu
lékatské dokumentace, s vyuzitim standardnich biochemickych a hematologickych vySetfeni a
zaznami EKG. Koncentrace amiodaronu a jeho metabolitu N-desethylamiodaronu byly
hodnoceny HPLC analyzou.

Vysledky a zavéry: Snizenou expresi genu MDRI, kterd je spojena s vyskytem variantni
alely 3435T vexonu 26 u homozygotl, jsme zjistili u 33,9% subjektii. Nejcastéji se
vyskytujici variantni alelu CYP2C8%*3, spojenou s fenotypov€ nizsi aktivitou enzymu, jsme
nalezli u 10,9% ceské populace. Distribuce ostatnich alel je shodné s jinymi bélo§skymi
populacemi. Pfitomnost variantni alely MDR1 v exonu 26 3435T byla spojend se statisticky
vyS$$imi koncentracemi amiodaronu a jeho aktivniho metabolitu. Statisticky vyznamné vyssi
koncentrace léciva jsme prokéazali i za soucasné pfitomnosti variantni alely CYP2C8*3 a
MDRI1 3435T. Tyto nalezy jsme potvrdili haplotypovou analyzou, kdy ve shodé s literaturou,
jedinci s haplotypem 12 méli statisticky vyznamné vyssi koncentrace 1é¢iva. U nemocnych s
amiodaronem jsme pozorovali vy$§i hodnoty TSH za pfitomnosti dvou variantnich alel
v exonu 26, 5,62 U/l oproti 2,31 U/l u homozygotl s wild-type alelou.

Nase vysledky frekvence castych polymorfismi MDR1 a CYP2CS8 v €eské populaci umoziuji
interpretaci vysledka klinickych studii ziskanych v odlisnych populacich a vytvareji zaklad
pro optimalizaci terapie vybranymi 1é€ivy

Klicova slova: amiodaron, cytochrom P450, CYP2CS, ceskd populace, farmakogenetika,

jednonukleotidovy bodovy polymorfismus, MDR1, P-glykoprotein



Summary

Introduction: Variability in drug response is sometimes conditioned by genetic differences in
the metabolism and the transport of drugs. Interindividual differences are often caused by
polymorphisms affecting biotransformation activity of enzymes and expression of
transporters.

In the thesis we paid attention to the cytochrome P450 CYP2C8 and MDRI. First, we
described the frequency of occurrence of selected variant alleles CYP2C8 * 2, CYP2CS8 * 3 (2
substitution in exon 3 and 8, CYP2C8 and CYP2CS8 * 3G416A * 3A1196G), CYP2CS8 * 4,
CYP2C8 P404A in the healthy Czech population and MDR1 variant alleles in these exons: 26
C3435T, 21 G2677A/T, 12 C1236T a 17 T-76A. Subsequently, we studied the influence of
these polymorphisms on effects of amiodarone in the selected group of patients.

Methods: We determined genotypes MDR1 a CYP2C8 by PCR-RFLP by using restriction
enzymes and specific primers. We determined the frequency of MDR1 genotypes in 189
healthy volunteers and CYP2CS in 161 healthy subjects. Further we included into the study
63 patients treated with amiodarone for longer than two months. Their treatment was assessed
from medical records and by using standard biochemical and haematological examinations
and ECG. Concentrations of amiodarone and its metabolite N-desethylamiodarone were
evaluated by HPLC analysis.

Results and conclusions: Reduced expression of the MDR1 gene, which is associated with
the occurrence of the variant 3435T allele in exon 26 in homozygotes, was found in 33.9% of
subjects. The most frequent variant allele CYP2C8%*3 associated with lower phenotype
activity of the enzyme was found in 10.9% of the Czech population. Distribution of other
alleles is identical to other Caucasian populations.

The presence of the variant allele of MDR1 in exon 26 3435T was associated with statistically
higher concentrations of amiodarone and its active metabolite. Statistically significantly
higher drug concentrations were demonstrated even in the current presence of variant allele
CYP2C8 * 3 and MDRI1 3435T. These findings were confirmed by haplotype analysis, when
in accordance with the literature, individuals with haplotype 12 had statistically significantly
higher concentrations of the drug. In patients with amiodarone, we observed higher TSH
values in the presence of two variant alleles in exon 26, 5,62 U/l versus 2,31 U/l in

homozygotes with wild-type allele.



Our results of frequency of common MDRI1 and CYP2C8 polymorphisms in the Czech
population allow interpretation of clinical trial studies obtained in different populations and

form basis for optimizing treatment with selected drugs.

Key words: amiodarone, cytochrome P450, CYP2C8, Czech population, MDRI1, P-

glycoprotein, pharmacogenetics, single nucleotide polymorphism
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Seznam pouzitych zkratek

A nukleova baze, adenin

ABC transportér vazajici adenosintrifosfat (ATP-binding cassette transporter)
ALP alkalicka fosfataza

ALT alaninaminotransferaza

AMK aminokyselina

Arg nukleova baze, arginin

ARF absolutni refrakterni faze

ARR relativni refrakterni faze

ATP adenosintrifosfat

AST aspartataminotransferaza

AUC plocha pod kiivkou (area under the curve)

BCRP breast cancer resistant protein

BMI index télesné hmotnosti (body mass index)

C nukleova baze, cytosin

cDNA komplementarni deoxyribonukleové kyselina

CYP450 cytochrom P450

DNA deoxyribonukleova kyselina

EKG elektrokardiogram

EM extenzivni metabolizator (extensive metabolizer)

G nukleova baze, guanin

GGT gama-glutamyltransferaza

GIT gastrointestinalni trakt

Gly nukleova baze, glycin

GST glutathion-S-transferaza

M intermedidrni metabolizator (intermedial metabolizer)
IL interleukin

INR vyledek Quickova testu (international normalization ratio)
MDRI1 gen kodujici P-glykoprotein (multidrug resistance gene)
NAT N—acetyltransferaza

NS nesignifikantni

OAT a OCT transportér organickych aniontli a transportér organickych kationtil

(organic anion transporter and organic cation transporter)
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PCR polymerazova fetézova reakce (plymerase chain reaction)

Pgp P-glykoprotein

PM pomaly metabolizator (poor metabolizer)

RFLP analyza délky restrikénich fragmentl (restriction fragment lenght
polymorphism)

RNA ribonukleova kyselina

mRNA medidtorovd RNA (messenger RNA)

tRNA transferovda RNA

miRNA mikro RNA

SD smérodatna odchylka

SNPs jednonukloetidové polymorfismy (single nucleotide polymorhisms)

T nukleova baze, thymin

T3, T4 trijodthyronin, thyroxin

TBE pufrovaci roztok (tri-baze, kyselina boritd, EDTA)

TF tepova frekvence

TPMT thiopurin-S-metyltransferdza

TSH thyreotropni hormon

UGT UDP-glukuronyltransferaza

UM velmi rychly metabolizétor (ultrarapid metabolizer)

US Spojené staty americké

v variantni alela

v/v homozygot pro variantni alely

v/wt heterozygot

wt alela bez ptitomnosti polymorfism, tzv. wild type

wt/wt homozygot pro alely bez pfitomnosti polymorfisml
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1 Literarni uvod

1.1  Geneticky podminéna variabilita 1ékové odpovédi

Vyznamny rozvoj analytickych metod, metod molekularni a bunétné biologie
v klinické medicin€ umoznil celou fadu novych piistupl v terapii a péci o pacienta.

Jiz od pocatku padesatych let minulého stoleti je kladen diraz na individualizovanou
kazdého jednotlivého pacienta. Nastavd odklon od klasického pfistupu ,,jedna davka pro
vSechny®, naopak je snaha pacientovi ptizptisobit 1é¢bu podle jeho jedine¢nych charakteristik.
Hlavnim cilem je zvysit u¢innost 1é¢by a redukovat vyskyt a zavaznost nezaddoucich ucink.
Ze studii vyplyva, ze nezaddouci ucinky 1é€iv jsou pric¢inou asi 5% hospitalizaci a zhruba 0,1%
ptipadll z internich obort a 0,01% po chirurgickych zakrocich kon¢i tmrtim [1]. MozZné
nezadouci UCinky mohou mit kromé zdravotnich i socioekonomické dusledky, proto
individualizovany pfistup mize pomoci redukovat i celkové ekonomické néklady 1écby.
Interindividualni odpovéd” na 1écbu je urcena zménami ve farmakokinetice C¢i
farmakodynamice 1éc¢iva, které jsou podminéné jedine€nym genotypem c¢lovéka, ale 1 dal§imi
epigenetickymi faktory.

Lidsky genom je z 99% identicky na urovni DNA, ale pravé na urovni fetézce DNA se
také casto mohou vyskytovat rizné genetické odchylky (napf. substituce, inserce nebo delece
nukleovych bazi a dal$i). Zdmeéna jednoho nukleotidu jinym v sekvenci DNA se vyskytuje
v genomu piiblizn¢ na kazdych 500 bazi. Je-li tato zdména na obou alelach nalezena u vice
nez 1% populace je oznacovana jako geneticky polymorfismus. Tyto polymorfismy jediné¢ho
nukleotidu (ozna¢ované jako SNPs) mohou ovlivnit miru exprese proteinu, zplsobit zmény
v jeho struktufe a funkci nebo mohou pozménit vyslednou mRNA, podle niZ je protein
syntetizovan. SNPs se dale sdruzuji do blokd — tzv. haplotypt, které¢ se zpravidla dédi

spole¢né.
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1.1.1 Historické aspekty farmakogenetiky

Davno se predpokladalo, ze dédi¢né odchylky vedou k interindividualni variabilité, ale
pfimé propojeni fenotypu s genotypem zacal systematicky studovat az obor farmakogenetika.
Tento védni obor se pocal rozvijet asi v poloviné¢ padesatych let minulého stoleti. Uz
v davném Recku si Pythagoras vsiml, Ze néktefi lidé onemocni po poziti favovych bobii.
Tento jev vysvétlil az vroce 1956 Carson, ktery ho definoval jako defekt gluk6zo-6-fostat
dehydrogendzy, znamy jako fauvismus. Dalsi dulezity objev byl u€inén v roce 1960, kdy
Evans definoval klinicky velmi vyznamny metabolicky polymorfismus isoniazidu a poprvé
rozdélil populaci dle jeji enzymatické vybavy na rychlé a pomalé acetylatory [2].

Farmakogenetika miZze byt definovana jako studium variability lékové odpovédi
podminéné dédi¢nosti. Jeji snahou je urcit genotyp jedince a podle zastoupeni jednotlivych
alel ho pfifadit k danému fenotypu neboli projevu genetické vybavy jedince. Tato korelace
zacala byt intenzivné vyuzivana v 80. a jeSté vice v 90. letech 20. stoleti, kdy se zapocalo
vyznamné pouzivat genetické klonovani. Fenotyp, neboli projev dané vlastnosti jedince, je
vlastné  vysledkem interakce  genotypu sdals§imi  faktory. Projekt HapMap
(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/), ktery mapuje haplotypy lidského genomu, a jemu dalsi
podobné projekty zacaly studovat a identifikovat nové genetické faktory, které mohou
predurcit vnimavost jedince k onemocnéni, jeho odpovéd’ na 1é¢bu ¢i mozny vliv na prub&h
onemocnéni, tzn. faktory, které mohou ovliviiovat jeho vysledny fenotyp.

Ovsem korelace genotypu a fenotypu nemusi byt vzdy jednozna¢né piima, nebot’ pii
nedostatecnosti jedné metabolické cesty se mlze u jedince aktivovat alternativni cesta, kterd
miZe plné nahradit pivodni defektni cestu. Stejné se na projevu fenotypu miize podilet cela
fada faktord zevniho prostfedi. Také ne u vSech jedincti se dany genotyp musi vzdy projevit,
tzv. neliplnd penetrance, nebo se projevi geneticka heterogenita v ramci populac¢niho vzorku,
nebo se naopak fenotyp objevi u jedinct, ktefi dany genotyp vibec nemaji, tzv. fenokopie.
Mozné vlivy na projev fenotypu zobrazuje obr. 1.

Cilem farmakogenetiky je vytvofit doporuceni pro optimalizaci davkovani 1é¢iv pro
jednotlivé fenotypové skupiny pacientl predevsim u farmak s uzkym terapeutickym indexem,
vyznamnym interakénim potencidlem, u zavazné toxickych farmak a Ié¢iv s dlouhym
polocasem ucinku, jako jsou naptiklad warfarin, tamoxifen nebo c¢asto §iroce uzivany a
diskutovany amiodaron. Proto, aby farmakogenetika mohla efektivné vyuzivat svych principli

zvySeni bezpecnosti a efektivity farmakoterapie, je dllezité stanovit a popsat frekvenci
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vyskytu variantnich alel u konkrétni populace, nebot’ jejich vyskyt se muize populacné

odliSovat.

Obr. 1: Faktory ovlivityjici projev fenotypu

Zevni faktory
-1éciva
-potrava
-chemické
a fyzikalni vlivy
FENOTYP v
v
/ Aktualni stav
Geneticka organismu
vybava
-onemocnéni
-pol fi -cirkadianni rytmus
oYY ¢ > -fyzicka zatéz
-indukce, represe SN
: -endokrinni vlivy
-pohlavi
-rasa -stres

Farmakogenetika studuje vliv jednotlivych genetickych variant na variabilitu G¢innosti
a bezpec€nosti 1é¢iv na riznych Grovnich - metabolickych enzymd, transportnich systémt a
receptorli, zatimco farmakogenomika se zbyva studiem téchto vztahti na trovni celého
genomu a implementuje znalosti farmakogenetiky. Vyznamnym zdrojem, ktery shrnuje
informace z oblasti genetického zkoumani, je databaze PharmGKB (pharmacogenetics and

pharmacogenomics knowledge base, www.pharmgkb.org).
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1.2 Geneticky podminéna variabilita Iékového metabolismu

Metabolismus miizeme definovat jako souhrn biochemickych reakci, kterymi jsou

endogenni (napf. steroidy, zlucové kyseliny, mastné kyseliny, prostaglandiny, leukotrien,
biogenni aminy atd.) i exogenni latky pfeménovany na metabolity.
Pti odbouravani latek v organismu se postupné zvysuje jejich hydrofilita a také se zvétSuje
jejich objem a molekuldrni hmotnost, vSechny tyto mechanismy snizuji resorpci molekul jiz
na urovni stfevni stény a usnadiluji naslednou eliminaci latek z organismu pomoci
transportnich systémi do zluci nebo do moci. Cely tento proces se déli do dvou fazi a ucastni
se ho mnoho enzymatickych systémtl.

Ve fazi I, nazyvané jako oxidacni faze metabolismu, dochdzi ke zméné& charakteru
molekuly napf. oxidaci a hydroxylaci. Ve fazi II, v tzv. konjugaéni fazi, jsou tyto metabolity
konjugovany s hydrofilni podjednotkou — glukuronyl-, sulfo-, metyl- atd. Vysledkem
metabolismu xenobiotik je bud’ jejich detoxikace na neaktivni komponenty, nebo jejich
bioaktivace za vzniku jejich biologicky aktivnich metabolitli, jako naptiklad u amiodaronu.
Genetickd vybava jedince ovliviiuje jak farmakokinetické procesy (absorpce, distribuce,
eliminace), tak 1 farmakodynamické ucinky 1éku. V metabolismu léciv byla stanovena cela
fada klinicky vyznamnych polymorfismi, které se mohou podilet na variabilit¢ odpovédi na

podanou 1é¢bu (viz tab. 1, 2).

Tab. 1: Pfehled nejznaméjsich polymorfnich enzymatickych systémt v metabolismu 1é¢iv

Oxida¢ni faze metabolismu (faze I) Konjugacni faze metabolismu (faze II)
cytochrom P450 UDP-glukuronyltransferaza (UGT)
alkoholdehydrogenéaza sulfonyltransferdza
aldehyddehydrogenéaza N-acetyltransferaza (NAT)

paraoxonaza 18lutation-S-transferaza (GST)
cholinesteraza metyltransferaza
dihydropyrimidindehydrogenaza thiopurin-S-metyltransferaza (TPMT)
epoxid hydrolaza

flavin monooxygenaza
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Tab. 2: Zmény v genech enzymu II. Faze 1ékového metabolismu (upraveno podle [3])

Izoforma | Substrat Povaha Efekt SNPs na aktivitu | Frekvence
polymorfismu vyskytu
variantnich alel
UGT1A1 | bilirubin upstream TA | snizena aktivita pomérné nizka
irinotekan inzerce
nesynonymni
SNP v exonu 1
UGT2B7 | morfin nesynonymni | pravdépodobné  sniZena | pomérné nizka
upstream aktivita
SNPs
NAT2 isoniazid nesynonymni | chybéni aktivity pomérné vysoka
SNPs u bélosské
populace
TPMT merkaptopurin | nesynonymni | chybéni aktivity pomérné nizka
azathioprin SNPs
GSTP3 cisplatina delece genu chybéni aktivity vysoka

1.2.1 Oxidacni faze metabolismu xenobiotik

Témer 56% 1éciv, u kterych byly vyjadieny nezddouci ucinky, je metabolizovano
nékterym polymorfnim enzymem faze 1. Zhruba v 86% pfipadl je to cytochromem P450
(CYP450), ktery je vtéto oblasti nejlépe prostudovanym enzymovym systémem [4].
Cytochrom P450 byl poprvé popsan v roce 1962. Jedna se o skupinu enzymt lokalizovanych
v membranach endoplazmatického retikula, které maji ve své struktuie molekulu hemu a
jejich UV absorp¢ni maximum nastava pti 450 nm, jsou-li v komplexu s oxidem uhelnatym.
Tento velmi stary systém se vyskytuje u vSech zijicich organismi a zprostiedkovéva asi 70 az
80% vSech reakci faze I. Pocet enzymu cytochromu P450 se u jednotlivych organismu lisi,
odrazi to jejich potiebu pro jednotlivé specifické funkce. Nejvetsi pocet enzymu byl nalezen u
rostlin, které pro zachranu a udrzeni svého zivota vyuzivaji toxinii a nejrizné&jSich

chemickych latek, nebot’ v nebezpeci nemohou utéct nebo se branit jako Zivo€isné druhy [5].
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Monooxygendzy tohoto prastarého systému jsou dale déleny podle stupné sekvencéni
podobnosti jejich aminokyselin do rodin (alespont 40% shoda) a podrodin (55% shoda). Pro
huménni CYP450 tak bylo popsédno 51 rodin. Obecné maji rodiny 4 - 51 vysokou afinitu
k endogennim substratliim, druhou skupinu tvofi rodiny 1 - 3, které participuji na metabolismu
xenobiotik a jsou zodpovédné za odbouravani 70 az 80% vSech latek ve fazi 1.

Jednotlivé enzymy jsou oznafeny zkratkou CYP, ¢islem zna¢ime rodinu enzymu,
pismenem tzv. podrodinu a dal§im &islem individualni enzym. Cislo rodiny miize naznadovat
funkci enzymi (napt. CYP21 je steroidni 21 - hydroxylaza), ale ne vzdy je toto pravidlem.
Miuze se také stat, Zze enzymy ruznych druhli mohou nést stejné oznaceni, napft. lidsky
CYP1A2 a potkani CYPIA2. Nebo byla ¢isla v nomenklatufe jednotlivym enzymim
pridélovana v chronologickém potadi podle toho, jak byly objevovany. Proto se mizeme
setkat s tim, ze naptiklad CYP3A3, 3A4, 3A5 a 3A7 jsou oznaceni pro lidské CYP450
izoenzymy a CYP3A6 je oznaeni kréli¢tho izoenzymu. Hierarchii izoenzyml znazoriiuje

obrazek 2.

Obr. 2: Priklad hierarchie izoenzymu lidského CYP450 ( upraveno podle [6])

[1] [ 2] EN [ a J[ s [ 7 J[ 1 ][27][19 |[21][27]
[1a [ 1B |[2a |[ 28 |[ 2 |[ 20 |[ 2 |[ 2F |[3A |[ aA || 4B |[ 4F | 11A | [ 118
(a1 Lt frone aiate
( 1A2 | 287  3a4 Haa11 4F3

3A7

Pro kazdy izoenzym CYP450 je charakteristickd pomérné Sirokd skupina substratli a
ucinky enzymu se na cilovy substrat mohou piekryvat. Distribuce nékterych téchto enzymu
v téle je téméf ubikvitni. Na metabolismu xenobiotik se podileji pfedevsim formy zastoupené
v jatrech, gastrointestindlnim traktu (GIT), plicich, ledvindch, mozku, a to ptedevSim
enzymové rodiny 1 aZz 3 — nejvyznamnéji se v metabolismu 1é¢iv uplatiiuji izoenzymy
CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 a CYP3A4, v biotransformaci ostatnich chemickych latek a
pfedevSim metabolické aktivaci pre-karcinogenii se uplatituji CYP1A2, CYP2A6, CYPIBI
aCYP2E1 [7, 8]. Ostatni rodiny jsou dilezit¢ pro syntézu a metabolismus endogennich

substanci, viz tabulka 3 [9].
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Tab. 3: Sav¢i cytochrom P450 — piiklady rodin a podrodin

CYP450 rodiny Hlavni funkce

CYP1 metabolismus xenobiotik, 1€kt

CYP2 metabolismus xenobiotik, 1€k, steroid

CYP3 metabolismus xenobiotik, 1€kt

CYP4 metabolimus mastnych kyselin, prostaglandiny, leukotrieny

syntéza tromboxanu A

CYPS5 7-o-hydroxylaza cholesterolu

CYP7 metabolismus cholesterolu, steroidt

CYPII 17-o-hydroxylaza steroidti

CYP17 aromataza steroidl

CYP19 21 hydroxylaza steroida

CYP21 cholesterol 25, 26, 27 hydroxyldza, metabolismus Zlu¢ovych kyselin

Na metabolismu 1é¢iva se obvykle riznou mérou podili vice nez jeden izoenzym a u
1ékti, jejichz hlavni cesta metabolismu je katalyzovéna stejnym izoenzymem, mizZeme
oCekavat vysoky interakéni potencidl. Aktivita vétSiny enzymi muize byt indukovani nebo
inhibovand celou ftadou faktori 1 soucasn€ podévanou farmakoterapii. Znalost
pravdépodobnych interakci umoziuje predpovidat farmakokinetiku latek metabolizovanych
touto cestou.

Indukce cytochromu P450 je zalozena na zvySeni exprese genu pro dany enzym. Inhibice
nastava, kdyz se souc¢asné podané 1é¢ivo (tzv. inhibitor) navaze na metabolizujici enzym, a to
bud’ na stejné vazebné misto (kompetitivni inhibice), nebo na misto jiné, ¢imZ zpusobi
konforma¢ni zménu tohoto enzymu. Takovda zmeéna znemozni vazbu substratu
(nekompetitivni inhibice). Vyznamna interakce mlze vzniknout, kdyz dany enzym je

jedinecny v biotransformaci substratu.

1.2.2 Bodové mutace a vysledny fenotyp CYP450

Odlisnosti v sekvenci DNA genil (fidicich tyto pochody) mohou zptsobit variabilitu

odpovédi u pacientll na bézné podavany 1ék v obvyklych davkach. U nékterych pacientii mize

byt podany 1¢k malo G€inny az neti¢inny, nebo naopak bézné davky mohou vyvolat nezddouci
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ucinky az projevy akutniho pfedavkovani, ptredev§im u latek stuzkym terapeutickym
rozmezim.

Geneticka variabilita CYP450 je zptsobena predevsim jedno ¢i vice nukleotidovymi
polymorfismy. Pokud se bodové mutace vyskytnou v exonech genu a nevyvolavaji zadné
zmény Vv sekvenci vznikajicich aminokyselin, oznacuji se jako nonsense nebo také jako
synonymni mutace. KdyZz tyto odchylky v sekvenci DNA vedou ke zméné vysledného
proteinu, oznacujeme je jako nekonzervativni neboli missense mutation. Dobie
prostudovanym piikladem zmény v kodujici sekvenci a nasledné i zmény ve stavbé a
v katalytické funkci proteinu a tim i variantni odpovédi na 1écbu je model warfarinu [10].
SNPs byly nalezeny i v oblasti intronti, kde mohou ovlivnit stabilitu mRNA a tim miru
exprese proteinu.

Synonymni mutace nebo mutace v nekodujicich oblastech jsou méné srozumitelné a
hiife prokazatelné. Prikladem je polymorfismu 3435 C>T ABCBI genu, ktery méni jeho
expresi, ale nevede ke zméné v sekvenci aminokyselin vysledného proteinu. Byly popsany
dva mechanismy, kterymi tento druh mutaci miiZze pfimo ovliviiovat translaci genu. Prvnim je
ptedurcenost kodonli. Kazdd aminokyselina (AMK) je urcena az Sesti typy kodonil. Vybér
mezi témito kodony urcuje miru exprese. AvSak tento vybér neni ndhodny, ale je vzdy
pfedurcena nejcastéjsi varianta kodonu pro danou AMK, ktera vyuziva stejnou tRNA. Mutace
tohoto preferované¢ho kodonu mize vést k vybéru jiné tRNA a tim k redukci dostupnosti nebo
ke snizené expresi z divodu nedostate¢ného vyuziti [11]. Druhym mechanismem je
destabilizace mRNA. Zmény v mRNA vedou ke snizeni dostupnosti receptoru na mRNA a
tim ke snizeni miry exprese. Pfikladem je vyskyt variantni alely v genu dopaminového
receptoru D2 [12].

Nové€ poznanym mechanismem, ktery mize ovlivnit 1ékovou odpovéd, je tzv. miRNA
regulace translace. miRNA je kratkd sekvence dlouhd asi 22 nukleotidd, kterda se
komplementarné¢ vaze na 3° regulacni konec exprimovaného genu a oznacuje ho tak
k degradaci nebo tim inhibuje jeho translaci. Lidsky genom koéduje asi 1000 miRNA, které
ovliviiuji 50 - 60% zndmych genti [13]. Byly popsany SNPs i v téchto miRNA oblastech,
které mohou vést ke zméné exprese proteinu. Znamy je piiklad rozvoje vzniku rezistence
k methotrexatu (nadmeérné exprese enzymu za nepiitomnosti miRNA-24 regulace) [14].

Dalsi moznou zménou v sekvenci DNA, kterd tvoii asi 12% interindividualni genetické
variability genomu, je n€kolikandsobné zkopirovani nebo naopak vymazani (delece) sekvenci

genu o velikosti 1kb nebo vétSich. Asi nejvyznamnégj$i a nejditkladnéji prostudovany je
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piiklad izoenzymu CYP2D6. Na zaklad¢ poctu kopii jsou jedinci rozdéleni do fenotypt
pomalych, extenzivnich a ultra-rychlych metabolizator. Dnes je v literatufe také pouZivany
termin metabolické indexy, ktery rozliSuje metabolickou kapacitu na rezervni metabolicky
index pro zvySenou aktivitu enzymu, a nebo na alterovany metabolicky index pro negativné
ovlivnénou aktivitu enzymu.

Fenotyp jedinct, u kterych se dany gen mnohondsobné opakuje, je oznacovany jako
velmi rychly metabolizdtor — UM (ultrarapid metabolizer) a projevuje se velice rychlym
metabolismem léCiv.

Naopak enzymovy defekt se dédi autozomdlné recesivné, proto nejvétsi projevy tohoto
defektu jsou u homozygott s funkéné defektni alelou nebo u jedincti bez daného genu, ti jsou
klasifikovani jako pomali metabolizatofi — PM (poor metabolizers) a maji tedy metabolismus
velmi nizky nebo viibec zadny. Jedinci s jednou normalni neboli wild-type alelou (tj.
nejcastéji se vyskytujici alelou v populaci, také oznaCovanou jako wild-type alela) a jednou
variantni alelou, tzv. heterozygoté, jsou oznac¢ovani jako intermediarni metabolizatoii — IM,
mohou mit metabolismus také snizen, ale v men$i mife nez homozygotni jedinci s obéma
defektnimi alelami. Homozygoti s obéma wild-type alelami maji metabolismus nezménén,
fadime sem vétSinu populace a jsou nazyvani  rychlymi nebo také extenzivnimi

metabolizatory — EM (extensive metabolizers).

1.2.2.1 Stanoveni genotypu jednonukleotidovych polymorfismu

Stanoveni genotypu jedince mé celou fadu vyhod pfed pfimym urcenim fenotypu.
Odpada nutnost podani modelové latky a s tim spojeny vyskyt moznych nezadoucich uéinki,
eliminuje se vliv vné&jSich faktorti (napt. patologicky stav organismu, lékové interakce,
pritomnost necistot ve standardu), vysledek je platny po cely zivot jedince. Nevyhody
genotypovani predstavuji: Casovd a financni ndro¢nost, nutnost definice variantni alely
ovlivityjici aktivitu enzymu, predikce je jen na zakladé genotypu. Proto je fenotypovani stale
uziteCnym vyzkumnym néstrojem, napft. pro definovani vztahu mezi genotypem a fenotypem
in vivo, znalost fenotypu ndm umoziuje odhalit polymorfismy, které jesté nebyly popsany.
Idealné by genotypovaci metoda méla spliiovat nasledujici parametry:

a) Snadnd a rychla optimalizace testu na zéklad¢ sekvencni informace.
b) Nizk4 cena vyvoje testu jak z hlediska pouZzitych reagencii, tak i ¢asu straveného
vySkolenym persondlem na optimalizaci.

c) Robustni reakce, aby 1 vzorek DNA horsi kvality poskytl spolehlivé vysledky.
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d) Snadno automatizovatelny test s minimalnim zdsahem obsluhy.

e) Jednoducha analyza dat s automatizaci vysledné genotypizace.

f) Flexibilni uspofadani experimentu, které bude vhodné pro provedeni stovek az

miliont testl za den.

Nejcastéji se ke stanoveni SNPs pouzivd metoda polymerazové fetézové reakce neboli PCR
amplifikace s naslednou analyzou délky restrikénich fragmenti (RFLP) nebo REAL — time
PCR, metody sekvenovani nebo FRET analyzy. S rozvojem modernich technologii se dnes
s vyhodou k rychlé detekci mnoha genli najednou vyuziva bio¢ipovych technologii, kde jeden
mikroset na svém povrchu muize nést desitky az desetitisice vybranych znamych sekvenci
DNA. Také je moznost vyuzit komercné jiz predpiipravené kity pro jednotlivé testy, napf.
stanoveni genotypu pro thiopuriny — kit obsahuje prouzky s jiz navdzanymi alel-specifickymi

sondami pro detekci SNPs, vysledkem jsou riizn€ barevné substraty pro jednotlivé genotypy.

1.2.3 Farmakogenetika oxidacni faze 1

Geneticky polymorfismus je jeden znejvyznamnéjSich faktord ovlivilujici
interindividudlni variabilitu aktivity enzymt CYP450 a také majici vliv na variabilitu 1ékové
odpoveédi.

Lidsky CYP450 je kodovan 59 rozdilnymi geny a 48 pseudogeny, v tabulce 4
(upraveno podle Nelson 1993, 2004) je uvedena lokalizace nejznaméjsich izoforem CYP450

na chromozomech [15, 16].

Tab. 4: Lokalizace enzymti CYP450 na chromozomech

CYP450 | Poloha na | Zastoupeni z| Polymorfismus Testovaci latka
chromozomu | celkového
CYP450 (%)
1A1 15922 (+) -
1A2 15922 12 () kofein
2C8 10g24.1-243 |7 (+) paklitaxel
2C9 10g24.1-243 |20 + tolbutamid
2C19 10g241-24.3 8 + omeprazol
2D6 22ql3.1 4 + dextrometorfan (spartein)

24



2E1 10 6 (+) chlorzoxazon
3A4 7q22.1 28 midazolam, kortisol
3A5 7q22.1 + -

Povahu polymorfismli v genech CYP450 a jejich mozny vliv na metabolismus 1é¢iv

v

shrnuje tabulka 5. Nejnové¢jsi informace z nomenklatury jednotlivych lidskych alel CYP450

jsou pristupné na internetové adrese http://www.cypalleles.ki.se/. V celkovém zastoupeni

jednotlivych frakei enzym CYP450 neni vyznamnéj$i mezirasovy rozdil.

Kdyz vsak

budeme sledovat frekvenci vyskytu jednotlivych polymorfismii v ramci rtznych zemi,

zjistime, Ze mezi jednotlivymi rasami lidské populace existuje vyznamnd proménlivost

v pfitomnosti n€kterych SNPs. Tento fakt by mohl vysvétlovat, pro¢ ur¢ité léky ucinkuji u

nékterych narodnosti odliSné nez u jinych a také velikou rozmanitost ve vyskytu nezadoucich

ucinkd.

Tab. 5: Zmény v genech CYP450 a polymorfismy v metabolismu 1é¢iv

Izoforma | Substrat Povaha Efekt SNPs na aktivitu Frekvence
polymorfismu vyskytu
variantnich alel
CYP1A2 klozapin % nekodujici | -chybéni aktivity nehlaseno vysoka
theofylin oblasti -urCity vliv na expresi nebo
kofein indukei
CYP2A6 nikotin nesynonymni, -chybéni aktivity vnizké | nizka u  bélosské
velké delece, frekvenci populace, vysokda u
upstream SNPs -ultrarychly metabolizatofi Asiatll
CYP2B6 cyklofosfamid nesynonymni, -chybéni aktivity nehlaseno pomérné nizka
upstream SNPs -zmény v aktivité jsou bézné
CYP2CS8 paklitaxel nesynonymni, -chybéni aktivity nehlaseno vysoka
rosiglitazon upstream SNPs -zmény v aktivité jsou bézné
CYP2C9 warfarin nesynonymni  — | -velmi  nizkd  aktivita u | relativné nizka
ibuprofen Casto, nekterych jedincl — vyznamny
theofylin upstream SNPs funkéni vliv
CYP2C19 | Omeprazol nesynonymni, -chybéni aktivity -Casté vysoka
klopidogrel v misté stfihu, | -n¢ktefi  jedinci  ultrarychly
diazepam uvodni kodon, | metabolismus
upstream SNPs -vyznamny funk¢éni vliv
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CYP2D6 kodein nesynonymni, -chybéni aktivity - Casté relativné nizka
tamoxifen v mist¢ stfihu, | -nékteti jedinci  ultrarychly
metoprolol malé a velké | metabolismus
dextrometorfan | delece,
haloperidol duplikace, a jiné
perfenzin amplifikace
antiarytmika
fluoxetin
paroxetin

CYP2E1 etanol vzacné -chybéni aktivity nehlaseno vysoka
isoniazid nesynonymni, -urcité zmény aktivity,

upstream SNPs - | neprokazané
Casté

CYP3A4 cyklosporin vzacné -chybéni aktivity nehlaseno nizka
takrolimus nesynonymni, -urcité zmény aktivity,
simvastatin upstream SNPs - | nevyznamné

Casté

CYP3AS podobné 3A4 vzacné nesynon., | -Casté chybéni aktivity vysoka
v misté stfihu- | -uréité zmény aktivity
Casté

Upraveno podle [3] a [7]

1.2.3.1 Geneticky polymorfismus enzymu CYP2CS8

CYP2C8 je tazen do velké podrodiny enzyml CYP2C, ktera je hlavni podrodinou
enzymové rodiny CYP450. Proteiny jsou zvice nez 80% identické a tvoti asi 18,2%
celkového jaterniho CYP450. U lidi jsou zastoupeny izoformy CYP2CS8, 2C9, 2C18, 2C19.
Geny CYP2C jsou lokalizované na chromozomu 10q24 v nésledujicim potadi — gen — 2C18-
2C19-2C9-2C8-Tel, zadny z nich nebyl nalezen ve fetdlnich jatrech [17]. VSechny enzymy
CYP2C jsou geneticky polymorfni a sdileji vyznamnou sekvencni homologii, napt. gen
CYP2C8 sdili 74% s CYP2C9. Metabolizuji asi 20% vSech

sekvenéni homologii

predepisovanych 1é¢iv, kdy se nejvice uplatiuji enzymy CYP2C9 a CYP2C19. Tabulka 6

vewr
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Tab. 6: Klinické

disledky polymorfismii vybranych forem CYP2C u pomalych

metabolizatori
Enzym Lécivo NeZadouci ucinek
CYP2C9 S-warfarin krvaceni
fenytoin ataxie
losartan hypotenze
tolbutamid hypoglykémie
nesteroidni antirevmatika krvaceni do GIT
CYP2C19 omeprazol nevolnost, bolest hlavy
diazepam zvySena sedace
klopidogrel snizeny antiagregacni efekt
CYP2C8 paklitaxel zvySena toxicita
amiodaron ?

CYP2C8 predstavuje asi 7% celkového jaterniho cytochromového systému P450 a
metabolizuje pfiblizné 5% vSech 1éCiv ve fazi I. Pozornost k tomuto izoenzymu byla obracena
pomérné nedavno, kdyz se zjistilo, Ze hraje vyznamnou roli jak v metabolismu endogennich
(arachidonova, retinova kyselina), tak i exogennich latek [18]. CYP2C8 byl charakterizovan
jako nejvice inducibilni protein z rodiny CYP2C.

Oproti ostatnim c¢lenim 2C8 rodiny méa necharakteristicky velké aktivni misto, které
rozeznava rozmanité typy substrati. Vedle jaterni tkané¢ se CYP2C8 vyskytuje v tadé
extrahepatdlnich tkanich - v ledvindch, mozku, nadledvindch, prsni Zlaze, vajecnikdch a
duodenu [19]. Jak se ukdzalo, CYP2CS8 hraje vyznamnou roli v metabolismu mnoha dobie
znamych a Casto pfedepisovanych 1é¢iv (ibuprofen, fluvastatin, rosiglitazon atd.). Jeho hlavni
substraty a inhibitory jsou shrnuty v tabulce 7. CYP2CS sdili mnoho substratti s CYP3A4, ale
jejich oxidaéni produkty jsou rozdilné, nebot' objem vazebné kapsy je u obou enzymi

podobny, ale lisi se svym tvarem, proto metabolizuji substraty v odlisné poloze [20].
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Tab. 7: Substraty a inhibitory CYP2CS:

CYP2C8 hlavni metabolizujici enzym

Specificka latka

Farmakoterapeuticka

skupina

Ostatni ucastnici se enzymy

CYP450

trans-kKyselina retinova

derivaty vitaminu A

CYP2C9

amiodaron antiarytmika III. tfida CYP3A4, CYP1A2,
CYP2C19, CYP2D6
cerivastatin inhibitory 3-hydroxy-3- CYP3A4
methylglutaryl-koenzym A
(HMG-CoA) reduktazy
chlorochin antimalarika, antirevmatika CYP3A4, CYP2D6
paklitaxel cytostatikum -taxoly CYP3A4, CYP3AS
repaglinid antidiabetika CYP3A4

rosiglitazon, pioglitazon

antidiabetika-thiazolidindiony

CYP2C9, CYP3A4, CYPIAI

kyselina tazarotenova

derivaty retinoidl

troglitazon antidiabetika-thiazolidindiony | CYP3A4
CYP2CS stiedni nebo méné vyznamny metabolizujici enzym
karbamazepin antiepileptika CYP3A4 (hlavni)
cyklophosphamid cytostatika CYP2A6, CYP2B6,
CYP2C9,CYP2C19, CYP3A
dapson antibakterialni sulfony CYP2C9 (hlavni)
diklofenac nesteroidni antirevmatika | CYP2C9 (hlavni), CYP3A4, and
CYP2C19
diltiazem blokatory kalciového CYP3A4, CYP2C9
kanalu
fluvastatin inhibitory HMG-CoA CYP2(C9 (hlavni), CYP3A4
reduktdzy
ibuprofen nesteroidni antirevmatika | CYP2C9
ifosfamid cytostatika CYP2A6, CYP2B6,
CYP2C9,CYP2C19, CYP3A
loperamid agonisté p-opioidnich CYP2B6, CYP2D6, CYP3A4
receptorul - antidiaroikum
metadon agonisté p-opioidnich CYP3A4, CYP2D6, CYP2B6
receptorul
morphin agonisté p-opioidnich CYP3A4
receptorul
simvastatin inhibitory HMG-CoA CYP3A4 (hlavni)
reduktdzy
tenoxikam nesteroidni antirevmatika | CYP2C9 (hlavni)
torasemid klickova diuretika CYP2C9 (hlavni)
verapamil blokatory kalciového CYP3A4 (hlavni), CYP3A5
kanalu
zopiclon hypnotika CYP3A4 (hlavni)
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Inhibitory CYP2C8

amitriptylin tricyklicka antidepresiva CYP3A4
gemfibrozil fibraty
ketokonazol antimykotika CYP3A4
montelukast antagonisté
leukotrienovych receptorii
quercetin rostlinny derivat CYP1A2
flavonoidii
terfenadin antihistaminika CYP3A4
triazolam benzodiazepiny CYP3A4
trimethoprim inhibitory dihydrofolat -
reduktdzy

Tabulka ptfevzata a upravena podle [21] a [22].

Gen CYP2CS8 je tvoten 9 exony s 31 kilobasemi. Bodovy polymorfismus v genu
kédujici tento enzym byl poprvé popsan az vroce 2001 [23, 24]. Od té¢ doby bylo
zaznamenano vice nez 20 bodovych zdmén hlavné v exonech 3, 5 a 8, nejcastéjsi SNPs jsou
uvedeny v tabulce 8 [23]. Pfirozend alela se oznacuje jako CYP2C8*1 nebo také jako
CYP2C8*1 A. Nejvice studované variantni alely, které se oznacuji zkratkou enzymu CYP2CS,
dale hvézdickou a arabskou Ccislici, jsou CYP2C8%*2, CYP2C8*3 (R139K, K399R) a
CYP2C8*4. Piepis téchto variantnich alel do vysledného enzymu miize vést k jeho nizsi
katalytické aktivité. Alela CYP2C8*3 se vyskytuje v ¢aste¢né vazbé s funkéné defektni alelou
CYP2C9*2. Substraty CYP2C9 je celd fada vyznamnych a ¢asto pouzivanych léciv. U alely
CYP2C8*5 dochazi k deleci adeninu v pozici 471, tak vzniké vyznamny posun ¢teciho rdmce
oznatovany jako ,frame-shift“ mutace. Tento posun zpiisobuje vyznamnou alteraci
v aminokyselinovém fetézci enzymu. Piedpoklada se, Ze noveé vznikly enzym téméf ztrati
svou katalytickou aktivitu, nebot’ dochazi az k 64% ztraté¢ jeho struktury a to vcetné
hemového vazebného mista. Mozny vliv tohoto polymorfismu v klinické praxi je nutné
potvrdit nebo vyvratit in vitro a ptipadné in vivo studiemi. Tato alela byla detekovana u
japonského pacienta, u kterého se objevila zavaznd rhabdomyolyza v korelaci s vysokymi
koncentracemi cerivastatinu [25]. Obrazek 3 znazorfiuje strukturu polymorfniho genu

CYP2CS.
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Tab. 8: Vybrané znamé jednobodové zamény nukleotidi u CYP2CS8

Alela Oznaceni | Nesynonymni | Poloha | Funk¢ni zmény (in vitro)
zmény

CYP2C8*1A |CYP2C8.1 |- - normalni

CYP2C8*1B CYP2C8.1 |C-271A promotor | normalni

CYP2C8*1C CYP2C8.1 |T-370G promotor | normalni

CYP2C8*5 CYP2C8.5 | A475del exon 3 |asi inaktivni

CYP2C8*3 CYP2C8.3 |G416A, A1196G |exon 3, 8 | snizeni metab.-paklitaxel

CYP2C8*2 CYP2C8.2 | A805T exonS |zvySeni Km-6a-hydorxylace
paklitaxelu

CYP2C8*4 CYP2C84 |C792G exon 5 neznamy

Neklasifikovana | P404A C1210G exon 8 |snizeni metab. amiodaronu

CYP2C8*14 CYP2C8.14| G712C sniZeni metab.paklitaxelu/
amiodaronu

Obr. 3: Polymorfni struktura genu CYP2C8, ptevzato podle [21]
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Klinicky signifikantni vliv polymorfisml byl popsan v metabolismu paklitaxelu.

Ve studiich se prokézalo, ze pfitomnost alely CYP2C8*3 redukuje hydroxyla¢ni aktivitu
enzymu az o 50% [26]. Pfitomnost alely CYP2C8%*2 také snizuje metabolismus paklitaxelu o
15%. Obé alely tedy zvySuji moznou toxicitu po podani tohoto cytostatika a mohou mit
zavazné disledky pro homozygoty s funkéné defektni alelou. Alela CYP2C8*4 také
vykazovala niZsi aktivitu oproti wild-type alele, ale tento rozdil neby] statisticky signifikantni.
Dalsi alela, u které se prokdzalo, Ze muze ovlivnit metabolismus 1éCiv, je vzacné se
vyskytujici alela CYP2C8 P404A, kterda byla doposud popsana jen u japonské populace.
Pritomnost alely CYP2C8 P404A vedla k signifikantnimu snizeni biodegradace amiodaronu
v bunécné linii lidského hepatoceluldrniho karcinomu (HEP G2) [27]. Také u nedavno
popsané nové variantni alely CYP2C8*14, ktera byla nalezena u japonské populace, byla v in
vitro studiich prokdzana snizend afinita enzymu k paklitaxelu a déale snizeny metabolismus
amiodaronu [28, 29]. VSechny tyto nalezy je nutné podpofit daty z in vivo studii.

Izoenzym CYP2C8 dale ovliviiuje fadu fyziologickych a patologickych procesi u
Clovéka. Preménuje kyselinu arachidonovou na biologicky aktivni epoxyeikosatrienovou
kyselinu, kterd moduluje jaterni glykogenolyzu, ovliviiuje sekreci hormonii v pankreatu,
agregaci desticek a dalsi [30]. Zjistilo se, Ze variantni alela CYP2C8*3 je vyrazné spojend

s defektnim metabolismem kyseliny arachidonové.

Frekvence vyskytu variantnich alel CYP2C8 je vyznamné mezirasové odliSna.
V bélosské populaci se nejcastéji vyskytuje variantni alela CYP2C8%*3, asi ve 13%, zatimco
u Afroamericantli je vyjadiend jen ve 2% a nebyla popsand u Asiatll. Také se prokazalo, Ze
tato alela se vyskytuje ve vazbé s variantni alelou CYP2C9*2.
Variantni alela CYP2C8*4 byla detekovéana asi u 7,5% bélosské populace [23, 26]. Variantni
alela CYP2C8*2 se v bélosské populaci téméf nevyskytuje, zméienéd frekvence byla 0 - 2%,
vyskytuje se témet vyluéné u afroamerické populace, stejné jako alela CYP2C8*5 u japonské
populace [31]. Alela P404A byla prozatim stanovena jen v japonské populaci, kde variantni

alela byla nalezena ve velmi nizké frekvenci 0,007% [27].

Vyraznd mezirasova rozdilnost v zastoupeni variantnich alel se projevuje 1 v
haplotypové struktufe polymorfismii CYP2C8. Tabulka 9 shrnuje vyskyt nejcastéji
zastoupenych haplotypt v bélosské populaci, tabulka vyuziva data z mezinarodniho projektu

HapMap [32].
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Tab. 9: Nejcastéjsi haplotypy s frekvenci vétsi nez 2% pro studované SNPs s domnélym

funkénim vyznamem.

SNPs HapA HapB HapC1 | HapC2 | HapC3 | HadD HapE

CYP2C8*1B C A C C C C C
-271C>A, promotor

CYP2C8*1C T T G G T T T
-370T>G, promotor

CYP2C8*3 G G G G G A G
Argl39Lys,exon 3

CYP2C8*4 C C C G C C C
Ile264Met,exon 5

CYP2C8*3 A A A A A G A
Lys399Arg,exon 8

Frekvence (%) 30,5 19,6 7.4 6,5 5.4 15,3 6.9
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1.3  Geneticky polymorfismus na urovni transportniho systému

VétSinu transportérti 16¢iv délime do dvou super-rodin: rodiny transportnich proteint
vazajicich adenosintrifosfat (ABC) nebo rodiny rozpustnych nosicl (solute carriers family).
ABC transportéry jsou dale déleny do sedmi rodin oznaCovanych pismeny A az G. Lidsky
genom obsahuje 49 genli koédujicich ABC proteiny. Pro 16 z nich je zndma jejich funkce a 14
genll je spojeno s vyskytem onemocnéni u lidi. Vedle jejich efluxni funkce maji
nepostradatelnou roli v eliminaci Sirokého spektra endogennich substratli, xenobiotik, 1éCiv,

kovli a chemickych toxint [33].

1.3.1 P-glykoprotein (Pgp/MDRI/ABCBI)

Vyznamnym ¢lenem ABC rodiny je P-glykoprotein, také oznacovany jako ABCBI. P-
glykoprotein je efluxni transmembranova pumpa, kterd ma vyznamnou roli v absorpci,
distribuci a eliminaci fady léCiv a je dilezitym obrannym mechanismem pied vstupem
xenobiotik do organismu. Nadmérné exprese genu, ktery tento protein koéduje (MDR1), €asto
vede k rezistenci na podavanou terapii. Juliano a Ling jako prvni zaznamenali v roce 1976
souvislost mezi sniZenou prostupnosti membrany ovaridlnich nadorovych bun€k cinského
kiecka pro kolchicin a vzestupem exprese vysokomolekularniho glykoproteinu (170 000-180

000 Da), ktery byl nazvan P-glykoprotein (Pgp) [34].

1.3.1.1 Struktura a substratova specifita Pgp

Gen MDR1 je lokalizovan na dlouhém raménku chromozému 7q21-21.1 a tvoii ho 28
exonu. Pgp vytvafi velky vodni kandl, ktery je uzavieny smérem k cytoplazmé a otevieny do
extracelularniho prostoru [35]. Kanal je lemovan hydrofobnimi a aromatickymi AMK
v extracelularni Casti, kdezto cytosolickd cast kanalu obsahuje polarni a nabité zbytky.
Strukturni analyzy odhalily v proteinu pfitomnost dvou otvort v lipidové dvojvrstvé, které
umoziuji extrakci substrati pfimo z membrany pasivni difuzi [36]. Molekularni podklad
struktury Pgp vytvari monomérni transmembranova bilkovina slozend z 1280 aminokyselin,
kterd je tvofena dvéma analogickymi ¢astmi se 43% sekvencni homologii. Obé poloviny (N- a
C-konec) obsahuji dvanact transmembranovych a-helix Sroubovic, které jsou oddéleny Sesti
extracelularnimi, hydrofilnimi smyckami a obsahuji ¢etné N-glykosylace na asparaginu 91,
94, 99. V cytosolu jsou dvé nukleotidy vazajici domény, na kterych dochazi k hydrolyze ATP

za uvolnéni energie vyuzivané k transportu substratii. Toto ATP4azové misto (pfedstavuje
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pfiblizn¢ 200 aminokyselin) je charakteristické pro tzv. ATP Binding Cassette proteiny
(ABC), kam je kromé Pgp fazena fada dalSich membranovych bilkovin (multidrug resistance-
associated protein, breast cancer resistant protein — BCRP/MXR/ABCP a dalsi) [37]. Ob¢
homologni poloviny jsou vzajemné propojeny peptidovym segmentem, ktery je slozen ze 75

aminokyselin. Strukturu schematicky znazoriiuje obrazek 4.

Obr. 4: Grafické znazornéni struktury P—glykoproteinu, Sipky naznacuji polohy nejznamé;jsich
SNPs
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Pro Pgp je typické, v porovnani s ostatnimi transportéry, Ze s nim interaguje velké
mnozstvi latek, casto chemicky i1 funkéné znacné odlisnych. Patfi sem krom¢ mnoha
xenobiotik léciva z riznych farmakoterapeutickych skupin, ale i endogenni hormony a jiné
latky (tab. 10). Pro vétSinu substratl je typické, ze jsou hydrofébni nebo amfifilni (tedy
obsahuji hydrofilni i hydrofébni ¢asti) povahy a jsou planarné uspotadané. Maji molekulovou
hmotnost ptes 400D a pii pH 7,4 jsou kladn& nabité. Ale tyto charakteristiky nejsou vzdy
podminkou pro substraty Pgp, nebot” Pgp méné Casto prenaSi i nékteré neutrdlni (napf.
digoxin) nebo i negativné nabité molekuly (napf. atorvastatin), dokonce i molekuly hydrofilni
povahy, jako je methotrexat nebo substraty s molekulovou hmotnosti niz§i nez 400D [38].
Protein vykazuje vysokou konformacni flexibilitu, kterd mu umoziiuje preskladani pti vazani

a vypuzovani substratd. Zaroven se ukdzalo, ze Pgp rozliSuje stereoizomery a dokaze
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najednou vazat i1 vice substratl v prekryvajicich se vazebnych mistech [36]. Z toho lze
usuzovat na mozny vznik interakci u soucasného podavani substrati. Pgp a CYP3A4
metabolizujici enzym se vyznacuji spole¢nou tkanovou distribuci a také se ptekryvaji

specifitou pro substraty, inhibitory a induktory.

Tab. 10: Hlavni substraty P-glykoproteinu

Substraty P-glykoproteinu
antineoplastika imunosupresiva blokatory kalciového
aktinomycin cyclosporin A kanalu a metabolity
etoposid takrolimus diltiazem
docetaxel rapamycin mibefradil
doxorubicin steroidy nikardipin
daunorubicin aldosteron verapamil
epirubicin dexamethason N-dealkylverapamil
irinotekan estradiol N-dealkynorverapamil
mitomycin C hydrokortison
mitoxantron antiemetika H1- antihistaminika
paklitaxel (taxol) domperidon fexofenadin
tamoxifen ondansetron terfenadin
teniposid hypolipidemika H2-antihistaminika
topotekan atorvastatin cimetidin
vinblastin lovastatin ranitidin
vinkristin antibiotika opiaty
vindesin erytromycin morfium
kardiotonika levofloxacin loperamid
antiarytmika sparfloxacin ostatni
digoxin inhibitory HIV debrisochin
digitoxin proteaz fenytoin
chinidin amprenavir rifampin
amiodaron indinavir amitriptylin
B blokatory nelfinavir losartan
celoprolol sequinavir emetin
talinolol ritonavir kolchicin
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1.3.1.2 Fyziologicka funkce Pgp

Pgp hraje vyznamnou roli v ochrané organismu pied vstupem xenobiotik do
organismu a zarovenl napomaha jejich eliminaci. Gen MDRI1 je pfiznacné nazyvan proteinem
zpiisobujicim mnohocetnou rezistenci k farmakiim, tzv. multidrug resistance protein. Jeho
nadmérna exprese miize vést az k selhani farmakoterapie. Mira exprese Pgp se naptiklad 30 -
40% podili na selhani antiepileptické terapie nebo koreluje s odpovédi na terapii akutni
myeloidni leukémie a dalsi [39].

PienaSeC je strategicky situovan v epitelidlnich buiikdch organti podilejicich se na
absorpci a distribuci latek, jako jsou enterocyty, buiiky hematoencefalické a testikularni
bariéry, a také v lokalizacich s Cisté exkreéni funkei - v kanalikularni membrané hepatocyta,
na apikalni strang epitelovych bun¢k Zlu¢ovych kanalkii a rendlniho proximalniho tubulu [38].
Pgp je mimoto také soucasti procesu distribuce a transportu n€kterych endogennich latek
v organizmu, napf. cholesterolu, kortisolu, glutathion-S-konjugatt, a dale se podili napt. v
syntéze steroidnich hormonti. Pgp se pravdépodobné ucastni také na transportu nékterych
cytokinii — napt. IL-2, IL-4, interferonu—gama z perifernich T-lymfocytd. V nékterych
pfipadech Pgp mulze zabranit spojeni obalenych virovych partikuli s plazmatickou
membranou bunék, a tak sehrat vyznamnou roli v rozvoji rezistence k virové infekci [40, 41].
Dale se podili na mobilizaci dendritickych bunék z periferie do lymfatickych uzlin, tim

iniciuje T-lymfocyty zprostfedkovanou imunitu [42].

1.3.1.3 Polymorfismv MDR1

V genu MDRI1 je popisovan vysoky vyskyt bodovych polymorfismil. Prvni zprava o
funkénim polymorfismu genu MDRI1 je z roku 1989 [43]. Z lidskych nadledvin, kde je Pgp
hojn¢ zastoupen, byla isolovana v celé délce genu cDNA a bylo odvozeno potadi
aminokyselin. Ve srovnani s Pgp ziskanym zbun€k rezistentnich na kolchicin byla
v aminokyselinové sekvenci nalezena substituce Gly—Val v kodonu 185. Bunky, do kterych
byla vnesena cDNA, nesouci informaci pro Val 185, ziskaly vétsi rezistenci ke kolchicinu
[44]. Dalsi polymorfismy na arovni DNA byly popsany v roce 1998 v pozicich G2677T a
G2995A exonu 21 a 24.

Prvni systematicky screening polymorfismit MDR1 uskute¢nili Hoffmeyer a spol. v roce 2000
[45], ktefi nalezli 15 rGznych polymorfismii, z nichZ 12 neméni sekvenci aminokyselin

proteinu a 7 je lokalizovanych v intronech. Tfi polymorfismy vexonu 2 (Asn21Asp), 5
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(Phel03Leu) a 11 (Ser400Asn) vedou k zaméné aminokyseliny a mohou tak ménit funkénost
proteinu zménou naboje, velikosti molekuly proteinu atd.

Polymorfismus exonu 26 vpozici 3435 (C3435T), ktery nezplsobuje zmény
v sekvenci aminokyselin, méni intenzitu exprese proteinu v duodenu a tim ovliviluje
farmakokinetiku, zejména absorpci typického substraitu Pgp — digoxinu. U jedinct
homozygotnich pro alelu T byla ve srovnani s jedinci homozygotnimi pro alelu C
zaznamenana vice nez dvakrdt niz$i exprese intestindlntho Pgp s nasledné zvySenymi
plazmatickymi koncentracemi digoxinu diky jeho rychlejsi a uplnéjsi absorpci. Terminalni
eliminace byla srovnatelna s jedinci s alelou C/C [46]. Dalsi publikované studie u zdravych
dobrovolnikli prokazaly, zejména u homozygotd TT varianty C3435T, zménénou
farmakokinetiku u fexofenadinu, fenytoinu, efinaviru a nelfinaviru, které jsou také substraty
zavislymi na funkci P-glykoproteinu [46-48].

Vseobecné se mlze jeden polymorfismus vyskytovat zaroven s polymorfismem v jiné
pozici — tzv. haplotyp. Analyzy MDRI1 genu se zaméfily na nejcastéji se vyskytujici spojeni
sekvencnich variant v exonu 26 s variantami v exonu 21, 12 a v intronu 6. Johne et al. pro
haplotyp s T alelou vpozici 3435 a G v 2677 naméfili vy$s$i plazmatické koncentrace
digoxinu. Naopak u jedincil s alelami s haplotypem T v pozici 3435 a T alelou v pozici 2677
a u jedinct s wild type alelami byly namétfené hodnoty niz$i. Analyzy haplotypii pomahayji
sladit rozporné vysledky ze studii, které se zaméfily jen na jednotlivé SNPs (napf. ve studii
Kim et al. naméfili nizs$i plazmatické koncentrace fexofenadinu u homozygoti T/T 3435.
Rozsitili proto svou studii na analyzu haplotyptli, ktera byla ve shod¢ s vysledky jinych
laboratofi) [46]. Nejlepsi predikci aktivity P-glykoproteinu nam tedy poskytuje stanovovani
haplotypti polymorfismil, které se vyskytuji v genu MDRI1. Dalsi, v bélosskych populacich
Casté polymorfismy, jsou v intronech 6 (pozice Ex 6+139) a 16 (pozice Ex 17-76), pficemz
mutace v intronu 6 je v nekompletni vazbé s mutaci C1236T exonu 12. Zbylé polymorfismy
jsou méng Casté, nicméné napt. v exonech 2 a 11 na pozicich 61 a 1199 vedou k zdméné
aminokyselinové struktury, byt u téchto poslednich dvou polymorfismi nebyl popsan vliv na
farmakokinetiku substrati P-glykoproteinu [45]. Aktivita P-glykoproteinu je nejen geneticky
polymorfné koédovana, ale mize byt také vyznamné ovlivnéna interakcemi s inhibitory
pfenaSece, mezi které patii napf. amiodaron i1 grapefruitova Stava [38, 49]. V souvislosti
s vyskytem SNPs v genu MDRI a jejich moznym funkénim vlivem je studovana celd fada
dalSich 1é¢iv. Bylo prokazano, Ze miodaron a jeho aktivni metabolit N-desethylamiodaron
maji vyznamny inhibi¢ni vliv na Pgp [50], z toho lze usuzovat na moZny vliv polymorfismt

MDRI1 na koncentrace parentni latky a jejiho metabolitu a vyznamny interakéni potencial se
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substraty Pgp. Polymorfismy MDRI jsou déle velice ¢asto studované ve spojitosti s vyskytem

fady onemocnéni.

Podobn¢ jako v ptipad€ polymorfismt jinych genii existuji vyrazné mezirasové rozdily
ve frekvenci vyskytu bodovych polymorfismi MDR1. Naptiklad pro C3435T je frekvence
genotypit C/C a T/T v bélosské populaci srovnatelna, je to ptiblizne 25%, zatimco v africké
populaci je frekvence T/T genotypu pouze 6% [46, 51]. Variantni alela A2677 se nejcastéji
vyskytuje u Asiatli, u AfroameriCani a v bélosské populaci neni témét detekovatelna.
Rozlozeni alelickych variant MDRI1 u bélosské, afroamerické a asijské populace shrnuje

tabulka 11.

Tab. 11: Alelické frekvence v genu MDR1 mezi populacemi (upraveno podle [52])

Alelicka frekvence (%)
MDRI1 Variantni alela Kavkazané Afroameric¢ané Asiaté
(n=200) (n=200) (n=60)
exon 26 3435T 56,1 20,2 40,0
exon 21 2677T 46,4 10,0 45,0
exon 21 2677A 3,6 0,5 6,7
exon 12 1236T 45,9 20,9 68,5

Ostatni ABC transportéry jako ABCC2, ABCB4, ABCBI1 jsou také intenzivné
studovany. Funkéni vyznam polymorfismit ABCC2 neni jasny. Vzacné se vyskytujici varianty
ABCB4 a ABCBI11 se pravdépodobn¢ podileji na vzniku dédi¢né formy cholestazy.
ABCG2/BCRP — breast cancer resistant protein, ktery byl identifikovan v bunikach rakoviny
prsu, je vyznamnou ochrannou efluxni pumpou v organismu. Jeho nadmérnd exprese byla
zaznamenana u fady hematologickych nddort a solidnich tumort. Pfedpoklada se, Ze to mize
byt jeden z mechanisml vzniku rezistence k fadé protinadorovych 1éka jako antracykliny,

mitoxantron a dalsi [53].
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1.4 Amiodaron

Amiodaron je strukturni dijodovany derivat benzofuranu, jenz se svymi U¢inky pti [é€be
poruch srde¢niho rytmu fadi do III. tfidy antiarytmik dle klasifikace Vaughan-Williamse.
Plvodné byl pouzivan jako antiangindzni 1€k, ktery byl zaregistrovan jako antiarytmikum az
v 80. letech. Je oznacovan jako Sirokospektré antiarytmikum s pfijatelnou drovni
proarytmogenniho rizika, proto se stal Siroce uzivanym lékem mezi odbornou vetejnosti
pfedevsim v terapii a prevenci komorovych i supraventrikularnich tachyarytmii [54].
Elektrofyziologické ucinky amiodaronu spocivaji v blokadé draslikovych, sodikovych a
vapnikovych kanall, potlaceni aktivity sinusového uzlu, zpomaleni vedeni vzruchu
v atrioventrikularnim uzlu, prodluzeni trvani refrakterni faze, tedy i délky ak¢éniho potencialu,
ktery ma nepfimo Umérnou zdvislost na srdecni frekvenci [55]. Zarovein ma také alfa —
sympatolyticky a beta — sympatolyticky ucinek, ktery je sttedné silny, i¢inky shrnuje tabulka
12 [56]. Amiodaron ovlivituje nejen srde¢ni elektrofyziologii, ale i neurochemické parametry,

dale zlepsuje koronéarni pritok a hemodynamiku a ma lokalni antithyreoidealni ucinek.

Tab. 12: Elektrofyziologicky efekt amiodaronu na srdce

Elektrofyziologicky efekt

Parametr Pozorovani
TFY Zpomaleni
RR Prodlouzeni
QT Prodlouzeni
QRS Nezménéno/prodlouzeni
A uzel { aktivity
Atridlni ARF* Prodlouzeni
AV uzel ARF Prodlouzeni
AV uzel RRF* ProdlouZeni
Komorova ARF Prodlouzeni

YTF — tepova frekvence, *ARF — absolutni refrakterni faze, *RRF — relativni refrakterni faze
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1.4.1 Metabolismus amiodaronu

Amiodaron je silné lipofilni 1€k, ktery je metabolizovan jaternimi enzymy na jeho
hlavni metabolit N-desethylamiodaron (DEA). Formovani metabolitu je velice rychlé,
dosahuje tak koncentraci podobnych jako parentni latka, nebo koncentrace DEA mohou byt
v lidskych tkanich dokonce i vyssi [57]. Vznikly metabolit ma podobné farmakologické, ale 1
toxikologické ucinky jako parentni latka. N-deetylace amiodaronu je katalyzovdna enzymy
cytochromu P450, a to pfedev$im izoformou CYP3A4 [58, 59] a CYP2C8 [27, 60] (cestu
metabolismu znazornuje obrazek 5). Vedle hlavniho metabolitu DEA byly detekovany dalsi
produkty pfemény amiodaronu. 3-hydroxy-mono-N-desethylamiodaron (3"OH-MDEA) muze
byt povazovan za druhy vyznamny produkt meéfitelny v krvi pacienti a je hlavnim a
primarnim metabolitem DEA. Koncentrace dalSich dvou metabolitli di-desethylamiodaronu
(DDEA) a velmi nestabilniho deaminovaného amiodaronu (DAA) jsou tficetkrat nizs$i nez
parentni latky. Metabolit DAA mulze byt i pfimym produktem metabolismu amiodaronu.
Tretim piimym metabolitem amiodaronu je hydroxyamiodaron, jehoz plazmatické
koncentrace zatim neni mozné stanovit z divodu vysoké nestability referenéni molekuly. Lze
tedy shrnout, ze molekula amiodaronu je metabolizovana hlavni cestou dealkylaci, dale
deaminaci a hydroxylaci [61]. Aktivitu jednotlivych metabolitli je nutné jest¢ vyzkoumat,

stejné tak i detailné popsat ucast metabolickych enzymii ve vSech biotransformacnich cestach.

Obr. 5: Metabolické premény amiodaronu (upraveno podle [61])
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Amiodaron je metabolizovan jiz béhem absorpce v enterocytech, coz snizuje jeho
biologickou dostupnost po peroralnim podani na 25 — 65%. Procesy absorpce i eliminace
1é¢iva jsou navic komplikovéany tim, Ze amiodaron je kombinovanym substratem/inhibitorem
enzymli cytochromu P450 a P-glykoproteinu. Pokud jsou lé¢iva tohoto typu podéna
peroralné, dochazi po jejich priniku do enterocytli k aktivnimu vypuzovani zpét do stfevniho
lumen prostfednictvim P-glykoproteinu a jen cast latky, kterd timto efluxnim systémem neni
zachycena nebo prevysi jeho transportni kapacitu, se stdvd potencidlnim substratem
enterocytalniho cytochromu P450 [62]. Lécivo, které cytochromem P450 neni degradovéano
posléze pronikd z enterocytii do krevniho obéhu a nasledné i do jater, kde prochézi
metabolickym fetézcem vedoucim k eliminaci. Funkce P-glykoproteinu i cytochromu P450
jsou tedy synergistické a omezuji biologickou dostupnost 1éCiva na urovni stievni stény i
hepatocytli, a nasledné synergisticky ovliviiuji i metabolismus a eliminaci v jatrech [50]. Na
druhou stranu hlavni metabolit desethylamiodaron je vyznamnym inhibitorem CYP3A4 i
efluxniho proteinu Pgp, proto se predpokladd, Ze biologickd dostupnost amiodaronu u
dlouhodobé terapie se s Casem zvySuje a naopak clearance latky se snizuje [63].

Biologicka dostupnost amiodaronu je dale siln¢ ovlivnéna potravou, kterd zvysuje
rychlost i rozsah jeho absorpce [64]. Koncentrace dosahuje maxima zhruba za 3 — 7 hodin od
podani. Eliminace léku se d€je pfedevSim jaterni, kozni a lakrimdlni exkreci. Z 99% se
amiodaron vaze na plazmatické proteiny, ptedevSim albumin, a protoze je siln¢ lipofilni, ma
tendenci vytvaret v organismu, piredev§im tukové tkéani, depa. Pravé to pfispiva k jeho
neobycejné dlouhému polocasu eliminace. Zdanlivy distribu¢ni objem amiodaronu je 66 1/kg.
Jeho polocas eliminace ma multifazicky prubéh. V akutni fazi je biologicky polocas 3 — 20
hodin, v chronické fazi je to 20 — 100 dni. Rada studii opakovan& prokazala, Ze délka
biologického polocasu je nejcastéji okolo 50 dni [65, 66].

Vzhledem ke svym jedineénym farmakokinetickym charakteristikim je uzivani
amiodaronu spojeno s pomerné vysokou prevalenci nezadoucich uc¢inkd, celosvétoveé okolo
25— 75%, v Ceské republice se prevalence vyskytu pohybuje okolo 25%. Vznik nezadoucich
ucinkt je velice Casto spojeny s vysokymi koncentracemi 1é¢iva a jeho aktivniho metabolitu.
Proto se pfi uzivani amiodaronu doporucuje monitorovani koncentraci parentni latky a jejiho
metabolitu. Doporuceni optimalni jesté u¢inné spodni hranice pro koncentraci amiodaronu se
miZze mistné liSit, nejCastéji doporuCované rozmezi optimalni koncentrace je 1 — 2,5 mg/l,

dalsi ¢asto doporucovana rozmezi jsou 0,5 — 2,5 mg/l nebo 0,7 -2,5 mg/1 [67].
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Nedostate¢na koncentrace léku nevede k optimalnimu antiarytmickému ucinku a
naopak supraoptimalni koncentrace zvySuje vyskyt zavaznych nezadoucich Uc¢inkii a vede

paradoxné¢ ke zhorSeni prognoézy nemocnych [68].

1.4.2 NeZadouci ucinky amiodaronu

Pro molekulu amiodaronu je zndma celd fada nezddoucich ucinkt, které jsou velice
Casto asociované s vysokymi koncentracemi 1éciva. Relativné ¢asto se vyskytuji thyreopatie -
az u 3 - 25% pacientil po 2 — 6 mésicich 1écby a €astéji u muzi. Mén¢ ¢etné jsou pneumopatie
— jejichz Cetnost je 0.5 — 1%. Vzacné se vyskytuji u davek pod 400 mg/den a pii trvani 1éCby
méné¢ nez dva mésice. Mezi nimi je tfeba odliSit hypersenzitivni plicni toxicitu po
amiodaronu, kterd nemd vztah k davce léku a méd vysokou mortalitu, az 30%. Dalsi Casté
komplikace jsou kozni fotosenzitivita, modroSedé zbarveni kiize a korneélni depozita [69, 70].
Hlavnim pfedpoklddanym mechanismem vzniku thyreoidalni toxicity je pfima podobnost
amiodaronu s molekulou T3 (trijodthyronin) a T4 (tyroxin), piedev§im v oblasti
diiodofenylového kruhu, ktery je ziejmé vazebnou doménou T3 na jeho receptorech. Potom je
to pfitomnost dvou atomi jodu, tzn. ze z 200mg tablety se do organismu dostane asi 50 krat
vy&§i davka, nez je na izemi Ceské republiky doporudovany denni limit p¥ijatého jodu. Dale
spoluptisobi pfimy cytotoxicky vliv amiodaronu na thyreoidalni buniky [71]. U metabolitu se
zjistilo, ze je dokonce vice toxicky na thyreoidalni a plicni tkan. Piehled nezadoucich ucinkt
spojenych s uzivanim amiodaronu shrnuje tabulka 13. K prevenci vyskytu téchto nezadoucich

ucinki piispiva i terapeutické monitorovani koncentraci amiodaronu [72-74].
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Tab.13: Nezadouci ti€¢inky amiodaronu

Nezadouci uéinky amiodaronu

NeZadouci ucinky

Frekvence vyskytu (%)

Terapie

zavazné

plicni toxicita
(plicni fibréza)
thyreotoxikoza (AIT
LLIL)

hypotyredza
hepatopatie

bradykardie

méné zavazné
kornealni depozita
nauzea, anorexie
neurologické
komplikace
modrosedé zbarveni
ktze

fotosenzitivita

0,5-10
(1-2)
5-9 (v jodoprivnich oblastech)

3-25

6-22 az 30

2-4

>90

30

8-10

2-57

vysadit amiodaron, zahdjit terapii
kortikosteroidy

thyreostatika, kortikosteroidy, zvazit
vysazeni amiodaronu

suplementace levotyroxinem

pfi prekroceni jaternich enzymt nad
3 nasobek — amiodaron { ¢i vysadit

vysadit amiodaron

zadna
redukce davky
redukce davky
zadné

opalovaci krémy s TiO2

1.4.3 Interakce amiodaronu

Z jiz popsanych vlastnosti a mechanismu ucinku amiodaronu vyplyva, ze je pro toto

lé¢ivo charakteristicky velky interakéni potencidl. Amiodaron vyznamné zpomaluje jaterni i

rendlni metabolismus celé fady 1ékli cestou inhibice cytochromu P450 a P-glykoproteinu.

Klinicky potencidlné zdvaznou je Casto se vyskytujici interakce s digoxinem a warfarinem. Pti

kombinaci s warfarinem, vzhledem k inhibi¢nimu potencidlu amiodaronu a jeho metabolitu,

muze dojit k vyraznému sniZzeni clearance warfarinu a tim i1 ndhlému prodlouzeni

protrombinového ¢asu a INR se zvySenym rizikem krvaceni. DalSi castd interakce
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amiodaronu je se simvastatinem a sléivy ze skupiny betablokatori. Kombinace
s betablokatory mlize byt u fady piipadd pfimo indikovana, ale je nutné predpokladat, Ze
miZze zpusobovat excesivni blokadu beta receptort a vést az k zivot ohrozujici bradykardii.

Vyznamné lékové interakce a jejich mozna feSeni shrnuje tabulka 14.

Tab. 14: Vyznamné 1ékové interakce s amiodaronem

Latka Diisledek Opatieni

digoxin T plazmatické koncentrace J davku digoxinu o 1/3 —1/2,
digoxinu moniorovat cp digoxinu

warfarin 7T antikoagulag. tginku monitorovat INR, ¥ davku

warfarinu o 25%

simvastatin T incidence myopatii pii {4 davku simvastatinu
davkach > 20 mg/d

sildenafil T koncentraci sildenafilu

cyklosporin T koncentraci cyklosporinu monitorovat koncentrace

cyklosporinu, piip. ¥ davku

chinolony aditivni psobeni na prodlouzeni
QT — arytmie
antidepresiva T koncentraci latek
P metabolizovanych jatry

] vyznamna blokada B receptord vysadit amiodaron nebo snizit

betablokatory 5 arytmie davku nebo vyménit
betablokator

P otenciace negativniho ) .

verapamil/diltiazem | P g vysadit blokator kalciového

chronotropniho a iontrop.

plisobeni — bradykardie kanalu, vyménit za jiny

1.4.4 Polymorfismus amiodaronu

VSechny tfi hlavni proteiny (P-glykoprotein, CYP2C8 a CYP3A4), které se na
metabolismu a transportu amiodaronu ptes biologické membrany podileji, vykazuji vyrazné
variabilni interindividualni aktivitu v populaci. Zatimco genetické predispozice této
variability nejsou v ptfipadé CYP3A4 dosud ptesvédCive identifikovany, jsou u P-
glykoproteinu a CYP2C8 popsany mutace a polymorfismy zplsobujici zmény aktivity
genovych produktli ve srovnani s bézné se vyskytujicimi proteiny [75, 76]. [zoforma CYP2C8

je povazovana za jeden z hlavnich enzymu Gcastnicich se pfemény amiodaronu a tedy i mtize
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mit rozhodujici vliv na jeho koncentrace. V souvislosti se zménénym metabolismem substrat
CYP2CS8 byly studovany ctyii nejcastejsi alely CYP2C8*2, CYP2C8*3, (2 substituce v exonu
3 a 8, CYP2C8*3G416A a CYP2C8*3A1196G vyskytujici se predevSim v bélosské
populaci), CYP2C8*4 a CYP2CS8 P404A (substituce v exonu 8). PfedevSim ptitomnost alely
CYP2C8*3 je spojovana se snizenou katalytickou aktivitou enzymu CYP2C8 v metabolismu
jeho substrati [23]. Tato alela se vyskytuje v Castecné vazbe s alelou CYP2C9*2, kterd je
Casto spojovana se zhorSenym odbourdvanim substratt CYP2C9, v ceské populaci se
vyskytuje ve frekvenci u 12,2% [77]. U vzacné se vyskytujici alely CYP2C8P404A, ktera
byla doposud popsana jen u japonské populace, bylo prokazané statisticky vyznamné sniZeni
biodegradace amiodaronu v bunééné linii lidského hepatocelularniho karcinomu (HEP G2 )

[27]. Klinicky vyznam téchto zmén neni znam a je nutné ho podlozit in vivo studiemi.

Polymorfismy v genech, které vedou ke zmén¢ aktivity proteint zapojenych do fetézce
metabolismu a transportu amiodaronu v entero- a hepatocytech, mohou byt pti¢inou vyrazné
interindividualni variability biologické dostupnosti a metabolismu amiodaronu u pacientl
vedouci k variabilité¢ koncentraci léCiva behem terapie. Mohou byt ale také pficinou
vyznamnych lékovych interakci potencovanych amiodaronem a jeho metabolitem a

ptitomnosti funkéné vyznamného SNPs.
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2 Cile prace

Béhem mého postgradudlniho studia jsem se vénovala nasledujicim okruhtim:

1. Vprvnim okruhu jsme popsali genotyp u Ceské populace. Cilem bylo popsat

frekvenci vyskytu vybranych variantnich alel u zdravych dobrovolnikli v genu

kodujici enzym CYP2CS8
a. CYP2C8*2
b. CYP2C8*3 (2 substituce v exonu 3 a &, CYP2C8*3G416A a

CYP2C8*3A1196QG)
c. CYP2C8*4
d. CYP2CS8 P404A
a v genu MDR1

e. Exon 26 C3435T
f. Exon 21 G2677A/T
g. Exon 12 C1236T
h. Exon 17 T-76A

2. V druhém okruhu jsme sledovali vliv bodovych polymorfismii v genech MDR1 a

CYP2C8 u souboru pacientt uzivajicich amiodaron.

a.

sledovali jsme distribuci koncentrace amiodaronu u S$iroké skupiny
pacientd uzivajicich dlouhodobé amiodaron

stanovili jsme alelické frekvence v souboru pacientii uzivajicich amiodaron
hodnotili jsme vliv SNPs na koncentrace amiodaronu a jeho metabolitu N-
desethylamiodaronu

sledovali jsme bezpecnost 1écby amiodaronem pomoci parametri EKG a

biochemickych parametri u jednotlivych genotypovych skupin pacientt
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3 Metody

V prvnim okruhu mé disertacni prace jsme analyzovali genotyp u zdravych dobrovolniki
v ¢eské populaci. Pro stanoveni genotypu jsme odebrali krevni vzorky do jednordzovych
vakuovanych odbérovych zkumavek s pfidavkem K,EDTA, ze kterych jsme izolovali
leukocytdrni DNA. DNA jsme izolovali bud’ vysolovaci metodou, nebo za pouziti kitu na
izolaci DNA — QIAamp DNA Blood Mini Kit.

Vysolovaci metoda — asi Sml plné krve jsme pfenesli do 20ml RBC pufru (10mM
Na3;PO4, 150mM NaCl, ImM MgCl,, pH 7.4), ktery je lyzac¢ni smési erytrocytli. Smés jsme
promichali a nechali 30 minut stat ve vodni lazni s ledem. Poté jsme smés 10 minut pii 3000
ot./min centrifugovali. Supernatant jsme slili a ke zbylé smési jsme opét pridali RBC puftr,
opét jsme vSe promichali a nechali 30 minut stit ve vodni 1azni s ledem. Smés jsme opét
centrifugovali 10 minut pti 3000 ot./min. Lyzu erytrocytl a centrifugaci jsme opakovali azZ do
uplného vyc€isténi smési, to znamenad dokud nevznikla po sliti pufru bila sedlina tzv. peleta.
Ke vzniklé sedlin€ jsme pfilili 3ml roztoku Bristol, promichali a déle ptidali 300 pl proteinazy
Ka 300 pl 10% roztoku SDS (dodecyl sulfatu sodného). Smes jsme nechali inkubovat bud’ 4
hodiny pfti 55°C, nebo pii 37°C ptes noc. Po inkubaci jsme ptidali 900 pl NaCl a asi 2 minuty
jsme smés michali, poté jsme opét centrifugovali pfi 5000 ot./min 30 min. Vznikly
supernatant jsme smichali s 8ml vychlazeného 96% etanolu. Doslo k vysraZeni vyizolované
DNA, ktera vyplavala na hladinu. Vldkno DNA jsme namotali na sterilni sklenénou ty¢inku a
nechali oschnout pfi pokojové teploté. Poté jsme ji splachli 150 ul TE pufru (10 mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) do eppendorfky a skladovali v lednici pti 4°C.

Izolace DNA — QIAamp DNA Blood Mini Kit — pfi této izola¢ni metod¢ jsme pouzivali
20 pul QIAGEN protedzy, kterd se smichala s 200 ul krve a 200 pl pufru AL (soucést
izola¢niho kitu) do pfedem popsanych eppendorfek. Smés jsme nechali inkubovat 10 minut
pii 56°C, po vyndani z vodni 14zné jsme pfidali 200 pl 96% vychlazeného etanolu a 15
sekund jsme michali. Cely obsah eppendorfky jsme nalili na kolonku s filtrem (QIAamp Mini
Column) a nechali centrifugovat 1 minutu pii 8000x g. Poté jsme na filtr nanesli postupné 500
ul pufru AW1, centrifugovali 1 minutu pfi 8000x g a proces jsem opakovali s pufrem AW2 6
minut pii 14100x g, celé se provadi vzdy v nové sbérné zkumavce Collection Tube a filtraty
se vyhodi. Zavérem jsme do sterilnich a popsanych eppendorfek pienesli filtr, nanesli na ng;

200 pl pufr AE a po kratké inkubaci pii pokojové teploté jsme centrifugovali 1 minutu pfi
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8000x g. Filtr jsme vyhodili a eppendorfky s izolovanou DNA jsme skladovali v lednici pfi
4°C.

Genotyp MDR1 a CYP2CS8 jsme stanovili pomoci metody PCR-RFLP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism) za vyuziti specifickych restrikénich enzymi a navrzenych
primert pro jednotlivé reakce. Byla provedena analyza péti bodovych polymorfisml v genu
CYP2C8 (CYP2C8*2, CYP2C8*3 —v exonu 3 a 8§, CYP2C8*4 a CYP2C8 P404A) a ctyr
SNPs v genu MDR1 (v exonech 26, 21, 17 a 12). Pouzit¢ metody jsou detailn¢ popsany
v ptiloZenych pracich in extenzo.

Délky vzniklych restrikénich fragmentd jsme vizualizovali pod UV osvétlenim na
agardzovém gelu (procentuelni slozeni gelu jsme upravovali podle délky vzniklych fragmenti
a jejich optimdlni viditelnosti) po probéhlé elektroforéze. Do pfipraven¢ho gelu jsme nanesli
7 pl vzniklého PCR-RFLP produktu smichaného s 10 pl nanaSeciho pufru (1x Loading Dye
Solution (Fermentas)). Do posledni jamky gelu jsme vzdy nanesli marker (GeneRuler 50bp
DNA Ladder (o koncentraci 0,1pg/ pl; Fermentas)) se zndmymi délkami DNA fragmenti pro
vyhodnoceni délky vzniklych fragmenti v PCR-RFLP. Elektroforézou se jednotlivé iontoveé
nabité fragmenty PCR-RFLP rozdé¢lily podle velikosti. Po nasledném obarveni gelu v roztoku
TBE pufru s ethidium bromidem (asi 25 minut) byly viditelné jako jednotlivé bandy

(prouzky) rizné vzdalené od startu podle své délky.

V dalsi ¢asti prace jsme pro hodnoceni bezpecnosti 1é¢by amiodaronem vyuzili standardni
biochemickd a hematologicka vySetieni nemocnice, zdznam EKG a analyzovali jsme
lékafskou dokumentaci pacientli. Pouzitd laboratorni diagnostika je detailné¢ popséna na

http://ulbld.If1.cuni.cz/seznam-lab-vysetreni.

Pro stanoveni koncentrace amiodaronu a jeho metabolitu byla pouzita HPLC analyza, viz
publikace Plomp et al. 1983 [78]. Kolonu a reagencie pro stanoveni dodala spolecnost
Chromsystems, detailn€ na http://www.chromsystems.com/de/produkte/therapeutisches-drug-
monitoring/amiodaron/reagenzienkits/amiodaron-desethylamiodaron-reagenzienkit-fuer-die-

hplc-analytik.

Protokoly studii byly schvaleny Etickou komisi VSeobecné fakultni nemocnice v Praze.
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3.1 Statistické vyhodnoceni dat

Analyzovany soubor zdravych dobrovolnikli a pacientd jsme rozd¢lili podle vyskytu
jednotlivych genotypli CYP2C8 a MDRI. Ziskana data jsme popsali deskriptivni statistikou.
Cetnost zastoupeni genotypll jsme porovnali pomoci y- kvadratu, k otestovani rozdild ve
skupinovych primérech jsme aplikovali dvouvybérovy t test pfi normalnim rozdéleni hodnot,
nebo jsme pouzili Mann-Whitney W test pro porovnani medianti. Data jsme statisticky
zpracovali na 5% hladin€¢ vyznamnosti. Ocekavanou distribuci genotypt v populaci jsme

vypocetli pomoci Hardy-Weinbergovy rovnice a vypocetli jsme 95% interval spolehlivosti.
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4 Vysledky

Vysledky z prvniho okruhu diserta¢ni prace byly plné€ publikované a jsou pfilohou €. 1 a
2. Ve vysledkové ¢asti proto uvadim jen jejich struéné shrnuti. Druhy okruh mé prace nebyl

dosud publikovan, proto uvadim detailni popis vysledkl a jejich analyzy.

Charakteristiky sledovanych souborii pacienti

Pro stanoveni frekvence vyskytu vybranych variantnich alel jsme vyuzili krevni
vzorky od mladych zdravych dobrovolnikli Ceské narodnosti ziskané po podepsani
informovaného souhlasu. Pro stanoveni genotypu MDRI1 bylo zafazeno 90 muzii a 99 Zen ve
véku od 23 do 28 let. Pro stanoveni genotypu CYP2CS8 jsme ndhodné vybrali vzorky od 94
muzl a 67 zen, primérného véku 24,3 + 1,6 let.

Distribuci koncentraci amiodaronu jsme nejdiive sledovali u SirSiho souboru pacientli
ceské narodnosti, kterym byla kontrolné¢ méfena koncentrace amiodaronu Bylo celkem
analyzovéano 978 vzorkli od 602 muzi a 376 Zen ve véku od 40 do 90 let.

Pro posledni okruh nasi prace jsme zatadili pacienty, po ziskani jejich informovaného
souhlasu, ktefi uzivali amiodaron v peroralni 1ékové formé v indikaci profylaxe ¢i 1écby
supraventrikularnich, komorovych ptetrvavajicich nebo paroxysmalnich tachyarytmii.
Demograficky popis zafazeného souboru pacientli shrnuje tabulka 15.

Odbér vzorku pro stanoveni koncentrace amiodaronu byl proveden po ukonceni obdobi

nasycovaci davky (tj. nejméné po 2 mésicich od zahéjeni 1éCby).

Tab. 15: Demografické data zatazenych pacient

n (pocet) 63
vek( roky) 72,33 £9,91
vaha (kg) 81,94 £ 15,98
vyska (cm) 171,86 £ 8,22
BMI (kg/m”) 27,72 +4.,85
primérnd davka amio 2,03 £0,57
(mg/kg/den)
pocet uzivanych 1ékti/pacienta 7,57 £ 1,96

+ SD (smérodatné odchylka)
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4.1 Frekvence genotypt v ¢eské populaci

Béhem analyzy genotypl jsme vzorky bez variantni alely oznacili jako wild-type (wt/wt),
pii detekci jedné variantni alely jsme pouzili oznaceni pro heterozygota — wt/v, vzorky
sobéma variantnimi alelami jsem znacili jako v/v. Pfitomnost bodovych mutaci jsme

zjistovali pomoci metodiky PCR-RFLP.

4.1.1 Frekvence polymorfismit CYP2C8 u zdravych dobrovolnikii

Analyzovali jsme 161 nahodné ziskanych vzorkli od zdravych dobrovolniki. Dle

dostupné literatury jsme stanovovali alely CYP2C8*2, CYP2C8*3, CYP2C8*4 a
neoznacenou alelu P404A s moznym vlivem na aktivitu enzymu. Zjistény vyskyt alelické a
genotypové frekvence souhrnné uvadi tabulka 16.
Ve shod¢ s ostatnimi pracemi o vyskytu variantnich alel v evropské populaci byly nejhojné;ji
se vyskytujici alely v ¢eské populaci CYP2C8*3 G416A a CYP2C8*3 A1196G. Ob¢ alely se
vyskytuji v kompletni vazbé a frekvence variantni alely byla pro obé zamény 10,9%, 3 jedinci
byli homozygoté s variantni alelou. Alelicka frekvence druhé nejcastéji se vyskytujici alely
v béloSské populaci CYP2C8*4 byla 5,9% v naSem vzorku, pouze jeden subjekt mél pfitomny
ob¢ variantni alely. Ve stanoveném souboru nebyl nalezen Zadny subjekt s homozygotnim
genotypem variantni alely CYP2C8*2, tato alela se v bélosské populaci témét nevyskytuje.
Jen jeden subjekt byl heterozygot s touto variantni alelou, frekvence variantni alely byla
0,3%, tedy ve shod¢ s ostatnimi b&loSskymi populacemi. Alelu P404A, kterd byla doposud
nalezena jen u japonské populace, jsme v nasem vzorku detekovali s alelickou frekvenci
0,03%. Relativni frekvence moznych kombinaci genotypii popisuje tabulka 17.

Vysledky byly v Gplné shod€ s ocekavanymi frekvencemi vypoctenymi dle Hardy-
Weinbergovy rovnice, to svédci o jejich normdlni distribuci v ¢eské populaci.

Frekvence vyskytu alel CYP2C8*2, CYP2C8*3, CYP2C8*4 jsou ve shodé s frekvencemi
stanovenymi u ostatnich bélosskych populaci.

Obrazek 6 znazoriiuje upravené fotografie agarézovych geli s PCR fragmenty a

popisuje jednotlivé genotypy pro CYP2C8*2, CYP2C8*3, P404A.
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Tab. 16: Pozorované a ocekavané frekvence (f) CYP2CS variantnich alel v ¢eské populaci

Nazvoslovi SNPs Efekt Alela Genotyp CI

CYP2C8 Pozorovana | Pozorovana Ocdekavana

f f 95% f

*2 A805T 1269F 0,997 | wt/wt | 0,994 | 1,000 | 0.982 0,994

T 10,003 |wt/v | 0,006 0,000 | 0,000 0,006

v/v 0,000 | 0,000 | 0,000 0,000

*3 G416A | R139K |G | 0,891 | wt/wt | 0,801 | 0,863 | 0,740 0,794

A 10,109 | wt/v | 0,180 (0,240 | 0,120 0,194

v/v 0,019 | 0,040 | 0,001 0,012

*3 A1196G | K399R | A | 0.891 | wt/wt | 0.801 | 0,863 | 0,740 0,794

G |0.109 |wt/v |0.180 | 0,240 | 0,120 0,194

v/v 0.019 | 0,040 | 0,001 0,012

*4 C792G | 1264M | C | 0,941 | wt/wt | 0,888 | 0,937 | 0,840 0,885

G 0,059 |wt/v |0,106]|0,153| 0,058 0,111

v/v 0,006 | 0,018 | 0,006 0,003

P404A C1210G C 10,966 | wt/wt| 0,932 0,970 | 0,893 0,933

G 0,034 |wt/v |0,068]|0,107| 0,029 0,066

v/v 0,000 | 0,000 | 0,000 0,001

Tab. 17: Relativni frekvence moZznych kombinaci genotypii nejcastéji se vyskytujicich

variantnich alel u ¢eské populace CYP2C8*3 (alely R139K a K399R se vyskytuji v kompletni

vazbé, proto jsou uvedené spolecné) a CYP2C8*4.

G416A exon 3, alela CYP2C8*3,
A1196G exon 8, alela CYP2C8*3

Genotyp G/G G/A A/A

A/A A/G G/G

C792G exon 5, C/C 0,702 0,168 0,019
alela CYP2C8*4, C/G 0,087 0,019 0,000
G/G 0,006 0,000 0,000
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Obr. 6: Priklad agar6zovych geli PCR fragment polymorfismi CYP2C8*2, CYP2C8%*3,

P404A vizualizovanych UV osvétlenim po obarveni ethidium bromidem.

Marker 50 by

CYP2C8*4

1 0 0
/G C/C C/C

wt/v  wt/wt v/v

P404A C1210G

wt/v viv.  wt/wt
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4.1.2 Frekvence polymorfismit MDR1 u zdravych dobrovolnikii

Analyzovali jsme 189 ndhodné odebranych vzorki od zdravych dobrovolnikii. V nasi
analyze jsme se zaméfili, stejné jako v ostatnich vyznamnych pracich zabyvajicich se
populacni analyzou genotypl, na detekci nejvice prostudovanych bodovych polymorfismu
v genu MDRI, které se ¢asto vyskytuji i spolecné v tzv. haplotypech.

Variantni alela 3435T v exonu 26, kterd ovliviiuje miru exprese a funkci MDRI1, byla
detekovana s alelickou frekvenci 56,5%. 64 jedincii mélo homozygotni genotyp pro variantni
alelu. V Ceské populaci mizeme ocekavat 33,9% jedincl se snizenou expresi transportniho
proteinu Pgp.

V exonu 21 v pozici 2677 jsou zndmé dvé variantni alely G>T a G>A, které vedou
k zaméné v sekvenci aminokyselin (Ala839Ser a Ala839Thr v uvedeném poradi). Frekvence
wild-type alely 2677G byla stanovena v 53,4%, variantni alela 2677T se vyskytla v 46,0% a
nenasli jsme Zadného homozygota s variantni alelou 2677A. 56 subjektli byli homozygoté
s wild-type alelou 2677G a 42 jedincii mélo dvé variantni alely 2677T, 2 jedinci byli
heterozygoté s alelou 2677A.

40 subjektt byli homozygoté s cetnou tichou variantni alelou v exonu 12 1236T (alelicka
frekvence 44,5%) a 31 subjektl byli homozygoté s variantni alelou -76A v intronu 17
(alelicka frekvence 37,6%).

Zjistené vysledky byly ve shodé s o¢ekavanymi frekvencemi vypoctenymi dle Hardy-
Weinbergovy rovnice. Pozorované a ocekavané frekvence MDR1 SNPs a relativni frekvence
moznych haplotypii shrnuji tabulky 18 a 19. Zmétené frekvence byly ve shodé¢ s udaji
z literatury o frekvenci vyskytu variantnich alel u evropské populace.

Obrazek 7 znazornuje upravené fotografie agarézovych gelt s popsanymi PCR fragmenty

s uréenim genotypu v exonu 26 C3435T, v exonu 17 T-76A a exonu 12 C1234T.
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Tab. 18: Pozorované a ocekavané frekvence MDRI1 variantnich alel v ¢eské populaci

Frekvence (f)
Pozoro- | 95% CI | Oceka-
vana vana
Misto Pozice Alela | Efekt | (%) | Genotyp | % %
exon 12 | cDNA1236 | C ? 55,5 C/C 31,7 25,1-38,4 | 30,6
T 44,5 C/T 47,1 39,9-54,2 | 49,4
T/T 21,2 15,3-26,9 | 19,9
mtronl6 | Exonl7-76 | T ? 62,4 T/T 41,3 34,3-48,3 | 38,9
37,6 T/A 42,3 35,3-49,4 | 45,8
A/A 16,4 11,1-21,7 | 13,7
exon 21 | cDNA2677 893Ala | 53,4 G/G 29,6 23,1-36,1 | 28,6
T 893Ser | 46,0 G/T 47,1 40,0-54,2 | 49,2
893Thr | 0,53 T/T 22,2 16,3-28,1 | 21,2
G/A 1,1 0,5-1,6 0,57
A/A 0,0 0,0-0,9 0,0
T/A 0,0 0,0-0,9 0,0
exon 26 | cDNA3435 Wobble | 43,5 C/C 21,2 15,3-26,9 | 18,9
T 56,5 C/T 44,9 37,9-52,1 | 49,1
T/T 33,9 27,1-40,6 | 31,9

Tab. 19: Relativni frekvence moznych kombinaci genotypli u variantnich alel C3435T a

G2677T/A
G2677T exon 21
Genotyp| G/G G/T T/T
C3435T exon 26 C/C 0,19 0,02 0,00
C/T 0,10 0,34 0,01
T/T 0,01 0,12 0,21
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Obr. 7: Priklad agar6zovych gelit PCR fragmentl polymorfisml v exonu 26 C3435T, exonu
17 T-76A a exonu 12 C1234T vizualizovanych UV osvétlenim po obarveni ethidium

bromidem.

MDRE exon 26 MDR exon 17

wt/wt  v/v wt/wt viv wt/v wt/wt

T e B f S o A o S ¥ §
MDR exon 12

wtlv.  wt/v wt/wt v/iv
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4.2  Vliv bodovych polymorfismii v genech MDR1 a CYP2CS8
u nemocnych s amiodaronem

V prvnim okruhu disertacni prace jsme zjistili, jakd je distribuce genotypd pro znamé

polymorfismy v nasi populaci. V druhé ¢asti mé prace jsme navazali sledovanim mozného
vlivu téchto polymorfismu u pacientd, ktefi dlouhodob¢ uZzivaji amiodaron.
Jak bylo ukdzano, amiodaron je substritem a vyznamnym inhibitorem efluxniho
transmembranového proteinu Pgp a jeho hlavni metabolicka cesta je vyznamné katalyzovana
polymorfnim enzymem CYP2CS8. V literatufe byl opakované prokdzany mozny vliv
pfitomnosti variantnich alel u obou genli na metabolismus 1é¢iv. Byla studovana predevSim
lé¢iva s Gizkym terapeutickym indexem, s vyznamnymi neZ&doucimi uCinky a velkym
interakénim potencialem. Stejné jsou i charakteristiky 1é¢iva amiodaron.

Nejdiive jsme popsali distribuci koncentraci amiodaronu u ceské populace pacientli
dlouhodobé uzivajicich amiodaron pii béznych kontrolach koncentraci 1é¢iva v nemocnici. Je
znamo, ze terapeutickd koncentrace amiodaronu a jeho lékovd odpovéd mohou byt velmi
interindividualn€ proménné a jsou také vyznamné ovlivnéné terapeutickymi zvyklostmi dané
zemg.

Poté jsme stanovili genotyp u uzsiho souboru pacientli a provedli analyzu z hlediska
genotypovych skupin. Z literatury dosud znamé genotypové studie s amiodaronem byly
pfedevSim in vitro studie, v naSem hodnoceni jsme sledovanim koncentraci amiodaronu a
jeho metabolitu a hodnocenim bezpecnosti 1é€by v jednotlivych genotypovych skupinach

chtéli popsat pravé mozny vliv SNPs u pacienti dlouhodobé¢ uzivajicich amiodaron.

4.2.1 Distribuce koncentraci amiodaronu p¥i terapeutickém monitorovani

V obdobi dvou let bylo vysetfeno celkem 978 vzorkl (602 muzi, 376 zen) od pacientl
uzivajicich dlouhodobé amiodaron. Vzorky jsme rozdélili do vé€kovych skupin podle dekad a
podle pohlavi.

Z naSeho souboru je zifejmé, Ze v jednotlivych vékovych skupindch pievazovali muzi, kromé
srdecni u zen do menopauzy a tedy i €astéjsi indikaci 1é€by amiodaronem u muzi.

Koncentrace zmétené u zen a muzl jsou v jednotlivych vékovych skupinach podobné,
vy$si hodnoty jsme zaznamenali u zZen ve srovndni s muzi pro vékové rozmezi 51 az 60 let,

rozdil mezi skupinami byl statisticky signifikantni na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05.
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Nejnizsi zmétené koncentrace amiodaronu byly u pacientli nejvyssiho véku ve skupiné muzil i
zen. Rozdil primérnych hodnot u muzi ve v€ku 81 az 90 let byl statisticky vyznamny oproti
pramérnym koncentracim ve véku 61 az 70 let a také skupin€ pacienti 71 az 80 let, vysledky

shrnuje tabulka 20.

Tab. 20: RozloZeni koncentraci amiodaronu u jednotlivych vé€kovych skupin

Vékova Pocet | ¢ Amio (mg/l) | Podet | ¢ Amio (mg/l)

skupina osob Muzi osob Zeny
40-50 41 1,25 £0,97 16 1,2440,96
51-60 162 1,08+0,79 31 1,470,998
61-70 146 1,28+0,86* 87 1,29+0,93
71-80 220 1,18+0,82%* 194 1,28+0,95
81-90 33 0,90+0,60 48 1,03£0,55

* p <0,05 (vékova skupina 81-90 let versus ostatni vékové skupiny)
8 p < 0,05 (vékova skupina 51-60 let Zeny versus muzi)

Az 63,75% vySetfenych pacienti nedosahovalo spodni hranice u nas nejcastéji
doporucovaného terapeutického rozmezi 1 mg/l. Naopak vy$s$i koncentrace neZ je horni
doporuc¢ovana mez terapeutického rozmezi 2,5 mg/l mélo nejvice pacientli ve veékové skupiné
61 az 70 let, celkem z této skupiny pacientt 9,01% . Velmi nizkych koncentraci, mensich nez
nejnizsi G¢innd koncentrace 0,5 mg/l, dosahovala skupina pacientli ve véku 51 az 60 let,
pfedev§im muzi, a to az ve 23,32% nasledované skupinou pacientd ve véku 81 az 90 let

(22,22%) (tab. 21).

Tab. 21: Rozdé€leni souboru pacientii dle dosazenych hrani¢nich koncentraci amiodaronu

¢ Amio Vék 40-50 51-60 61-70 71-80 81-90
(mg/l) (roky) n=57 n=193 n=233 n=414 n=81

>2,5mg/1 n 5 14 21 24 3
% 8,77 7,25 9,01 5,80 3,70

<lmg/1>0,5 n 20 61 78 134 33
% 35,09 31,61 33,48 32,37 40,74

<0,5mg/1 n 10 45 38 70 18
% 17,54 23,32 16,31 16,91 22,22
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4.2.2 Alelické frekvence v souboru pacientit dlouhodobé uZivajicich amiodaron

Zméfené alelické a genotypové frekvence v detailné sledovaném souboru pacientl
(n=63, z toho 21 zen a 42 muzi) se statisticky neodliSuji od frekvenci zméfenych u nahodné
vybrané populace zdravych dobrovolnikli (tabulky 22 az 24). Genotypové a alelické

frekvence se shoduji s o¢ekavanymi dle Hardy-Weinbergovy rovnice.

Tab. 22: Alelické frekvence u pacientli 1é¢enych amiodaronem (n=63)

Alelicka Alelicka

MDR frekvence(%) CYP2C8 frekvence(%)
exon26 C 48,53 *2 A 100

T 51,47 T 0,00
exon21 G 55,88 *3 139 G 84,99

T 44,85 A 15,44

A 0,74 *3 339 A 84,56
exonl2 C 57,35 G 15,44

T 42,65 *4 C 97,06
exonl7 T 55,15 G 2,94

A 44,85 P404A C 97,06

G 2,94

Tab. 23: Ocekéavané a pozorované frekvence genotyptit MDR1 u souboru pacientti (n=63)

Frekvence (f)
Pozoro- 95% CI Oceka-
vana vana
Misto Pozice Efekt | Genotyp % %

exon 12 | cDNA1236 | Wobble C/C 32,35 43,47-21,23 32,89
C/T 50,00 61,88-38,11 48,92

T/T 17,65 26,70-8,59 18,19

intron16 | Exonl7-76 ? T/T 30,88 41,86-19,90 30,41
T/A 48,53 60,41-36,65 49,47
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A/A 20,59 30,20-10,98 20,12

exon 21 | cDNA2677 | 893Ala G/G 27,94 38,61-17,28 30,41
893Ser G/T 51,47 63,35-39,59 49,47

893Thr T/T 19,12 28,46-9,77 20,12

G/A 1,47 0,00-4,33 0,57

A/A 0,00 0,00-0,00 0,00

T/A 0,00 0,00-0,00 0,00

exon 26 | cDNA3435 | Wobble C/C 17,65 26,71-8,59 23,55
C/T 61,76 73,32-50,21 49,96

T/T 20,59 30,20-10,98 26,49

Tab. 24: Ocekéavané a pozorované frekvence genotypit CYP2CS8 u souboru pacientl (n=63)

Nazvoslovi | SNPs | Efekt Genotyp CI Oceka-
vana
CYP2C8 Pozorovana 95% f
f
*2 A805T | I269F | wt/wt 0,10 0,10 0,10 0,99

wt/v 0,00 0,00 0,00 0,01
v/iv 0,00 0,00 0,00 0,00
*3 G416A | R139K | wt/wt 0,71 0,82 0,60 0,72
wt/v 0,28 0,39 0,17 0,26
v/iv 0,01 0,04 0.00 0,02
*3 A1196G | K399R | wt/wt 0,71 0,81 0,60 0,72
wt/v 0,28 0,39 0,17 0,26
v/iv 0,01 0,04 0.00 0,02
*4 C792G | 1264M | wt/wt 0,94 1,00 0,89 0,94
wt/v 0,06 0,11 0,00 0,06
v/iv 0,00 0,00 0,00 0,00
P404A C1210G wt/wt 0,96 1,00 0,91 0,94
wt/v 0,03 0,07 0,00 0,06
v/iv 0,01 0,04 0,00 0,00
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4.2.3 Koncentrace amiodaronu a N-desethylamiodaronu v naSem souboru ve srovndni s

literaturou

V naSem detailné¢ sledovaném souboru pacientli (n=63) byla primérnad denni davka
amiodaronu 159,22 mg/den a primémd dosazend sérova koncentrace 0,68+0,44 mg/l.
Ptriklady pouzivaného rizného davkovani amiodaronu a dosazenych koncentraci nalezenych v

literatufe jsou uvedeny v tabulce 25.

Tab. 25: Koncentrace amiodaronu a N-desethylamiodaronu v naSem souboru ve srovnani

s riznymi davkami lé¢iva v literatuie

Podana davka Amiodaron N-desethylamiodaron Ref.
(mg/1) (mg/l)

200 mg/d 1,06+0,43 1,04+0,34 [79]

1,45+0,50 1,38+0,74 [80]

400 mg/d 1,93+0,80 1,79+0,65 [79]

: 3,05+1,36 2,33+1,22 [80]

600 mg/d 3.46+1,50 2,79+1,17 [79]

o 3,78+1,61. 2.92+1,40 [80]

vlastni méfeni

<159,22 mg/d 0,68+0,44 0,54+0,31

Prumérné zméfené koncentrace

amiodaronu a jeho metabolitu rozdélené do

jednotlivych terapeutickych skupin jsou uvedené v tabulce 26. V méieni vySel klesajici
metabolicky pomé&r pro zvySujici se koncentraci parentni latky.
Mezi koncentracemi amiodaronu a jeho hlavniho metabolitu N-desethylamiodaronu jsme

nalezli trend linearni zavislosti, graf 1.

Tab. 26: Distribuce koncentraci amiodaronu a N-desethylamiodaronu pro vybrany soubor

pacientll (n=63)

Terapeutické | Pocet pacientii cAmio cDEA cDEA/cAmio
rozmezi
mg/l
<05 29 0,36£0,10 | 0,34+0,15 | 0,98+0,42
20,5 <1 23 0,74+0,15 | 0,67£0,20 | 0,91+0,22
>1 <I,5 7 1,19+0,09 1,06:0,23 | 0,89+0,15
>1,5<2,5 4 1,90+0,32 | 0,85+0,31 | 0,45+021
>25 0 0 0 0
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Graf 1: Korelace koncentrace amiodaronu a jeho metabolitu N-desethylamiodaronu

2.0

¢ DEA (mg/l)

¢ amiodaron (mg/l)

4.2.4 Koncentrace amiodaronu a jeho metabolitu N-desethylamiodaronu u genotypovych

skupin CYP2C8

Nejdiive jsme v naSem méfeni sledovali zavislost metabolického poméru
v jednotlivych genotypovych skupindich CYP2CS8 pro riizna terapeutickd rozmezi, nenasli

jsme statisticky vyznamny rozdil, vysledky shrnuje tabulka 27.

Z méteni jsme zjistili, Ze u ptipadd s alesponn jednou variantni alelou ze Ctyft
vySetfovanych variantnich alel - CYP2C8*2 (vsouboru nebyl nalezen zadny jedinec
s variantni alelou), CYP2C8%*3, CYP2C8*4 a alely P404A byl naméfen mirné nizsi
metabolicky pomér plazmatickych koncentraci amiodaronu a jeho aktivniho metabolitu 0,84
oproti jedinciim s wild-type homozygotnim genotypem ve vSech alelach, kde tento pomér byl

0,98. Rozdily nebyly statisticky signifikantni, vysledky jsou vyjadiené v grafu 2.
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Tab. 27: Zavislost metabolického poméru u genotypu CYP2CS pro jednotliva terapeuticka

rozmezi
Terapeutické Pocet cDEA/cAmio | cDEA/cAmio
rozmezi pacienti
mg/l n wt/wt Wty + vy
<05 30 1,07+0,60 0,91+0,35
20,5 <1 23 0,97+0,21 0,80+0,21
>] 10 0,63+0,30 0,72+0,35

rozdil mezi skupinami wt/v+v/v versus wt/wt nebyl statisticky vyznamny pro vSechny

hodnoty

Graf 2. Koncentrace amiodaronu a jeho metabolitu v jednotlivych genotypovych skupinich

pro CYP2C8
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4.2.5 Koncentrace amiodaronu a jeho metabolitu N-desethylamiodaronu u genotypovych
skupin MDR1

Nejdiive jsme v naSem méfeni sledovali zdvislost metabolického poméru
v jednotlivych genotypovych skupindch MDRI1 pro rizné terapeutickd rozmezi, statisticky
vyznamny rozdil jsme zaznamenali mezi genotypem sobéma wild-type alelami a

homozygotnim genotypem s variantni alelou v exonu 17 pro rozmezi > 0,5 < I, vysledky

shrnuji tabulky 28 — 31.

Tab. 28: Zéavislost metabolického poméru u genotypu MDR1 exon 26 pro jednotliva

terapeutickd rozmezi

Terapeutické Pocet cDEA/cAmio | cDEA/cAmio | cDEA/cAmio
rozmezi pacienti
mg/l n wt/wt wt/v 194
<0,5 30 0,88+0,40 0,96+0,52 1,39+1,11
20,5 <1 23 0,77+0,29 0,97+0,17 0,75+0,45
>1 10 0,00 0,64+0,33 0,61+0,30

rozdil mezi skupinami v/v versus wt/wt, wt/v versus wt/wt nebyl statisticky vyznamny pro

vSechny hodnoty

Tab. 29: Zavislost metabolického poméru u genotypu MDR1 exon 21 G>T pro jednotliva

terapeutickd rozmezi

Terapeutické Pocet cDEA/cAmio | cDEA/cAmio | cDEA/cAmio
rozmezi pacientii
mg/l n wt/wt wt/v 1244
<0,5 30 1,00+0,48 1,00+0,61 0,93+0,39
20,5 <1 23 0,78+0,21 0,79+0,49 0,83+0,44
>] 10 0,75+0,39 0,55+0,41 0,60+0,36

rozdil mezi skupinami v/v versus wt/wt, wt/v versus wt/wt nebyl statisticky vyznamny pro

vSechny hodnoty
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Tab. 30: Zavislost metabolického poméru u genotypu MDR1 exon 12 pro jednotliva

terapeutickd rozmezi

Terapeutické Pocet cDEA/cAmio | cDEA/cAmio | cDEA/cAmio
rozmezi pacienti
mg/l n wt/wt wt/v vy
<0,5 30 0,98+0,48 1,04+0,57 1,03+0,40
20,5 <1 23 0,79+0,24 0,77+0,44 0,83+0,44
>] 10 0,49+0,30 0,45+0,40 0,60+0,36

rozdil mezi skupinami v/v versus wt/wt, wt/v versus wt/wt nebyl statisticky vyznamny pro

vSechny hodnoty

Tab. 31: Zéavislost metabolického poméru u genotypu MDR1 exon 17 pro jednotliva

terapeutickd rozmezi

Terapeutické Pocet cDEA/cAmio | cDEA/cAmio | cDEA/cAmio
rozmezi pacienti
mg/l n wt/wt wt/v 1244
<05 30 0,91+0,31 1,12+0,61 0,89+0,43
>0,5 <1 23 1,02+0,16* 0,88+0,24 0,66+0,10
>1 10 0,69+0,34 0,70+0,34 0,47+0,00

* p < 0,05 (v/v versus wt/wt), ostatni p — NS (pfi porovnani skupin v/v versus wt/wt, wt/v
versus wt/wt)

U zjisténych polymorfismii v genu MDR1 jsou patrné vyssi koncentrace u jedinct
s homozygotnim variantnim genotypem v exonu 26 a v exonu 21 G>T, jak znazoriiuje graf 3.
Homozygoté s variantni alelou v exonu 26 méli vyssi soucet koncentraci amiodaronu a jeho
metabolitu 1,57 mg/l oproti homozygotiim s wild-type alelou, kde tento soucet byl 1,03 mg/I,
rozdil byl statisticky vyznamny na hladin€ vyznamnosti p < 0,05. Stejny trend byl pozorovan
pro variantni alelu 2677T v exonu 21 (koncentrace 1,37mg/l pro homozygotni variantni
genotyp a 1,19 pro genotyp u homozygott s wild-type alelou) a pro mutaci v poloze exonu 12
(homozygoté s variantni alelou dosahovali primérnych koncentraci 1,46mg/1 oproti primérné
koncentraci 1,28 mg/l u homozygoti bez variantni alely). Rozdily nebyly statisticky

signifikantni. Koncentrace amiodaronu a jeho metabolitu v jednotlivych genotypovych
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skupinach v exonu 26 jsou vyjadiené v grafu 3. Vysledky pro dalsi SNPs souhrnné uvadi
tabulky 32 az 34. Polymorfismus v exonu 21 G>A neni uveden, nebot’ byl nalezen pouze

jeden piipad s heterozygotnim genotypem, homozygot s variantni alelou zadny.

Graf 3. Koncentrace amiodaronu a jeho metabolitu v jednotlivych genotypovych skupinach

v exonu 26
MDR exon 26
cAmio
g B3 cDEA
13 E3 cAmio + cDEA
8 :[ + ET1 [ Metabolicky pomér
o - T —
E T ] E
TEN EHE
S = =S
SE s
= =
wt/wt wt/v viv
*p < 0,05

Tab. 32: Koncentrace amiodaronu a metabolitu u polymorfismu MDR1 v exonu 21 G>T

Exon21 cAmio cDEA Soucet Metabolicky
G-T cAmio+cDEA pomér
wt/wt 0,76+0,46 0,5610,31 1,19+0,76 0,86+0,37
wt/v 0,59+0,38 0,52+0,30 1,08+0,61 1,00+0,48
viv 0,80+0,54 0,59+0,33 1,37£0,77 0,81+0,40
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Tab. 33: Koncentrace amiodaronu a metabolitu u polymorfismu MDR1 v exonu 12

Exon 12 cAmio cDEA Soucet Metabolicky
cAmio+cDEA pomér
wt/wt 0,74+0,48 0,58+0,36 1,28+0,80 0,88+0,36
wt/v 0,59+0,36 0,49+0,27 1,04£0,55 0,98+0,49
viv 0,84+0,54 0,6310,31 1,4610,73 0,90+0,33

Tab. 34: Koncentrace amiodaronu a metabolitu u polymorfismiit MDR1 v exonu 17

Exon 17 cAmio cDEA Soucet Metabolicky
cAmio+cDEA pomér
wt/wt 0,76+0,46 0,6310,31 1,384+0,69 0,91£0,27
wt/v 0,61+0,39 0,5340,31 1,1240,63 1,00+0,51
viv 0,7240,54 0,44+0,26 1,08+0,77 0,79£0,37

4.2.6 Vliv haplotypovych skupin na koncentrace amiodaronu a jeho metabolitu N-

desethylamiodaronu u polymorfismit MDRI1 a CYP2C$8

Pro zjisténi vlivu haplotypovych skupin jsme vychazeli z prace Johne et al. 2002 [46].
Nejdiive jsme zéavislost haplotypi otestovali na mensi skupiné pacientd, vytvorili jsme tii
skupiny vzdy po deseti pacientech, 10 homozygotl s wild-type alelou, 10 heterozygott a 10
homozygotl s variantni alelou, tzn. Ze vzorek pacientt nebyl ndhodné vybrany soubor, ale byl
definovan genotypem. Ve stanoveni jsme porovnavali tyto haplotypové skupiny — haplotyp
11, 12, 21, 22. Kdédovani haplotypti bylo nésledujici — 1 odpovida sekvenci v exonu 21,
2677G a v exonu 26, 3435 C, 2 se rovna sekvenci v exonu 21, 2677T a v exonu 26, 3435 T.
Kombinace haplotypti a vyslednych genotypii nazorn¢ zobrazuje obrazek 8 a vysledky
shrnuje tabulka 35. Mezi skupinami jsme neprokazali statisticky vyznamny rozdil (NS),
pouze pro haplotyp 11, 21 a 22 je naznaceny trend pro mozny rozdil mezi skupinami (p =
0,06, 0,05 a 0,08, jednotlivé). Z méfeni je zfejmé, Ze jedinci s haplotypy 12 a 22 dosahuji
vy$Sich koncentraci parentni latky a jejiho metabolitu. Vysledky porovnani genotypt

s riznymi kombinacemi haplotypi uvadi tabulka 36. Pro statistické hodnoceni byly zahrnuty
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genotypy s vice nez 8 vzorky (genotyp 00, 11 a 22) a byl pouzit Kruskal-Wallis test,

statistickd vyznamnost mezi tfemi genotypy nebyla nalezena.

Obr. 8: Kombinace haplotypt a vyslednych genotypt pro polymorfismy MDR1

Exon 21 G
SNP 2677 G-T [6] [6] [¢] [s] [c]

Exon 26 L] (] [7] ] [7]
SNP 3435 C-T
Haplotyp 11 11 7 N 12 12

enotyp 00 Genotyp 01 Genotyp 02

Exon 21 Genotyp 10 Genotyp 11 Genotyp 12

SNP 2677 G-T
neho

SNP 3435 C-T
Haplotyp 11 21 13 22 12 21 12 22

Exon 21 Genotyp 20 Genotyp 21 Genotyp 22

SNP 2677 G-T [T]

SNP 3435 C-T
Haplotyp 21 21 1. 22 2 22

Tab. 35: Dosazené koncentrace pro jednotlivé haplotypové skupiny 11, 12, 21 a 22 u

vybraného souboru pacientt dle genotypu (n=30).

Pocet jedincii n f cAmio cDEA Soucet Metabolicky
cAmio+cDEA pomér
haplotyp 11 19| 0,63 | 0,59+0,32 | 0,56%0,30 1,15+0,59 1,00+0,40
bez haplotypu | 11 0,92+0,61 | 0,66%0,36 1,58+0,84 0,7940,28
1; 0,06 NS NS NS
haplotyp 21 3 10,1 |0,34£0,06 | 0,28+0,16 0,63+0,22 0,78+0,32
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bez haplotypu - 27 0,75:0.48 | 0,63+0,31 | 1,38+0,71 | 0,94+0,38
p 0,07 0,05 0,06 NS

haplotyp 12 | 3 | 0,1 | 0,88+0,70 | 0,76£028 | 164x098 | 1,13£0,56

bez halpzlotYP“ 27 0,69£0,45 | 0,57£0,32 | 1,2740,69 0,90+0,35
p NS NS NS NS

haplotyp22 | 19| 0,63 | 0,8120,54 | 0,66£034 | 147:0,79 | 0,93%0,35

bez hazpzlotYP“ 1 0,5440,24 | 0474024 | 1,014044 | 0,9240,43
p NS NS 0,08 NS

Tab. 36: Vliv MDR1 genotypt vymezenych polymorfismy 2677G-T v exonu 21 a 3435C-T

v exonu 26 na koncentrace amiodaronu a jeho metabolitu

Genotyp/ Pocet Soucet Metabolicky
haplotyp jedinci cAmio cDEA cAmio+cDEA pomér
00/11-11 8 0,62+0,24 0,51£0,26 1,13£0,45 0,85+0,36
01/11-12 1 0,30 0,53 0,83 1,74
02/12-12 0 - - - -
10/11-21 2 0,3540,08 0,30£0,22 0,6440,31 0,8140,45
11/11-22 8 0,66+0,42 0,67+0,34 1,33+0,75 1,12+0,36
12/12-22 2 1,17£0,69 0,88+0,27 2,05£0,96 0,83+0,26
20/21-21 0 - - -

21/21-22 1 0,34 0,25 0,59 0,72
22/22-22 8 0,93+0,63 0,65+0,36 1,58+0,82 0,79+0,32

Nasledné jsme vliv haplotypii MDRI sledovali u celkového souboru pacientl

uzivajicich dlouhodobé amiodaron (n=63). Jako statisticky vyznamné se ukéazalo, Ze pacienti

bez haplotypu 21 dosahuji vysSich plazmatickych koncentraci nez pacienti s haplotypem 21.

Potom jsme prokazali statistickou zéavislost pro haplotyp 12, kdy pacienti s timto haplotypem

méli vySsi koncentrace nez pacienti bez néj. Pro haplotyp 22 jsme zavislost nepozorovali,

proto neni v tabulce uveden. Haplotyp 12, pro ktery jsme nasli statistickou vyznamnost, jsme

nasledné rozdélili podle pfitomnosti alespont jedné stanovované variantni alely CYP2CS,

statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami jsme neprokézali. U ptipadi s alesponl jednou
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variantni alelou jsme pozorovali klesajici metabolicky pomér, tzn. Ze dle ocekavani byly

primérné koncentrace metabolitu v této skupin€ nizsi oproti jedinclim bez variantni alely

CYP2CS8, rozdil ale nebyl statisticky signifikantni. Vysledky shrnuji tabulky 37 a 38.

Tab. 37: Koncentrace pro jednotlivé haplotypové skupiny 11, 12 a 21 u souboru pacientl

dlouhodobé uzivajicich amiodaron (n=63).

Pocet jedincii n cAmio cDEA Soucet Metabolicky
cAmio+cDEA pomér
haplotyp 11 47 0,63+0,40 0,5240,29 1,11+0,63 0,95+0,36
bez haplotypu 11 | 16 0,82+0,53 0,64+0,32 1,44+0,74 0,96+0,55
haplotyp 21 5 0,40+0,21 0,39+0,24 0,78+0,44 0,97+0,38
bez haplotypu 21 | 58 0,71+0,45* 0,57+0,30 1,25+0,69 0,9140,35
haplotyp 12 10 0,92+0,58 0,71£0,31 1,63+0,85 0,89+0,37
bez haplotypu 12 | 53 0,6410,40 0,52+0,29 1,11+0,61* 0,93+0,35

*p < 0,05

Tab. 38: Soubor pacientii s haplotypem 12 rozdéleny podle pfitomnosti alespont jedné

sledované variantni alely CYP2CS8

Pocet jedincii n cAmio cDEA Soucet Metabolicky
cAmio+cDEA pomér
10 Haplotyp 12
CYP2CS8 s 5
variantni alelou 0,89+0,54 0,72+0,42 1,61+0,93 0,84+0,20
CYP2CS8 bez 5
variantni alely 0,96+0,68 0,61£0,12 1,104+0,38 1,3840,51
53 Bez haplotypu 12
CYP2C8 s 15
variantni alelou 0,5540,26 0,4840,25 1,0240,48 0,9240,32
CYP2CS8 bez 38
variantni alely 0,68+0,44 0,5310,31 1,1610,67 0,93+0,37




Pfi porovnani pouze homozygotli s variantni alelou MDRI1 vexonu 26 soucasné za
pritomnosti jedné variantni alely CYP2C8*3 (n=3) (homozygotni jedinec nebyl v tomto
souboru nalezen) s jedinci s obéma wild-type alelami MDR1 v exonu 26 a obéma wild-type
alelami CYP2C8 (n=6) jsme mezi skupinami nasli statisticky vyznamny rozdil. Vysledky

znazoriiuje graf 4.

Graf 4: Kombinace genotypovych skupin polymorfismi MDR1 v exonu 26 a variantni alely
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4.2.7 Vliv amiodaronu na EKG a biochemické parametry v jednotlivych genotypovych

skupindch

U vybraného souboru pacientli jsme hodnotili parametry EKG, které amiodaron
ovliviiuje. Sledovali jsme interval QT, komplex QRS a tepovou frekvenci (TF).
Z biochemickych parametri jsme hodnotili jaterni enzymy - aspartataminotransferazu (AST),
alaninaminotransferazu (ALT), gama-glutamyltransferazu (GGT), alkalickou fosfatazu
(ALP), kreatinin, ureu, celkovy bilirubin, thyreotropni hormon (TSH) a iontovou rovnovahu
(Na", K', CI).

Vysledky hodnot ziskanych zkiivky EKG shrnuji tabulky 39 az 43. Mezi
genotypovymi skupinami CYP2CS8 (homozygoté s wild type alelou oproti jedinciim s alespoii
jednou sledovanou variantni alelou CYP2CS8) a hodnocenymi parametry EKG jsme
neprokazali vzajemny vztah.

V genu MDRI1 jsme u skupiny homozygotu s wild-type alelou v exonu 26, v exonu 21
G-T a v exonu 12 zaznamenali vy$s§i hodnoty QT intervalu oproti ostatnim genotyptim, rozdil
nebyl statisticky vyznamny. Pro exon 17 byl vztah opacny, hodnoty QT intervalu byly vétsi u
genotypu sobéma variantnimi alelami a rozdil byl statisticky vyznamny na hlading

vyznamnosti p < 0,05.

Tab. 39: Primérné hodnoty EKG pro genotypové skupiny CYP2C8

CYP2C8
EKG wt/wt wt/v+v/v
QT (ms) 43240,05 415+0,07
QRS (ms) 13740,16 12140,06
TF 67,29+13,11 69,55+10,43
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Tab. 40: Primérné hodnoty EKG pro genotypové skupiny MDR1 exon 26

MDR exon 26
EKG wt/wt wt/v viv
QT (ms) 45610,06 421+0,06 418+0,06
QRS (ms) 124+0,07 119+0,04 103+0,03
TF 65,75+19,20 68,69+10,60 68,3619,04

Tab. 41: Primérné hodnoty EKG pro genotypové skupiny MDR1 exon 21

MDR exon 21 G-T

EKG wt/wt wt/v viv
QT (ms) 447+0,07 424+0,05 407+0,05
QRS (ms) 117+0,06 118+0,04 108+0,02
TF 69,00+15,00 66,73+11,11 69,69+11,29

Tab. 42: Primérné hodnoty EKG pro genotypové skupiny MDR1 exon 12

MDR exon 12
EKG wt/wt wt/v v/v
QT (ms) 452+0,06 422+0,05 409+0,05
QRS (ms) 119+0,06 108+0,04 108+0,02
TF 65,4749,08 69,07£14,17 69,50£11,77

Tab. 43: Primérné hodnoty EKG pro genotypové skupiny MDR1 exon 17

MDR exon 17
EKG wt/wt wt/v v/v
QT (ms) 415+0,06 42310,05 458+0,07*
QRS (ms) 11540,03 112+0,04 1304+0,07
TF 67,84£10,73 68,10£10,96 68,17£17,73

*p <0,05
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Biochemické parametry kreatininu, urey a jaterniho enzymu GGT jsme rozdélili podle
pohlavi, nebot’ jejich doporucovana referen¢ni rozmezi se 1i§i pro Zenské a muzské pohlavi.
Pouze pro GGT u muzi byl naznaCeny mozny vztah s genotypem. Pro genotyp CYP2CS8
jsme zjistili statisticky nevyznamné vys$i hodnoty pro wild-type homozygotni genotyp. U
polymorfismit MDR1 jsme tento trend nalezli u mizu pouze pro exon 26 a exon 21 G-T, kdy
vyskyt variantni alely byl spojen s vy§S§imi hodnotami enzymu GGT. V exonech 12 a 17 jsme
tento vztah nepozorovali. Z méfeni jsme vyloucili hodnotu pacienta, u kterého praveé
probihala akutni cholelithidza a vedla k vysokym hodnotam GGT (14 pkat/l). Vysledky
shrnuji tabulky 44 az 48. Pro ostatni jaterni enzymy ALT, AST a ALP, kreatinin a ureu jsme
nepozorovali Zadny vztah ke genotypovym skupinam. Stejné i pro parametry iontové
rovnovdhy (Na’, K', CI) jsme nezaznamenali rozdil do 5% vyskytu mezi jednotlivymi
skupinami. Ani jsme nepozorovali u zaddného pacienta vétSi vykyv hodnot (nad 5%) od

normalnich hodnot referen¢niho rozmezi.

Tab. 44: Primérné hodnoty biochemickych parametrt v zavislosti na genotypu CYP2C8

Kreatinin Urea GGT Kreatinin Urea GGT
(umol/1) (mmol/1) | (ukat/l) (umol/1) (mmol/1) (ukat/l)
CYP2CS - Zeny CYP2CS8 - muzi
wt/wt | 106,47+37,91 | 7,63+3,43 | 0,59+0,37 | 113,17+27,79 | 7,44£3,14 | 1,20+1,34
wt/v+v/v | 106,43+55,45 | 8,94+5,99 | 0,53+0,22 | 121,32+31,32 | 7,77+2,82 | 0,97£0,56

Tab. 45: Primérné hodnoty biochemickych parametra v zavislosti na genotypu MDR1 exon

26
Kreatinin Urea GGT Kreatinin Urea GGT
(umol/1) (mmol/1) (ukat/1) (umol/1) (mmol/1) | (ukat/l)
MDR1 exon 26 - Zeny MDR1 exon 26 - muZzi
wt/wt | 122,67+56,77 | 7,95£5,59 | 0,81+0,62 | 123,44+34,98 | 8,50+5,11 | 0,70+0,23
wt/v 96,14£30,40 | 7,76£3,49 | 0,47+0,22 | 114,96+28,83 | 7,47+2,45 | 1,35+1,38
viv 125,60+63,26 | 8,98+6,73 | 0,70+0,32 | 111,314+24,28 | 6,83+1,47 | 0,80+0,44
wt/v+v/v | 108,25+44,19 | 8,61£4,59 | 0,55+£0,26 | 113,04+27,04 | 7,36£2,24 | 1,29£1,35
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Tab. 46: Primérné hodnoty biochemickych parametra v zavislosti na genotypu MDR1 exon

21 G-T
Kreatinin Urea GGT Kreatinin Urea GGT
(nmol/1) (mmol/1) | (ukat/l) (umol/1) (mmol/1) (ukat/l)
MDR1 exon 21 G-T - Zeny MDR1 exon 21 G-T - muZzi
wt/wt 98,144+42,44 | 6,5543,61 | 0,76+0,39 | 118,82432.41 | 8,17+4,06 | 0,71+0,37
wt/v 120,36+47,85 | 9,66+4,98 | 0,43+0,19 | 121,32+29,98 | 7,66+£2,81 | 1,28+1,33
viv 83,00+2,65 | 6,23+1,21 | 0,70£0,44 | 100,46+£16,91 | 6,63£2,02 | 1,22+1,24

Tab. 47: Primérné hodnoty biochemickych parametri v zavislosti na genotypu MDR1 exon

12
Kreatinin Urea GGT Kreatinin Urea GGT
(umol/l) (mmol/1) | (ukat/1) (umol/1) (mmol/1) (ukat/l)
MDRI1 exon 12 - Zeny MDR1 exon 12 - muzi
wt/wt | 100,86+40,37 | 6,73+3,48 | 0,63+0,41 | 116,00£30,91 | 8,13+3,66 | 1,33£1,57
wt/v 112,92+47,45 | 8,95+4,88 | 0,49+0,24 | 123,30+30,36 | 7,63£2,98 | 0,94+0,73
viv 84,00£2,83 | 6,30+1,70 | 0,88+046 | 100,46+16,91 | 6,63+2,02 | 1,22+1,24

Tab. 48: Primérné hodnoty biochemickych parametra v zavislosti na genotypu MDR1 exon

17
Kreatinin Urea GGT Kreatinin Urea GGT
(umol/l) (mmol/1) | (ukat/1) (umol/l) (mmol/1) (ukat/l)
MDR1 exon 17 - Zeny MDR1 exon 17 - muZzi
wt/wt 92,67£30,83 | 5,70+1,12 | 0,61+0,35 | 105,79+19,15 | 7,24£2,53 | 1,19+1,27
wt/v 114,77t43,21 | 9,7344,70 | 0,44+0,20 | 124,40+31,82 | 7,31£2,82 | 1,07+£1,21
viv 98,00£67,67 | 6,17£5,01 | 1,09+0,16 | 114,11£32,85 | 8,61+4,11 | 1,1110,86
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Pro parametr funkce §titné Zlazy, TSH, jsme naSli mozny vztah mezi genotypovymi
skupinami. Hodnoty TSH jsme ziskali pouze od 45 pacientli. Pro genotypové skupiny u
enzymu CYP2C8 byly hodnoty TSH vyssi u homozygotl s wild-type alelou - 5,73 U/l v
porovnani se skupinou s alespoii jednou variantni alelou v genotypu CYP2CS8 - 2,16 U/], tento
rozdil byl statisticky vyznamny. U polymorfismi MDRI1 jsme pozorovali trend mezi
genotypovymi skupinami homozygotl s wild-type alelou a homozygoty s variantni alelou v
exonu 26 a 12 (p = 0,055 a 0,08 jednotlivé), v exonu 21 G-T a exonu 17 jsme tento trend
nepozorovali. Vysledky shrnuje tabulka 49 a 50 a znazorfiuje graf 5.

Tab. 49: Primérné hodnoty TSH v zavislosti na genotypu MDRI1, exon 26 a exon 21 G2677T

TSH Pocet MDRI1 Pocet MDRI1
un jedinci exon 26 jedinci exon 21 G-T
wt/wt 7 2,31+1,53 11 2,29+1,94
wt/v 30 4,7147,66 25 5,49+8,27
v/v 8 5,62+3,90 9 4,45+3,67
p 0,055 NS

Tab. 50: Primérné hodnoty TSH v zavislosti na genotypu MDRI1, exon 12 a exon 17

TSH Pocet MDRI1 Pocet MDRI1
un jedinci exon 12 jedinci exon 17
wt/wt 13 2,29+1,81 16 4,2543,32
wt/v 23 5,7748,58 22 5,34+8,84
v/v 9 4,45+3,67 7 2,43+1,57

p 0,08 NS
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Graf 5: Hodnoty TSH pro jednotlivé genotypové skupiny CYP2CS8
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5 Diskuze

V prvnim okruhu mé prace jsme zméfili frekvence nejcastéji se vyskytujicich

funkénich polymorfismii v genech CYP2C8 a MDRI u zdravych dobrovolnikli ceské
narodnosti.
Pti vybéru alel pro studium bodovych polymorfismli jsme vychéazeli z dostupné literatury a
z mozného vyznamu bodovych mutaci v klinické praxi [27, 45, 46, 81]. Genotyp jsme
stanovili metodu PCR-RFLP, ktera je rutinné¢ pouzivanou metodou k detekci jednobodovych
zameén. Je to Casto pouZzivand, levna a snadno reprodukovatelna robustni metoda pro stanoveni
genotypu. Vysledky naSeho méfeni byly zpracovany v publikacich [82, 83].

Frekvence vyskytu funkéné deficitnich alel se u jednotlivych etnik 1isi, proto i vyskyt
neaktivniho enzymu se muize v populaci odliSovat. Znalost vyskytu alelickych frekvenci pro
jednotlivé populace je vyznamnd k dotvafeni ucelené svétové genové mapy a pro vytvareni
budoucich farmakokinetickych a farmakodynamickych studii, optimalizaci davky a terapie
pacientll. Znalost frekvence funkéné variantnich alel umoziiuje aplikovat vysledky klinickych
studii provadénych se smiSenymi populacemi

Geneticky polymorfismus v genu CYP2CS8 byl popsan az v roce 2001 [23], nasledné
fada studii zaznamenala rozdily ve vyskytu variantnich alel u jednotlivych etnik. Alela
CYP2C8*3 je nejéastéji spojovana se zménénym metabolismem substratl izoenzymu
CYP2CS, je to také nejcastéji se vyskytujici alela v bélosské populaci, to shodné potvrdilo i
naSe stanoveni. Tato alela se Casto vyskytuje ve vazbé s variantni alelou CYP2C9*2 a
spolecné ovliviiuji metabolismus celé fady obvykle uzivanych 1é¢iv. Dalsi alela, kterd ma
z literatury potvrzeny vliv na metabolismus 1é¢iv, je alela CYP2C8*2, kterd se vyskytuje
vzacné v bélosské populaci a v asijské populaci uplné chybi. S vysokou frekvenci byla tato
alela identifikovana v africkych populacich. Shodné s témito tvrzenimi jsme i v Ceské
populaci alelickou frekvenci prokazali jen v 0,3%. Alela CYP2C8*4 se stejné jako v ostatnich
evropskych populacich vyskytuje v nizké frekvenci, 0,059%. Tabulka 51 shrnuje zastoupeni

alel u riznych populaci véetné naSeho méteni.
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Tab. 51: Distribuce CYP2CS alelické frekvence u riznych populaci

CYP2C8 | Zemé Pocet | Alelicka frekvence Reference
subjektii

*2 Ceska republika 161 0.003 [82]
Zanzibar 165 0.139 [84]

US (Afroameri¢ani) 82 0.183 [23]

Anglie (severovychod) 116 0.004 [26]
Neémecko (zapad) 122 0.016 [85]

Japonsko 360 0.000 [86]

Ghana 204 0.170 [87]

Malajsie 123 0.008 [88]

*3 Ceska republika 161 0.109 [82]
Zanzibar 165 0.021 [84]

US (Afroameri¢ani) 82 0.018 [23]

Anglie (severovychod) 107 0.150 [26]
Némecko (zapad) 122 0.140 [85]

Japonsko 360 0.000 [86]

Ghana 204 0.000 [87]

Malajsie 123 0.012 [88]

Faerské ostrovy 311 0.069 [89]
Spanélsko 130 0.15 [90]

Svédsko 1503 0.095 [91]

4 Ceska republika 161 0.059 [82]
Zanzibar 165 0.006 [84]

US (Afroameri¢ani) 107 0.075 [26]

Anglie (severovychod) 122 0.074 [85]
Némecko (zapad) 360 0.000 [86]

Japonsko 204 0.000 [87]

Ghana 123 0.000 [88]

P4044 Ceska republika 161 0.034 [82]
Japonsko 200 0.000 [86]
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Gen MDRI patii k vysoce polymorfnim oblastem. Jako prvni byl identifikovany SNP
G2677T v exonu 21 [92], poté néasledoval prvni systematicky screening MDR1 SNPs. Pozdéji
se pro polymorfismy v exonu 26 C3435T a 21 G2677T zjistila vyznamna vazba mezi wild-
type a variantni alelou a mezi homozygotnim a heterozygotnim genotypem [51], to jsme
potvrdili 1 v naSem stanoveni. Dale jsme v naSem souboru studovali SNPs C1236T a T-76A
v exonech 12 a 17. Distribuce variantni alely 3435T v exonu 26 je mezi béloSskou a asijskou
populaci podobna, s vyjimkou japonské populace, kde byl zaznamenany signifikantné
vyznamny rozdil pro genotyp T3435T.

Mnohem c¢astéjsi vyskyt wild-type alely 3435C byl pozorovan pro africké populace.
To je vysvétlovano teorii, ze prevaha homozygotniho genotypu C3435C ma byt vyhodou u
této populace v odolnosti proti gastrointestinalnim infekcim. Distribuce variantni alely 2677A
vexonu 21 a 1236T vexonu 12 se mezi béloSskou a asijskou populaci vyznamné nelisi.
Porovnani frekvenci genotypli mezi jednotlivymi narody shrnuje tabulka 52. NaSe vysledky
vySly ve shod¢ s ostatnimi méfenimi u evropskych narodi, statisticky vyznamny rozdil byl
nalezen pouze pro genotyp T3435T vexonu 26 u polské populace a daldi statisticky

vyznamné rozdily byly s asijskymi populacemi.

Tab. 52: Porovnani genotypovych frekvenci MDR1 mezi jednotlivymi narody

Narodnost Cesi Némci Polaci Portugalci | Rusové Angli¢ané
[83] [81] [93] [94] [95] [96]
pocet (n=189) (n=461) (n=122, 139) (n=100) (n=290; 59) (n=190)
pozice exon 26 C3435T
CC 21.2 20.8 42.0%* 12.0 214 24.0
CT 45.0 50.5 41.0%* 47.0 48.6 48.0
TT 33.9 28.6 0.17 * 41.0 30.0 28.0
pozice exon 21 G2677T/A
GG 29.6 30.9 33.8 31.0 30.3 N.a.
GT 47,1 49.2 46.8 43.0 44.9 N.a.
GA 1,1 2.0 0.7 N.a. 4.1 N.a.
TT 22,2 16.1 17.3 26.0 18.3 N.a.
AA 0 0 0 N.a. 0 N.a.
AT 0 1,8 1,4 N.a. 2,4 N.a.
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. exon 12 T1236C
pozice
CC 31.7 344 35.0 N.a. 24.0 N.a.
CT 47.1 49.2 46.8 N.a. 56.0 N.a.
TT 21.2 16.4 18.0 N.a. 20.0 N.a.
pozice intron16 ex17/T-76A
TT 41.3 28.4 N.a. N.a. N.a. N.a.
TA 42.3 50.8 N.a. N.a. N.a. N.a.
AA 16.4 20.8 N.a. N.a. N.a. N.a.
Asiaté
Narodnost Ciﬁané[97] Indové[97] Japonci[98, 99]
pocet (n=96) (n=87) (n=114, 48)
pozice exon 26 C3435T
CC 25.0 18.4 35.0%*
CT 43.8 36.8 53.0%*
TT 31.3 44.8 12.0%*
pozice exon 21 G2677T/A
GG 16,7 13,8% N.a.
GT 33,3 31,0%* N.a.
GA 8,3 8,1* N.a.
TT 26,0 41,4% N.a.
AA 1,0 0 N.a.
AT 14,6 5,8% N.a.
. exon 12 T1236C
pozice
CC 8.3% 13.8%* 14.6*
CT 39.6* 44.6* 47.9%
TT 52.1%* 48.3* 37.5%

N.a. — nestanoveno

* P < 0,05 v porovnani s ¢eskou populaci

Vysledky z obou naSich stanoveni pro gen MDRI i CYP2CS8 byly v dobré shodé

s daty nalezenymi u ostatnich béloSskych populaci a odpovidaly o¢ekavanym frekvencim

vypoctenym dle Hardy-Weinbergovy rovnice.

Nami zméfené vysledky v prvnim tematickém okruhu jsou vyznamné pro navrzeni

mnoha klinickych aplikaci a jejich realizaci v praxi u ¢eské populace. Poznatek, Ze frekvence
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vyskytu sledovanych bodovych mutaci v na$i populaci je shodna s ostatnimi béloSskymi
populacemi, umoziuje sjednotit interpretaci a vysledky ziskané méfenim v klinickych
studiich s jedinci odliSnych narodnosti a také ndm umoziuje predvidat ucinek farmakoterapie
u ¢eského pacienta. Neposledné ndm ziskané vysledky poskytly dilezity védecky podklad pro

dalsi studium farmakogenetickych vlivii v druhém tematickém okruhu mé prace.

V druhé ¢asti prace jsme zjist'ovali vliv stanovenych polymorfisma na plisobeni 1é¢iva
amiodaronu a jeho metabolitu N-desethylamiodaronu u vybraného souboru pacientd pfi
dlouhodobé terapii. Amiodaron ma z farmakologického hlediska nékteré zvlasStnosti
projevujici se napf. uzkym terapeutickym rozmezim (nejcastéji u nas doporucované
terapeutické rozmezi je 1 — 2,5 mg/l), abnormalné komplikovanou farmakokinetikou, ktera je
zavisla na enzymatickych a transportnich systémech vykazujicich vyznamny polymorfismus,
mnoha neZadoucimi t¢inky a celou fadou interakci pii polyfarmakoterapii.

Pro amiodaron je znamé, ze se pouzivané udrzovaci davky mohou lisit u jednotlivych
komunit. Napfiklad na americkém kontinentu je tendence pacientim predepisovat vyssi
davky béhem udrzovaci terapie amiodaronem ve srovndni s nasimi zvyklostmi. Ve stfedni
Evrop¢ se uzivaji udrZzovaci davky mezi 200 a 400 mg/den pétkrat az sedmkrat tydné, naproti
tomu v USA se uzivaji davky 1 vyssi neZ 400mg/den. Odlisné davkovani miize byt pficinou
rozdilného vyskytu nezadoucich u¢inkd (az 75%) v USA oproti Ceské republice (do 25%).
Maximalni denni dévka vnasem souboru byla 200mg sedm dni vtydnu. VysSetieni
koncentraci u SirSiho souboru pacientt potvrdilo, Ze ve vice nez poloviné ptipadi, 63,75%,
pacienti dosahovali nizsich koncentraci 1é¢iva, nez je spodni hranice u nas doporu¢ované¢ho
terapeutického rozmezi 1 mg/l. Nejnizsi koncentrace méli pacienti ve vékovém rozmezi 81-90
let. Zadny pacient z detailné sledovaného souboru nemél koncentrace vy$si nez horni mez
doporucovaného terapeutického rozmezi 2,5 mg/l. Odrézi to pravdépodobné urcitou opatrnost

s davkovanim amiodaronu u nas.

Vsechny tyto okolnosti vedly k nasemu zajmu o zjisténi mozného vlivu bodovych
polymorfismi CYP2C8 a MDRI1 na plisobeni amiodaronu. Pro nasi védeckou praci jsme
vychdzeli z pilotnich publikaci studujicich mozny vliv téchto bodovych zdmén na
biotransformaci amiodaronu piedevsim in vitro [27, 60]. Nasim cilem bylo zjistit moznost
vyuziti vysledkii k optimalizaci terapie amiodaronem. V zdvéru jsme soubor hodnotili
z pohledu vyskytu nezadoucich Uc¢inkii amiodaronu a jeho velmi zavaznych klinickych

interakci. V detailné sledovaném souboru pacientli (n=63) dlouhodob¢ uZzivajicich amiodaron
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jsme stanovili genotyp. Zmétené frekvence variantnich alel v genu MDR1 a CYP2C8 u
vybrané¢ho vzorku pacientii odpovidaly distribuci v bélosské populaci a byly ve shodé s
o¢ekavanymi frekvencemi vypoctenymi dle Hardy-Weinbergovy rovnice.

Pti rozdéleni souboru do genotypovych skupin klesal shodné¢ pro vsechny skupiny
metabolicky pomér se zvySujici se koncentraci parentni latky. Mezi parentni latkou a hlavnim
metabolitem N-desethylamiodaronem jsme nalezli korelaci. Ve skupiné pacientl, kde se
vyskytovala alesponn jedna variantni alela CYP2CS, jsme zaznamenali niz$i metabolicky
pomér parentni latky a jejiho metabolitu. Rozdil mezi skupinami nebyl statisticky
signifikantni na hladin¢ vyznamnosti p < 0,05.

Dale jsem zjistili, Ze homozygotni genotyp s variantni alelou v genu MDR1 v exonu
26 T3435T a 21 T2677T vedl k vys§im koncentracim amiodaronu i jeho metabolitu ve
srovnani s genotypovymi skupinami s wild-type alelou. To se shoduje se znalostmi z
literatury, Ze variantni alely méni expresi proteinu a tim mohou zvySovat dosazené
koncentrace jeho substratu. Statisticky vyznamny rozdil jsme potvrdili pro soucet koncentraci
amiodaronu a jeho metabolitu mezi homozygoty s variantni alelou a homozygoty s wild-type
alelou v exonu 26.

Pti testovani haplotypit MDR1 v exonu 26 C3435T a 21 G2677T u vybraného vzorku
pacientl jsme ovéftili, Ze Cetnost stanovenych haplotypti 11, 12, 21 a 22 odpovida popula¢nim
datim. Haplotyp 11 se vyskytoval v 63,33%, haplotyp 22 m¢l stejnou frekvenci. Haplotypy
amiodaronu, pro haplotyp 21 toto bylo statisticky signifikantni. Ve shodé¢ s vysledky studie
Johne et al. [46] statisticky vyznamné nejvysSich koncentraci dosahli pacienti s haplotypem
12 pro soucet koncentraci amiodaronu a jeho metabolitu. Analyzy haplotypt jsou dilezité,
nebot’ pomahaji sjednotit rozporuplné vysledky ze studii, kde je analyza zaméfena vyhradné
na stanoveni jednoho bodového polymorfismu. Kdyz jsme jedince s haplotypem 12, pro ktery
vysly statisticky vyznamné vyssi koncentrace 1é¢iva, rozdélili podle pritomnosti alesponi jedné
variantni alely CYP2CS, nenasli jsme statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami. Ale pfi
testovani skupiny shomozygotnim genotypem s variantni alelou MDR1 T3435T a
heterozygotnim genotypem s variantni alelou CYP2C8*3 (homozygota jsme u této vybrané
skupiny nenalezli) jsme prokazali statisticky vyznamné vysSi koncentrace pro skupinu
s variantni alelou MDR1 a CYP2C8. Vysledky opét vysly ve shod¢ s udaji z literatury, kdy za
pritomnosti variantni alely v exonu 26 dochazi ke snizené expresi proteinu Pgp a tim se do
systémového obéhu dostava vice 1é€iva. Dale ptfitomnost funkéné defektni alely CYP2C8

muZze snizit katalytickou aktivitu enzymu a zpomalit tak odbouravani parentni latky [26, 45].
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V dal8i ¢asti prace jsme sledovali parametry bezpecnosti 1é€by a parametry EKG
v jednotlivych genotypovych skupinach pacientli dlouhodobé uzivajicich amiodaron. Ze
zndmé farmakodynamiky amiodaronu jsme ocekavali mozny vliv funkénich polymorfisma
v genu MDR1 a CYP2C8 na parametry EKG, pfedev§im interval QT a komplex QRS,
zesilenim jeho elektrofyziologickych Gc€inka. Tuto zévislost jsme pro jednotlivé genotypové
skupiny neprokazali. Naopak pii rozdéleni pacienti do genotypovych skupin pro variantni
alely genu MDRI1 byly dosahované hodnoty QT a QRS vys§i u pacientti s wild-type
genotypem, coZ je v rozporu s naSim predpokladem. Tento paradox mize byt zpiisoben malou
velikosti vzorku zafazenych pacientli nebo i souc¢asné uZivanou medikaci, pfredevsim léciv ze
skupiny betablokatort (celkem 40 pacientll uzivalo soucasné néktery z betablokatoril), které
také vyznamné ovliviiuji interval QT a komplex QRS. Ale i Castd pfitomnost dal§ich ko-
morbidit u pacientll uzivajicich amiodaron mize ovlivnit parametry EKG.

Pro sledované parametry bezpe¢nosti - kreatinin, ureu, celkovy bilirubin jsme
nepozorovali v nasem vzorku pacientdi genotypové ovlivnénou zavislost hodnot
biochemickych parametrii, ani jsme ji neocekavali.

Pii sledovani jaternich enzymu jsme u enzyml ALT, AST a ALP neprokéazali zadny
vztah ke genotypovym skupindm. Pouze enzym GGT vykazoval niz$i statisticky
nesignifikantni hodnoty pro variantni genotyp CYP2C8. To milize pouze teoreticky korelovat
s predpokladem, Ze za ptitomnosti variantni alely CYP2C8 vznikd méné aktivniho metabolitu
DEA, pro ktery se uvadi, ze miiZze byt dokonce toxictéjsi nez jeho matetska latka. Pro genotyp
MDRI tuto zavislost vykazovali pfi rozdéleni souboru dle pohlavi pouze muzi za pfitomnosti
variantni alely 3435T v exonu 26 a alely 2677T v exonu 21. Opét teoreticky vyssi hodnoty
GGT enzymu mohou odraZzet to, Ze jsou jaterni buniky vystaveny za pfitomnosti variantnich
alel MDR1 vétsimu mnozstvi vstiebaného 1é¢iva do systémového obchu. Rozdil mezi
skupinami ale neby] statisticky vyznamny, abychom tyto teorie potvrdili.

Ze sledovanych parametri bezpecnosti jsme nasli genotypové zavisly vyskyt
zvySenych hodnot hormonu TSH, ktery vypovidd o funkci §titné zldzy. Thyreopatie jsou
relativné Castym nezddoucim ucinkem pfi terapii amiodaronem, vyskytuji se u 3 az 25%
pacientli a jednd se o nezadouci ucinek asociovany s vysokymi koncentracemi lécCiva.
V metaanalyze 13 randomizovanych studii byl vyskyt hypothyredézy a thyreotoxikozy
pozorovan u 7 a 1,4% oproti 1,1 a 0,5% u pacientl s placebem [100]. Hlavnimi mechanizmy
vzniku toxicity jsou podobnost amiodaronu s molekulou T3 a T4, ptredevSim v oblasti

diiodofenylového kruhu, ktery je zfejmé vazebnou doménou T3 na jeho receptorech, déle je to
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pfitomnost dvou atomii jédu v molekule amiodaronu a soufasné spoluplisobi piimy
cytotoxicky vliv amiodaronu [71].

Distribuce TSH v ramci genotypovych skupin odpovidd moznému trendu vysSich hodnot
TSH u pacientl s variantnim genotypem MDRI1 v exonech 26 (p=0,055) a 12 (p=0,08).
Dosazené primérné hodnoty TSH u homozygotli s variantni alelou byly hrani¢ni pro
suspektni subklinickou hypothyre6zu. Predpoklddanym mechanismem rozvoje hypothyreozy
u variantniho genotypu je, Ze se do organismu vstieba vice matetské latky, ktera se odbourava
na svij aktivni metabolit, a thyreopatie jsou nezddoucim tcinkem zavislym na koncentracich
lé¢iva. Pro enzym CYP2CS8 byly zméfeny statisticky vyznamné vys$i hodnoty TSH ve
skupin€ s homozygotnim wild-type genotypem.

Velmi nizka koncentrace l1éCiva miZe byt pfi¢inou selhdni Uc¢inku lé¢iva a naopak
supraoptimalni koncentrace vyznamné zvysuje riziko vyskytu zavaznych nezadoucich t¢inki
a vede paradoxné ke zhorSeni prognézy nemocnych [68]. U sérovych koncentraci mezi 2,5 —
4 mg/l se casto vyskytuji neurologické a gastrointestindlni nezddouci Uc€inky, pro vys$si
koncentrace je zvySené riziko pulmonalni toxicity, kterd ve vétSiné piipadi konc¢i infaustné
[101]. Metaanalyza dvojit¢ zaslepenych studii (amiodaron versus placebo) prokazala 1%
Cistého absolutniho rizika vyskytu této komplikace béhem jednoho roku lécby s nékolika
zaznamenanymi piipady umrti [71].

Vysazeni amiodaronu pfi vyskytu zavaznych nezadoucich U¢inkd vede uz po 2 az 3 dnech
k poklesu sérovych koncentraci az o 25% a k vyraznému zlepSeni stavu pacienta. Dalsi
redukce sérovych koncentraci o 50 az 70% vSak uz trvd mnoho tydnt [65].

V naSem souboru detailné¢ sledovanych pacientii byl u tii pacientd amiodaron vysazen
pro zavaznou bradykardii. U téchto pacientli, ktefi netolerovali amiodaron, jsme zjistili
ptfitomnost variantnich alel MDR1 v exonu 26 3435T, v exonu 21 pro alelu 2677T a v exonu
12 1236T. Jeden pacient byl homozygot pro vSechny vySe jmenované variantni alely, jeden
pacient byl heterozygot pro vSechny tyto alely. Tteti pacient byl homozygot s alelou 3435T
v exonu 26 a heterozygot pro zbyvajici alely v exonu 21 a 12. U dvou pacientl byla zahajena
substituce levothyroxinem. U jedné pacientky byl nové rozpoznany intersticidlni plicni
proces. Pacientku jsme stanovili jako homozygota pro variantni alelu 3435T v exonu 26,
2677T v exonu 21 a heterozygota pro alelu 1236T v exonu 12. Genotyp CYP2C8 nekoreloval

s vyskytem nezddouciho t¢inku u zddného z téchto pacienta.
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Pacienti v naSem souboru uzivali primérné 7,57 1é¢ivych piipravkll, nejmensi pocet
byly dva soucasné uzivané piipravky. Amiodaron vyznamné zpomaluje jaterni i rendlni
metabolismus celé¢ tady 1€kt cestou inhibice izoenzymil cytochromu P450, ptedevSim
CYP3A4 a inhibici P-glykoproteinu. Klinicky potencidlné zdvazné a Casto se vyskytujici jsou
interakce s digoxinem a warfarinem, pfi jejich vyskytu je nutné 1é¢iva dikladné monitorovat.
Dalsi cCasta interakce amiodaronu v nasem souboru byla se simvastatinem a s léCivy ze
skupiny betablokatort. Interakce se simvastatinem je hodnocena jako klinicky velmi zavazna,
pokud je davka simvastatinu vys$i nez 20mg/den. Mechanismus interakce se vysvétluje
zpomalenim biotransformace simvastatinu inhibici CYP3A4 amiodaronem a také zpomaleny
transmembranovy transport simvastatinu inhibici Pgp a transportérti organickych iontt, taktéz
amiodaronem. Vysledné dochézi ke sniZeni clearance simvastatinu a tim se zvySuje riziko
vzniku myopatii a pfedev§im rhabdomyolyzy. V nasem souboru dostavali vSichni pacienti
davku simvastatinu niz$i nez 20mg/d. Jeden pacient uzival kombinaci amiodaronu
s verapamilem, tato kombinace dle aktudlniho souhrnu udajii o pfipravku neni vyrobcem
1é¢iva doporucena pro riziko zavazné bradykardie.

VSsichni pacienti znaSeho souboru, u kterych se vyskytla zdvazna bradykardie, uzivali
amiodaron v kombinaci s betablokatorem, u jedné pacientky byl v trojkombinaci s digoxinem.

Uvedené kombinace 1ékit mohou vznik vyznamné bradykardie také potencovat.

Na variabilit¢ farmakokinetickych procesti IéCiv se podili celd fada faktorii a mize se
uplatnit 1 vliv vice kandidatnich gent najednou, které se ve svém findlnim G¢inku mohou
vzédjemné ovliviiovat. Pro farmakogenetickd stanoveni je nutné uvaZovat a analyzovat
genetické vlivy komplexné a vytvaret Uplné haplotypové analyzy, které sjednocuji geneticka
stanoveni.

Nase stanoveni je ovlivnéné malou velikosti souboru a i heterogenitou zafazenych
pacientl. Nesmime zapominat také na mozny vliv lékovych interakei na indukci a inhibici
enzymovych a transportnich systémi, ale také na alternativni metabolické cesty, které mohou

suplovat a pln¢ nahradit defektni cestu zplisobenou piitomnosti variantni alely.

I kdyz ve farmakogenetice doslo k mnoha vyzkumim a pokroklim, jen maélo testl se
dostalo az do samotné klinické praxe. Existuje mnoho diivodu, pro¢ je aplikace poznatkti do
klinické praxe tak nedostate¢na — Casto je to zplisobeno nedostatecnou velikosti testovaného
souboru, nespravnym vyhodnocenim koexistujicich faktorth — klinickych 1 vlivli prostiedi,

Spatnou genotypovou strategii, nedostatecnym financovani nebo i Spatnou fenotypovou
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strategii, které neumoznuji dostate¢né replikovat spojitost mezi riznymi studiemi [102].
Farmakogeneticka stanoveni vyzaduji multidisciplindrni pfistup umoZziujici analyzu vice

faktorialnich dat ze studii s dostate¢nym poctem pacientil.

Na§ z4jem o studium podilu vlivu izoenzymu CYP2CS8 na metabolismus amiodaronu
byl ovlivnén vysledky pfedchozich praci japonskych autortt Ohyama et al. a Soyama et al.
[27, 60]. V nasem souboru pacientli jsme neprokazali statisticky vyznamny vliv SNPs
CYP2CS8 na tvorbu hlavniho metabolitu N-desethylamiodaronu, i kdyz vysledky pro variantni
alely mély mimné klesajici tendenci koncentrace vznikajictho metabolitu oproti
homozygotnimu genotypu s wild type alelou. Nase pozorovani frekvenci vyskytu genotypi a
alelickych frekvenci jsou v souladu s ndlezy Bahadur et al. v bélosské populaci, které jsou
odlisné od frekvence vyskytu u populace japonské, Nakajima et al. [86].

Tato pozorovani odpovidaji sou¢asnym poznatkiim o moZném pievazujicim vlivu
ostatnich  izoenzymi ~ CYP450  uplatiyjicih  se v metabolismu  amiodaronu
(http://www.fda.gov/Drugs/DevelopmentApprovalProcess/DevelopmentResources/Druglnter
actionsLabeling/ucm093664.htm). Z vysledku nasi studie se zda, ze podil SNPs MDRI
zvlasté potom v haplotypech se muize uplatiovat v osudu amiodaronu daleko vyznamnéji.
Nelze vsak vylougéit, ze kombinace bodové zamény CYP2C8*3 a MDR1 v exonu 26 spole¢né
miZe vyznamng ovliviiovat pfeménu amiodaronu na jeho metabolit N-desethylamiodaron.

Néami naznacenou moznou genetickou zavislost sledovanou izolované¢ dvéma
genetickymi faktory bude nutné ovéfit a potvrdit velkym, dostatecné robustnim klinickym
hodnocenim. Pozornost nejen farmaceutickych vyrobcli se upird na oblasti, kde by bylo
mozné nové technologie vyuzit pfi vyvoji a kontrole preparatli, proto i naSe mensi studie se
mohou stat zdkladnim kamenem nebo impulzem pravé pro velké studie, které potom urcuji

smér ve farmakoterapii a vytvari bezpe¢nou a ekonomickou 1écbu pacientd.
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6 Zavéry

V disertacni praci jsme pozorovali frekvenci vyskytu funkénich polymorfisma v nasi

populaci, které podminuji interindividudlni zmény v aktivité metabolizujictho enzymu

CYP2C8 a maji vliv na expresi proteinu Pgp. Hodnotili jsme jejich vliv na koncentrace

amiodaronu a bezpecnost 1é¢by.

Shrnuti vysledki prace:

Frekvence vyskytu funkénich polymorfismi MDRI1 v exonu 26 C3435T, v exonu
21 G2677A/T, v exonu 12 C1236T, v exonu 17 T-76A a CYP2C8 (*2, *3G416A,
*3A1196G, *4, P404A) je u zdravé ¢eské populace shodnd s distribuci v ostatnich
bélosskych populacich. Znalost této skuteCnosti je pfinosem pro interpretaci

vysledkt a predikci G€innosti farmakoterapie sledované u jinych populaci.

Genotypové byla definovanad populace pacientii uzivajicich amiodaron, vysledky
mohou byt pouzity pro dalsi nasledujici farmakogenetické studie. Potvrdili jsme,
ze frekvence vyskytu funkénich polymorfismi MDRI1 v exonu 26 C3435T, v
exonu 21 G2677A/T, v exonu 12 C1236T, v exonu 17 T-76A a CYP2C8 (*2,
*3G416A, *3A1196G, *4, P404A) u souboru pacientl uzivajicich amiodaron je

stejna jako u zdravé populace dobrovolniki.

Vzhledem k vyskytu funkénich polymorfismi v genu MDR1 a CYP2C8 jsme
sledovali trend zavislosti koncentraci matei'ské latky a jejiho metabolitu na
jednotlivych genotypovych skupinach. Pfitomnost variantni alely v exonu 26
3435T byla spojend se statisticky vyS$imi koncentracemi léCiva a aktivniho
metabolitu. Statisticky vyznamnou zavislost jsme také prokazali i za soucasné
pfitomnosti variantni alely CYP2C8*3 a MDRI1 3435T, které vedly k vy$Sim
koncentracim 1é¢iva. Tyto ndlezy jsou vsouladu s haplotypovou analyzou
uvadénou v literatute. Jedinci s haplotypem 12 dosahovali statisticky vyznamné

vyssich koncentraci 1é¢iva.

Ze sledovanych parametrii bezpecnosti 1écby amiodaronem jsme popsali trend ve

vztahu hodnoty TSH a genotypu pro polymorfismus MDRI1 v exonu 26 a SNPs
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CYP2C8. Pfitomnost variantni alely v exonu 26 koreluje s vy$§imi hodnotami

TSH.

Zavedeni a optimalizace metodik pro stanoveni genotypu castych polymorfisma

CYP2C8 a MDRI1 umoziuje dalsi studium a ptizpiisobeni farmakoterapie pacienti.
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