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ABSTRAKT

Uvod: Cilem dizertaéni prace je studium vlivu polymorfismu CYP2D6 a MDR1 na
farmakokinetiku a farmakodynamiku tramadolu u zdravych dobrovolnikd s vyuzitim
pupilometrického méfeni. Sekundarnim cilem je zhodnoceni vztahu uvedenych
polymorfismii na analgetickou uCinnost a nezadouci ucinky piritramidu u akutni
pooperacni bolesti.

Soubor a metody: Do dvou prospektivnich praci studujicich vliv genetické
predispozice na farmakokinetické a farmakodynamické parametry tramadolu jsme
zaradili celkem 90 zdravych dobrovolnikii. Do klinickych studii vénujicich se opioidni
analgezii a vlivu genetické predispozice na farmakoterapeuticky efekt a vyskyt
nezadoucich G¢inkl u pacientt s akutni pooperacni bolesti jsme zahrnuli celkem 161
pacientl s akutni pooperacni bolesti. Genotypizaci polymorfismu genu CYP2D6 a
MDRI1 jsme provedli pomoci PCR — RFLP analyzy, ke stanoveni koncentrace
tramadolu a jeho metabolitu jsme pouzili plynovou a kapalinovou chromatografii a
farmakodynamicky efekt opioidi jsme hodnotili pomoci pupilometrického méieni a
vizualni analogové Skaly.

Vysledky a zavér: Variabilita opioidniho ucinku je ovlivnéna farmakogeneticky
podminénymi rozdily v metabolismu vyvolanymi polymorfismem genu CYP2D6 a
modifikujicim ptsobenim efluxniho transportéru P-glykoproteinu.  Polymorfismus
CYP2D6 lze spolehlivé fenotypovat zejména z poméru koncentraci pravoto¢ivého ODT
a pravoto¢ivého tramadolu v Séru 2,5 hodiny po podani lé¢iva a polymorfismus MDR1
ze souctu koncentraci pravotocivého a levotoc¢ivého ODT ze sbéru moce za 2,5 hodiny
po podani 1é¢iva. Oba polymorfismy Ize také fenotypovat pupilometrickym métenim.
Variabilitu analgetického ucinku opioidii a vyskyt nezadoucich u¢inkd u pacient
s akutni pooperacni bolesti ovliviiuje polymorfismus genu CYP2D6 a MDRI1.

Klic¢ova slova: tramadol, pupilometrie, CYP2D6, MDRI, piritramid, akutni poopera¢ni

bolest, nezadouci ucinek, toxikologicka analyza



ABSTRACT

Introduction: The aim of this thesis is to study the influence of polymorphism of
CYP2D6 and MDR1 on the pharmacokinetics and pharmacodynamics of tramadol in
healthy volunteers using measurement. A secondary objective is to evaluate these
polymorphisms in relation to the analgesic efficacy and side effects of piritramide for
acute postoperative pain.

Materials and methods: In two prospective work studying the influence of genetic
predisposition on the pharmacokinetic and pharmacodynamic parameters of tramadol,
we included a total of 90 healthy volunteers. Clinical studies on opioid analgesia and
influence of genetic predisposition to the pharmaco-therapeutic effects and side effects
in patients with acute postoperative pain, we included a total of 161 patients with acute
postoperative pain. Polymorphism genotyping CYP2D6 and MDR1 gene we performed
PCR - RFLP analysis, to determine concentrations of tramadol and metabolite, we used
gas and liquid chromatography and pharmacodynamic effects of opioids was evaluated
by pupilometric measurement and visual analogue scale.

Results and conclusion: Variability of the opioid effect is influenced by
pharmacogenetic differences in metabolism caused by CYP2D6 gene polymorphism
and the modifying effect of the efflux transporter P-glycoprotein. Polymorphism of
CYP2D6 phenotype can be reliably especially relative concentrations of the ODT and
tramadol levels 2,5 hours after drug administration and MDR1 polymorphisms of the
sum of concentrations of ODT of urine in 2,5 hours after drug administration. Both
polymorphisms can phenotype also using pupilometric measurements. Variability of
analgesic effect of opioids and incidence of side effects in patients with acute
postoperative pain affects gene polymorphism of CYP2D6 and MDRL.

Key words: tramadol, pupilometry, CYP2D6, MDRL, piritramide, acute postoperative

pain, side effects, toxicological analysis
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SOUHRN

Dizerta¢ni prace se pievazné opira o soubor praci uvedenych V piehledu publikaci.
Popisuje vliv genetickych dispozic jedince na farmakokinetiku a farmakodynamiku
vybranych opioidnich analgetik. Prace je sloZena ze tii ¢asti: pilotni studie hodnotici
vliv polymorfismu CYP2D6 a MDR1 na farmakokinetiku tramadolu, dalsi ¢ast popisuje
vliv genetické predispozice na koncentrace enantiomert tramadolu a jeho metabolitu
vséru a moci a posledni ¢ast hodnoti vliv genetického polymorfismu na
farmakodynamiku vybranych opioidnich analgetik a na jejich farmakoterapeutickou
ucinnost a vyskyt nezddoucich uc¢inkl u pacienta s akutni pooperacni bolesti.

V pilotni studii je popsana koncentrace tramadolu a O — desmethyltramadolu (ODT)
v zavislosti na genotypu CYP2D6 a MDR1 C3435T. Této studie se ucastnilo 21
zdravych dobrovolnikd. Enzym CYP2D6 biotransformuje  pomoci O-demetylace
tramadol na ODT, ktery je zodpovédny za analgeticky ucinek. U jedinci se snizenou
aktivitou CYP2D6 dochazi ke snizeni tvorby ODT a nedostate¢nému analgetickému
efektu. Z tohoto diivodu je pro ur¢eni fenotypu polymorfniho enzymu P450 CYP2D6
vyhodné stanovit koncentrace tramadolu a ODT. Vysledky dobie korelovaly
s genotypizaci CYP2D6, u rychlych a stfedné rychlych metabolizatorti byly shledany
niz8i koncentrace tramadolu a vyssi koncentrace ODT nez u pomalych metabolizatori.
Rozdily v koncentracich tramadolu a ODT v zavislosti na genotypu MDR1 C3435T
byly pozorovany pouze u jedinct s deficitni funkci CYP2D6.

V dalsi ¢asti je popsan vliv polymorfismu genit CYP2D6 a MDR1 na koncentraci
(+)-tramadolu, (-)-tramadolu, (+)-ODT a (-)-ODT v séru a moci. Mechanismus t¢inku
kazdého enantiomeru se lisi. (+)-tramadol inhibuje zpétné vychytavani serotoninu,
(-)-tramadol inhibuje zpétné vychytavani noradrenalinu, (-)-ODT inhibuje zpétné
vychytdvani monoaminll a (+)-ODT je velmi silnym agonistou opioidnich receptori.
Farmakodynamicky efekt byl posuzovan pomoci pupilometrického méteni, zde byla
hodnocena velikost a pocet miotickych a mydriatickych reakci v zavislosti na genotypu
CYP2D6 a MDRI. Soucasné byla hodnocena citlivost jednotlivych pupilometrickych
parametri. Zkoumany soubor obsahoval 69 zdravych nepiibuznych dobrovolnik,
z toho 31 muzi a 38 zen. Primérny veék (£ SD) u dobrovolniki byl 23,2 (+ 4,9) rokti a
body mass index (£ SD) byl 22,1 ( + 2,7) kg/m?. U vsech dobrovolniki byla pomoci
kapalinové a plynové chromatografie stanovena koncentrace obou enantiomert

tramadolu a ODT v séru i moci, genotypizace CYP2D6 a MDRI1 C3435T pomoci



PCR — RFLP a bylo provedeno pupilometrické vysetieni. Vysledky analyz prokazaly
vliv polymorfismu CYP2D6 na koncentrace tramadolu a ODT vséru a vliv
polymorfismu CYP2D6 a MDR1 C3435T na koncentraci ODT v moci. Stejné tak je
ovlivnéna obéma polymorfismy zornicova reakce. Nejvétsi vliv na zornicovou reakci
mély koncentrace pravotocivého ODT V séru.

Posledni ¢ast je vénovana srovnani Opioidnich analgetik a nesteroidnich
farmakodynamiku vybranych opioidnich analgetik a na jejich farmakoterapeutickou
ucinnost a vyskyt nezadoucich ucinkti u pacientli s akutni pooperacni bolesti. Prvni ¢asti
této prace se ucastnilo 105 pacientdl, u kterych byla hodnocena bolest v pravidelnych
intervalech v akutnim pooperaénim obdobi. Byl shledan lepsi analgeticky efekt
u pacientt, kterym byl podan opioid. Nasledné studie, hodnotici vliv polymorfismu
CYP2D6 a MDR1G2677T/A, se ucastnilo 56 pacienti po chirurgickém odstranéni
pristitnych télisek. U vSech pacientii byl hodnocen analgeticky efekt opioidd, vyskyt
nezadoucich ucinkti v pooperacnim obdobi a pomoci PCR — RFLP provedena
genotypizace polymorfismu CYP2D6 a MDR1 G2677T/A. Z hlediska polymorfismu
CYP2D6 byl pozorovan lepsi analgeticky efekt a nizs$i vyskyt nezadoucich ucinkl
u pacientd s fenotypem EM, rozdil mezi fenotypovymi skupinami ve vyskytu
nezadoucich ucinki vsak nebyl signifikantni. Z hlediska polymorfismu MDR1 jsme
nalezli lepsi analgeticky efekt a niz$i vyskyt nezadoucich uCinkli u pacienti
s genotypem 2677GG v porovndni s pacienty S variantni alelou.

Dtivodem pro provadéni vyzkumu v této oblasti je skuteCnost, Zze opioidy jsou
pro svoji vysokou analgetickou ucinnost velmi ¢asto podavanym 1é€ivem. Optimalni
terapeuticka u¢innost a riziko vzniku nezadoucich uc¢inki je pro jednotlivé pacienty
variabilni. Jednou z pfi¢in této variability je geneticka predispozice jedince ovliviujici
farmakokinetiku, analgeticky efekt i vyskyt nezadoucich u¢inkd. Existuje nékolik
kandidatnich gent, jejichZz polymorfismy jsou divodem interindividualni variability.
Jednim z nich je CYP2D6, podilejici se na metabolismu vétSiny opiodd. Dalsim z téchto
polymorfismi je MDR1 gen, kodujici P-glykoprotein, ktery je zodpovédny za eliminaci
mnoha 1¢ka a xenobiotik. Objasnéni vlivu genetické predispozice na variabilitu 1ékové
odpovédi u opioidi mize napomoci k vybéru optimalniho analgetika, predikci

farmakoterapeutického ti¢inku, ptipadné prevenci vzniku nezadoucich G¢inki.
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SUMMARY

This thesis relies mainly on the body of work contained in the inventory of publications.
The influence of individual genetic predisposition to the pharmacokinetics and
pharmacodynamics of chosen opioid analgesics are decribed. The thesis consists of
three parts: pilot study evaluating the influence of CYP2D6 and MDR1 polymorphisms
on pharmacokinetics of tramadol, another part describes the impact of genetic
predisposition to concentrations of tramadol and its metabolites in plasma and urine and
the last part assesses the impact of genetic polymorphisms on the pharmacodynamics of
chosen opioid analgesics and their pharmaco-therapeutic efficacy and side effects
in patients with acute postoperative pain.

In the pilot study is described concentrations of tramadol and O - desmethyltramadolu
(ODT), depending on the genotype of CYP2D6 and MDR1 C3435T. In this study was
included 21 healthy volunteers. The lack of analgesic effect is caused by the decreased
activity of CYP2D6. From this reason it was necessary to determine concentrations
of both enantiomers for parent drug and ODT for phenotypization of polymorfic
cytochrome P450 2D6. Phenotype results were compared with the results
of genotypization, in extensive and intermediate metabolizers were found lower
concentrations of tramadol and higher concentration of ODT than in poor metabolisers.
Differences in concentrations of tramadol and ODT, depending on the C3435T MDR1
genotype was only observed in poor metabolizers.

The next part describes the influence of CYP2D6 polymorphism on the concentration
and MDR1 (+)-tramadol, (-)-tramadol, (+)-ODT and (-)-ODT in plasma and urine. Each
enantiomer displays different binding properties for various receptors: (+)-tramadol
preferentially inhibits serotonin reuptake while (-)-tramadol mainly inhibits
noradrenalin reuptake. (-)-ODT possesses potent monoamine reuptake inhibitory
activity, (+)-ODT is a potent opioid receptor agonist. The pharmacodynamic effect was
assessed by pupillometry, there was evaluated the size and amount of miotic and
mydriatic responses depending on the genotype of CYP2D6 and MDR1. It was also
evaluated the sensitivity of pupilometric parameters. In this study was included 69
healthy unrelated volunteers, 31 men and 38 women. Average age (+ SD) in volunteers
was 23.2 (+ 4.9) years and body mass index (+ SD) was 22.1 (+ 2.7) kg/m?. In all
subjects, using liquid and gas chromatogramy, was performed concentrations of both

enantiomers of tramadol and ODT in plasma and urine, genotyping CYP2D6 and
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MDR1 C3435T was performed by PCR - RFLP and was made pupillometric measure.
Results of analysis confirm the influence of CYP2D6 polymorphism on concentrations
of tramadol and ODT in the plasma and the influence of polymorphism of CYP2D6 and
MDR1 C3435T ODT concentration in urine. The pupil response is influenced by both
these polymorphisms. The biggest influence on the pupil response had concentration of
(+)-ODT.

The last part is devoted to a comparison of opioid analgesics and nonsteroidal anti-
inflammatory analgesics. Also was evaluated the influence of genetic polymorphism on
the pharmacodynamics of chosen opioid analgesics and their pharmacotherapeutic
efficacy and side effects in patients with acute postoperative pain. 105 patients, whose
was assessed pain at regular intervals in the acute postoperative period, was included in
the first part of this thesis. The better analgesic effect was found in patients who
received opioids. Subsequent studies that evaluated the impact of CYP2D6
polymorphism and MDR1G2677T / A participated in 56 patients after surgical removal
of the parathyroid glands. All patients were evaluated the analgesic effect of opioid,
side effects in the postoperative period, and by PCR - RFLP genotyping performed
polymorphism of CYP2D6 and MDR1 G2677T / A. In light of CYP2D6 polymorphism
has been observed a better analgesic effect and lower incidence of side effects in
patients with EM phenotype, phenotypic difference between the groups in the incidence
of side effects was not significant. In light of the MDR1 polymorphism was observed
better analgesic effect and lower incidence of side effects in patients with genotype
2677GG in thr comparison with patients with the variant allele.

The reason for conducting research in this area is that the opioid analgesic are often
administered drug for their high efficiency. The optimal therapeutic efficacy and the
risk of side effects are currently unpredictable for individual patients. Genetic
predisposition is one of the causes of variability in pharmacokinetics, analgesic effect
and side effects. There are several candidate genes whose polymorphisms are the reason
for the observed interindividual response to these drugs. One of them is CYP2D6
involved in metabolism of most opioids. Another of these polymorphisms is the MDR1
gene encoding P-glycoprotein, which is responsible for the elimination of many drugs
and xenobiotics. Clarifying the impact of genetic predisposition to drug response may
contribute to choose the optimal analgesic and predicting pharmacotherapeutic effects

or prevent side effects.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ATC - anatomicko — terapeuticka — chemicka klasifikace 1é¢iv

AUC - plocha pod kiivkou sérovych koncentraci

CCD - kamera - charge coupled device — snimani obrazu v digitalni podobé
Chax - maximalni koncentrace 1é¢iva v séru

CNS - centralni nervovy systém

CYP450 - cytochrom P - 450

DDD - denni definovana davka

EM - rychli metabolizatofi — jedinci s normalni metabolickou aktivitou
FINAL - finalni pupilometricky parametr

GC - plynova chromatografie

IM - stfedn¢ rychli metabolizatoii — jedinci se snizenou metabolickou aktivitou
INIT - inicidlni pupilometricky parametr

MAOQO - monoaminooxydaza

MDR1 - multidrug resistence protein 1 — transportér

MIN - minimalni pupilometricky parametr

m/z - efektivni hmota iontu

LC - kapalinova chromatografie

ODT - O-desmetyltramadol

PCR - polymerazova fetézova reakce

PM - pomali metabolizatofi - jedinci s deficitni metabolickou aktivitou

R? (%) - hodnota popisujici procentudlni podil hodnot vysvétlenych efektem
polymorfismu

RA - reflexni amplituda, rozdil inicialniho pupilometrického parametru a findlniho
pupilometricky parametr

RFLP - urceni genetického profilu pomoci délky restrikénich fragmentt
SD - smérodatnd odchylka

SPID - soucet rozdilii intenzity bolesti

SSeffect - Soucet Ctvercu effektu od praméra skupin

SSerror - Soucet ctverct odchylek od priméra skupin

SSRI - selektivni inhibitory zpétného vychytavani serotoninu

TCA - tricyklicka antidepresiva

TTM - time to minimum, ¢as k dosazeni minimalniho parametru

13



SEZNAM VLASTNICH PUBLIKACI
Sumarni IF: 10,50

Tyto publikace jsou pfedmétem dizertacni prace:

1. Matouskova, O., Slanaf, O., Chytil, L., Perlik, F. (2010) Pupillometry in healthy
volunteers as a biomarker of tramadol efficacy. J Clin Pharm Ther. 36: 513-7. IF
(2009): 1,67

2. Matouskova, O., Slanaf, O., Chytil, L., Perlik, F. (2010) Pupilometrie jako
bioindikétor u¢inku 18¢iv. Cas Lék Cesk 149: 66—68.

3. Matouskova, O., Slanaf, O., Adamkova, J., Pafko, P., Perlik, F., Adamek, S. (2011)
Impact of MDR1 genetic polymorphisms on postoperative piritramide analgesia. Bratisl
Lek Listy. IF (2010): 0,37 (v tisku)

4. Adamek, S., Matouskova, O., Pafko, P., Slanaf, O., Perlik, F. (2010) The role of
diclofenac and piritramide in the management of acute postoperative pain in
hernioplasty: a retrospective study. Bratisl Lek Listy 111: 616 — 618. IF (2009): 0,35

5. Chytil, L., Sticha, M., Matouskova, O., Perlik, F., Slanat, O. (2009) Enatiomeric
determination of tramadol and O-desmethyltramadol in human urine by gas
chromatography-mass spectrometry. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci
877: 1937 —1942. IF (2009) 2,78

6. Slanat, O., Nobilis, M., Kvétina, J., Matouskova, O., Idle, JR., Perlik, F. (2007)
Pharmacokinetics of tramadol is affected by MDR1 polymorphism C3435T Europ J
Clin Pharmacol 63: 419 — 421. IF (2006): 2,18

Ostatni publikace:

1. Chytil L., Matouskova, O., Cerna, O., Pokorna, P., Vobruba, V., Perlik, F., Slanat, O.
(2010) Enantiomeric determination of tramadol and O-desmethyltramadol in human
plasma by fast liquid chromatographic technique coupled with mass spectrometric
detection. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci 878: 481 — 486. IF (2009):
2,78

2. Nespesna, L., Sticha, M., Matouskova, O., Perlik, F., Slanaf, O. (2011) Stanoveni
nabumetonu a kyseliny 6-methoxy-2-naftyloctové v plasmé pomoci HPLC s UV a MS
detekci. Ceska Slov Farm. 60: 17-24

3. Slanat, O., Dupal, P., Matouskova, O., Vondrackova, H., Pafko, P., Perlik, F., (2011)
Tramadol efficacy in patients with postoperative pain in relation to CYP2D6 and MDR1
polymorphisms Bratisl Lek Listy. IF (2010): 0,37 (v tisku)

4. Zourkova, A., Slanaf, O., Jufica, J., Velefova, M., Matouskova, O., (2011)

Polymorfismus genu MDR1 avyskyt sexualnich poruch pii dlouhodobé 1é¢bé
paroxetinem Psychiatrie, 15: 48-48

14


http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=2&SID=V2Oc1KfpmDM9dL4dJJi&page=1&doc=3&colname=WOS
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=2&SID=V2Oc1KfpmDM9dL4dJJi&page=1&doc=3&colname=WOS
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=UA&search_mode=GeneralSearch&qid=2&SID=V2Oc1KfpmDM9dL4dJJi&page=1&doc=3&colname=WOS
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=Q21DBLGFcA7BAE6C78m&name=Slanar%20O&ut=000244821400013&pos=1
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=Q21DBLGFcA7BAE6C78m&name=Nobilis%20M&ut=000244821400013&pos=2
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=Q21DBLGFcA7BAE6C78m&name=Kvetina%20J&ut=000244821400013&pos=3
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=Q21DBLGFcA7BAE6C78m&name=Matouskova%20O&ut=000244821400013&pos=4
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=Q21DBLGFcA7BAE6C78m&name=Idle%20JR&ut=000244821400013&pos=5
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=Q21DBLGFcA7BAE6C78m&name=Perlik%20F&ut=000244821400013&pos=6
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=3&SID=T1di932j6M64e2Lc9I5&page=1&doc=4
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=Q21DBLGFcA7BAE6C78m&name=Matouskova%20O&ut=000244821400013&pos=4

PODEKOVANI

Piedev§im bych chtéla podékovat svému Skoliteli Prof. MUDr. Frantisku Perlikovi,
DrSc. za odborné rady, laskavou pomoc a vedeni béhem postgradualniho studia i pfi
vzniku této dizertacni prace.

Déle dekuji prednostovi Farmakologického ustavu 1. LF UK Doc. MUDr. Ondieji
Slanafovi Ph. D. za poskytnuté konzultace a v§estrannou podporu mé ¢innosti. Mé dalsi
podékovani patii i Ing. Lukasi Chytilovi, Ph. D. z Ustavu soudniho lékaistvi a
toxikologie 1. LF UK a VFN za provedené chemické analyzy, které jsem pouzila pro
farmakokinetickou ¢ast prace. Za spolupraci pii statistickém hodnoceni dékuji
pracovni skupiné RNDr. Jaromira Bé&lacka, CSc. z Ustavu biofyziky a informatiky
1. LF UK. Za pratelské prostfedi a pochopeni deékuji téZ svym spolupracovnikiim
z Farmakologického ustavu 1. LF UK.

Srde¢né podeékovani za podporu a trpélivost patii i mym blizkym.

15



1.UVOD

Uvodni &ast se vénuje vybranym opioidim a to piedeviim tramadolu a piritramidu a
polymorfismim geni CYP2D6 a MDRI. Déle popisuje metody hodnotici
farmakodynamicky ucinek 1ékli i soucasné poznani vztahu genetické predispozice a

farmakokinetiky i farmakodynamiky opioidi.

1. 1. Opioidy

Opioidni analgetika pasobi predevsim v CNS, v oblastech, ve kterych dochazi
k transmisi a modulaci bolestivych impulst: v miSe, thalamu, periakveduktalni Sedé
hmot¢, hypotalamu, retikuldrni formaci, mozkové kufe, ale i v periférnich tkanich, na
periférnich nociceptorech. Mistem jejich periferniho plsobeni je rovnéz intramurdlni
nervova pleten, kterd reguluje gastrointestinalni motilitu. Uvedend mista jsou bohaté
zasobend neurony obsahujici endogenni opioidni peptidy. SoubéZzné se zde vyskytuji
specifické receptory, na které se vazou nejen endogenni opioidni peptidy, ale také

exogenn¢ podana opioidni analgetika.

1.1. 1. Tramadol

Tramadol je ptfedstavitelem tzv. atypickych opioidnich analgetik s afinitou k p-,0- a
k-opiodnich receptori s vyssi afinitou k p-receptortim, pouziva se k 1é¢bé stfedni az
sttedné t¢Zké bolesti. Na jeho analgetickém pulisobeni se také podileji neopioidni
mechanismy, piedev§im blokéda zpétného vychytavani noradrenalinu a serotoninu do
nervovych zakonceni, ¢imz dochdzi k aktivaci descendentnich inhibi¢nich drah. Jeho
analgeticky ucinek je asi 6krat nizs$i neZ u morfinu. Délka G¢inku je 4 - 6 hodin. Vyskyt
nezadoucich ucinki je po terapeutickych davkach velmi maly, prakticky nevyvolava
obstipaci a netlumi dychéani. Riziko vzniku lékové zavislosti je mizivé. Vyhodou je
moznost perordlni aplikace. Tramadol v soucasnosti patii mezi nejpouzivanéjsi
centralné pusobici analgetika (Lincova et al., 2007).

Po perordlnim podani se absorbuje vice nez 90% tramadolu. Primérnd absolutni
biologickd dostupnost je piiblizné 70%. First-pass efekt po peroralnim podani je
maximalné 30%. Metabolismus tramadolu u lidi je pomérné komplikovany. Dochazi
ke vzniku 11 nekonjugovanych a 12 konjugovanych metabolitt. Nejdilezitéjsi je
N- a O-demetylace mateiské latky, kterd probiha v jatrech cestou cytochromu P450
pomoci enzymu CYP 2D6. Geneticky polymorfismus cytochromu CYP2D6, jeho
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indukce i inhibice mlize vyrazné ovlivnit koncentrace tramadolu nebo jeho uc¢inného
metabolitu.  Druhym  dulezitym  metabolickym  procesem je  konjugace
O-demetylovaného metabolitu s kyselinou glukuronovou. Farmakologicky aktivni je
pouze O-desmetyltramadol. Strukturni vzorec tramadolu a O — desmetyltramadolu je
znazornén na obrdzku 1. U metaboliti existuji velké kvantitativni rozdily mezi
jednotlivci. Tramadol a jeho metabolity jsou témét kompletné vylu€ovany ledvinami.
Elimina¢ni polocas je u mateiské latky i u jeho metabolitu (-)-ODT v rozmezi
5,4 - 9,6 hod, u pacientii s rendlni nebo hepatalni insuficienci mize byt 2 — 3 krat delsi.
Tramadol prostupuje hematoencefalickou bariérou a placentdrni bariérou a ma
Vv terapeutickém davkovém rozmezi linedrni farmakokineticky profil. Vztah mezi
sérovymi koncentracemi a analgetickym ucinkem je zavisly na davce. Obvykle jsou

ucinné sérové koncentrace 100 - 300 ng/ml.

Obr. 1 Strukturni vzorec tramadolu a O — desmetyltramadolu

OR RO
HO~ ~OH
H He=
H3C—I|\l II\I—CH3
CHs CHs;
R
Tramadol CH;

O-desmetyltramadol H

1. 1. 2. Piritramid

Ma analgetické ucinky srovnatelné s morfinem, ale ptisobi déle. Piritramid je derivatem
difenylpropylpiperidinu, vyznacuje se centralnim analgetickym ucinkem. Analgezie je
podminéna aktivaci miSnich opioidnich p-receptorti a ve vyssich centrech pro vnimani
bolesti v thalamu a mozkové kufe. Tim se zvySuje prah pro vnimani bolesti.
Klinickymi studiemi byl potvrzen rychly nastup U¢inku: po intravenéznim podéni

nastava analgezie jiz do 1-2 minut, po intramuskularnim nebo subkutannim podani
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nastava analgezie do 15-30 minut a ptsobi zna¢né dlouho. Vyskyt nezadoucich téinkt
je niz§i nez u morfinu. Vyvoldva v mens$i mife dechovy utlum i zvraceni.
K biotransformaci piritramidu dochazi pfedevsim v jatrech. Struktura jeho metabolit
nebyla doposud pfesné urcena. Po intramuskularnim podani je dosazeno vrcholové
plazmatické hladiny po 15 minutach. Piritramid je vyluovan zejména stolici, bez

zavislosti na funkci ledvin.

1. 2. Cytochrom P450

Pojmem cytochrom P450 je oznacena velkd skupina (superfamilie) enzymu
obsahujicich ve své molekule hem. Jméno je odvozeno od charakteristické vlastnosti
enzymu (izoforem) této nadrodiny, kterou je UV absorpéni maximum pii 450 nm pokud
jsou v komplexu s oxidem uhelnatym.

Fylogeneticky se jedna o velmi stary systém, ktery je konkrétnimi enzymy zastoupen
jednotné nomenklatury zaloZzené na shodé sekvenci aminokyselin v proteinovém fetézci
jednotlivych izoforem. Cytochrom P450 se déli na rodiny (40% shoda sekvenci),
podrodiny (55% shoda) a na konkrétni enzymy. Oznaceni konkrétniho enzymu z rodiny
P450 se tedy sklada s ptfedpony CYP, nasledované arabskou Cislici oznacujici rodinu,
velkym pismenem pro podrodinu a dalSim arabskym pismenem pro 0znaceni
konkrétniho enzymu napt. CYP3A4.

V lidském genomu se doposud podafilo identifikovat 64 genii pro rtizné izoformy CYP,
které lze zaradit do 18 rodin a 43 podrodin. AZ na vyjimky jsou vSechny exprimovany
pfevazné v jatrech dale pak v tenkém stievé, plicich, mozku, ledvinach a v kuzi.
biotranformace endo- (napf. steroidy, ZluCové Kkyseliny, mastné Kkyseliny,
prostaglandiny, leukotrieny, biogenni aminy) ale pfedevSim exogennich latek. Tomu
odpovidé i znacné€ pievazujici exprese izoforem zapojenych do metabolizmu xenobiotik.
Pro metabolizmus 1éCiv jsou vyznamné piedev§im CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9 a
CYP1A2.

1.2.1. CYP2D6

V organizmu se CYP2D6 nachazi pfedevsim v jatrech ale i v mozku, plicich a GIT.

Kvantitativné je malo zastoupen, v metabolizmu lé¢iv je vSak po CYP3A4 druhym
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nejvyznamnéjsim enzymem. USastni se rovndz eliminace karcinogenti a aktivace
prokarcinogentt (Micuda et al., 2004). Exprese tohoto cytochromu vykazuje
nejvyrazngjs$i geneticky polymorfizmus vibec. PfiCinou je lokalizace genetického
zékladu na dlouhém raménku 22. chromozomu v blizkosti lokust kodujicich protilatky.
Tato oblast je geneticky nestabilni se silnou tendenci rychle reagovat na meénici
se podminky zevniho prostiedi. Dochazi k nahromadéni mutaci s néslednou alteraci
exprese enzymu. Kromé& polymorfismii podmifiujicich zpomaleni metabolizmu nebo
uplnou absenci funkéniho cytochromu (asi 7% bélochtl), jejich metabolizmus je pomaly
a jsou schopni biotransformovat mén¢ latky v porovnani se zbytkem populace. Vznikaji
i pomérn¢ vyjimecné defekty (amplifikace) genomu, které vedou k urychleni
metabolizmu, coz vede ke schopnosti metabolizovat podstatné vétsi mnozstvi 1éku. Na
zménu aktivity enzymu CYP 2D6 ma nejvétsi vliv pfitomnost mutaci v alelach
CYP2D6*3*4*5*6 (http://www.cypalleles.ki.se/).

Substraty CYP2D6 jsou 1éCiva ze skupiny antiarytmik, antidepresiv, neuroleptik
a B — blokatorti. Vyznam uréeni fenotypu genu CYP2D6 pro farmakoterapii popisuje ve

svych studiich fada autori (Slanaf et al., 2007, Jufica et al., 2010).

1.3. MDR1

Podkladem interindividudlnich rozdili v ucinku 1€kt byvd polymorfizmus
transformacnich enzymt, transportnich systému zajistujicich osud 1€kl v organizmu 1
receptort, enzymul ¢i signalnich molekul ovliviiujicich vlastni u¢inek 1é¢iva (Bultas,
2010). P—glykoprotein je efluxni transmembranova pumpa, kterd ma vyznamnou roli
Vv absorpci, distribuci a eliminaci fady 1é¢iv a je dalezitym obrannym mechanismem
pfed vstupem xenobiotik do organismu. Gen MDR 1 je lokalizovan na dlouhém
raménku chromozému 7q21-21.1. Molekularni mechanismus funkce P—glykoproteinu,
neni stale jeSté piesn¢ jasny, ackoli existuje fada teorii a modeli o funkci P—
glykoproteinu. V roce 1988 byl jako prvni popsan model pumpy, ve kterém specificka
vazebna mista rozezndvaji své substraty, které jsou pak pumpovany piimo pies
cytoplazmatickou membranu za vyuziti energie uvolnéné pii hydrolyze ATP.

P—glykoprotein hraje vyznamnou roli v ochrané€ organismu pied vstupem xenobiotik do
organismu a zaroveil napomahd jejich eliminaci. PfenaSeC je strategicky situovan
Vv epitelidlnich bunikach organi podilejicich se na absorpci a distribuci latek, jako jsou
enterocyty, bunky hematoencefalické a testikuldrni bariéry a také v lokalizacich s Cisté
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exkre¢ni funkci — v kanalikularni membrané hepatocytti, na apikalni strané epitelovych
bunék zluovych kanalki a renalniho proximalniho tubulu. P—glykoprotein je mimo jiné
soucasti procesu distribuce a transportu nékterych endogennich latek v organismu. Pro
P—glykoprotein je typické, v porovnani s ostatnimi transportéry, Ze s nim interaguje
velké mnozstvi latek, Casto chemicky i funk¢né odlisSnych. Patii sem kromé mnoha
xenobiotik nejen 1é¢iva z riznych farmakoterapeutickych skupin, ale i endogenni
hormony a jiné latky. Pro vétSinu substrati je typické, Ze jsou hydrofobni nebo
amfifilni povahy. P—glykoprotein méné Casto pfenasi i nékteré neutralni (napi. digoxin)
nebo 1 negativné nabité molekuly (napf. atorvastatin), dokonce i molekuly hydrofilni
povahy, jako je metotrexat. V genu MDR 1 je popisovan vysoky vyskyt bodovych
polymorfismi, neboli zdmén jedné baze na specifickém misté genu za jinou. Bylo jich
zaznamenano vice nez 50. Polymorfismy byly popsany na urovni DNA v pozicich
G2995A v exonu 24 (Hoffmeyer et al., 2000) nebo na pozici G2677T/A a C3435T
v exonu 21 a v exonu 26 (Penna et al., 2010). Polymorfismus v exonu 26 méni intenzitu
exprese proteinu Vv duodenu a tim ovliviiuje absorpci svych substrati a jejich
plazmatické koncentrace, které jsou u jedinci homozygotnich pro alelu
T nékolikanasobné vyssi. Dalsi vyskyt bodové mutace byl nalezen v exonu 12 na pozici
C1236T (Bellusci et al., 2010) nebo na pozici G1199A v exonu 11, tato zaména méni
funkci proteinu zménou naboje (Gréen et al., 2008). Podobné¢ jako v piipadé
polymorfismi jinych genl existuji vyrazné mezirasové rozdily ve frekvenci vyskytu
polymorfismi MDR 1. Napiiklad pro C3435T je frekvence C/C a T/T v bélosské
populaci srovnatelnd, pfiblizné 25%, zatimco V africké populaci je frekvence
T/T genotypu pouze 6%. V soucasné dobé neni stanoveni genotypu MDR1 béznou

rutinni metodikou, ale probiha jen na urovni vyzkumu.

1. 4. Metody hodnotici farmakodynamicky ucinek 1éki
Metod hodnoticich farmakodynamicky ucinek 1éku je velké mnozstvi. Tato kapitola se

vénuje pupilometrickému méfeni a metodam hodnotici analgeticky t¢inek opioidu.
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1. 4. 1. Pupilometrie

Pupilometrie a hodnoceni velikosti zornice je tradi¢ni soucésti studia ucinku 1éCiv,
zejména jejich vlivu na vegetativni nervovy systém (Slanaf et al., 2004). Dale je
pupilometrie Siroce vyuzivana v akutni mediciné¢ k hodnoceni stupné bezvédomi
pacienta, k hodnoceni odpovédi ogranismu pii 1é¢bé bolesti nebo pii diagnostice poruch
spanku. Cholinergni stimulace vyvolavd miozu zpuisobenou kontrakci m. sphincter
pupillae, adrenergni stimulace pisobi mydridzu vyvolanou kontrakci m. dilatator
pupillae. Sfinkter, jehoz vliv na vysledny primér zornic je véEtSi ve srovnani
s dilatatorem, je aktivovan zvySenou stimulaci Edinger — Westfalova jadra
prostfednictvim drah parasympatiku a jeho antagoniosta dilatator je aktivovan drahou
sympatiku zacinajici v hypotalamu. Regulace Edinger — Westfalova jadra podléha
ipsilateralnim 1 kontralateralnim stimulacnim impulzim z pretektalnich oblasti a
zZ okcipitalniho laloku. Jeho inhibi¢ni inervace je soucasti centralniho noradrenergniho
systému. Reflexni reakce zornic na osvétleni oka je primarn€ zplsobena sniZenou
stimulaci parasympatiku z pretektalnich oblasti. Diky piekiizeni ¢asti vlaken optického
nervu v chiasmatu je vyjadiena reflexni reakce na osvit kontralaterdlniho oka, ktera by
mohla interferovat s pupilometrickym vysledkem.

Dilatace pupil jako reflexni reakce na bolestivy stimulus nebo hluk je mediovana nejen
sympatickou inervaci, ale také synergistickym putisobenim inhibi¢nich centralnich
noradrenergnich drah na Edinger — Westfalova jadra. V ném se integruji kortikalni a
subkortikalni impulsy pro pupilarni systém a jsou hlavnim regulaénim systémem pro
zménu prumeéru zornic na svételné podnéty. Tonus hladkych svalii, které reguluji
primér zornic, muze byt ovlivnén 1éCivy interferujicimi s vedenim cholinergnich nebo
noradrenergnich impulzii na centrdlni i lokalni Grovni a nckteré latky ucinkuji téz
pfimym pusobenim na bunky efektorovych svali oka (Slanaf et al., 2005). Typickymi
1é¢ivy, vyrazné pusobicimi na prumér zornic, jsou latky se sympatomimetickym a

sympatolytickym ucinkem, jejich piehled je uveden v tabulce 1.
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Tab. 1 Prehled 1éCiv ovliviujicich primér zornic

Vysledny
efekt na
zornici

Pievazujici
mechanismus piisobeni

Priklady

midza

sympatolyticky

a- adrenergni blokatory
(fentolamin, tolazolin)

nikotin

celkova sedativni
narkotika

parasympatomimeticky

histamin

prostaglandiny

agonisté cholinergnich
receptorti (muskarin,
pilokarpin)

inhibitory
acetylcholinesterazy
(neostigmin aj.)

mydriaza

sympatomimeticky

pfima 1 nepfima
stimulace -
adrenergnich receptorti

psychostimulantia

parasympatolyticky

blokatory
cholinergniho
receptoru (atropin,
chlorpromazin,
skopolamin)

inhibitory pre — a post
— gangliarnich
zakonceni nervovych
zakonceni
(botulotoxin)

klonidin
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Vyuziti pupilometrie pii hodnoceni 1éCiv tfesi cela tfada praci, ne¢které jsou uvedeny
v tabulce 2. Pupilometry sestavaji ze specialné¢ upravené CCD kamery snimajici ze
standardni vzdalenosti od oka zornici nasvicenou infraervenym svétlem z diod.
Kamery umoziuji snimat dynamiku zmény priiméru zornice v priabéhu volitelného
casu. Pupilometrické pfistroje jsou dale vybaveny téz diodami s viditelnym emitovanym
svétlem, jejichz zableskem je mozno vyvolat reflexni reakci na osvit. Intenzitu
infraCervenych 1 osvitovych diod je mozno nastavovat stejné jako délku svételného
zéablesku pii méteni svételného reflexu. Parametry, které je mozné sledovat, jsou primér
Zornice na pocatku méfeni. Latence reakce na osvit, amplituda a rychlost vyvolané
konstrikce a Cas redilatace. Pupilometry mohou byt jak v nepfenosné, tak i v pfenosné

verzi.

Tab. 2 Piiklady vyuziti pupilometrie pii hodnoceni 1é¢iv

Hodnoceni uéinku Latka Citace
opioidni pisobeni tramadol, buprenorfin, Collart et al., 1993
kodein

Knags et al., 2004

Slanaf et al., 2006

bdélost a stav védomi amfetamin, kofein Ghodse et al., 1999

stupen zavislosti a euforie morfin, heroin Lanier et al., 2007

Murillo et al., 2004

sedativni G¢inky diazepam Taylor et al., 2003
histamin Boev et al., 2005
serotoninergni plisobeni TCA Baer et al., 2004
SSRI Noehr-Jensen et al.,
2009
deficit acetylcholinu a demence alkohol Boettcher et al., 2005
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Dilezitym piedpokladem pro spravnou léCbu bolesti je hodnoceni intenzity bolesti.
Hodnoceni zahrnuje i fyzikalni vySetfeni se zaméfenim na fyziologické a behavioralni
odpovédi na bolest a probiha metodou algometrie (dolormetrie), ktera zahrnuje verbalni

i neverbalni hodnoceni — Skaly.

1. 4. 2. Metody hodneotici bolest

VAS (Visual Analog Scale) — vizualni analogova $kala — je nejcastéji pouzivana, ma
vice modifikaci: vertikdlni nebo horizontalni. Podava informaci pouze o intenzité
bolesti. Horizontdlni VAS ptedstavuje 100 mm dlouhou tusecku, kde bod vlevo
predstavuje zadnou bolest a bod vpravo nejvyssi intenzitu dosud prozité bolesti

NRS (Numerical Rating Scale) — je c¢iselnou variantou VAS, vyuziva usecku
s ¢iselnymi hodnotami od 0 do 10, pficemz 0 oznacuje Zadnou bolest a 10 nesnesitelnou
bolest

Wonk — Bakerova $kala bolestivé tvare — slouzi k orientaénimu hodnoceni bolesti
u malych déti podle grimasovani a afektivnich vyrazii obrazku obliceje

Mapy bolesti — registrace bolestivych mist (oblasti) podle Margolese, kdy pacient do
mapy bolesti zakresli oblasti, kde pocituje bolest barevng, pficemz Cervend barva je
palciva bolest, modra je bolest v§eobecné, Zluta je tupd nebo bodava bolest, zelena je
svirava, kireCovita bolest

VDS ( Verbal Description Scale) — slovné popisna Skala, mize byt ve vice stupnich.
Vyssi pocet stupiili zvysuje citlivost hodnoceni. Nejéastéjsi jsou stupnice 0 — 3 (zadna
bolest — mirna — stfedné silna — silnd) a 0 — 5 (zadna bolest — mirna — stfedn¢ silna —
silnd — kruta — nesnesitelnd)

MPQ (McGill Pain Questionaire) — McGillsky dotaznik bolesti — 78 popisujicich
vyrazli, pouziva se pti hodnoceni mnoha dimenzi bolesti, piedev§im neuropatické. Pro
jeho naro¢nost se pouziva spiSe zkracena verze — SF-MPQ (Short Form McGill Pain
Questionaire), vytvofend stejnym autorem Melzackem — 15 popisnych vyrazl
(naptiklad bolest tepava, vystielujici, bodava, tupa, paliva, ostra, kiecovita atd.)

Flow Sheet — tj. pribézny zaznam, kdy pacient, rodina, nebo sestra zaznamenava

intenzitu bolesti a reakce na intervence 1 nezddouci ucinky v Case. Je dulezité, aby se po

24



celou dobu hodnoceni bolesti s pacientem pouzivala stejna metoda hodnoceni, ktera

bude vyhovovat potiebam pacienta v dané dobé (Rokyta et al., 2006).

1. 5. Ovlivnéni farmakokinetickych a farmakodynamickych parametri
opioidu genetickou predispozici
Nasledujici kapitoly popisuji soucasné poznani vztahu polymorfismu gentit CYP2D6 a

MDR1 k farmakokinetice i farmakodynamice opioidu.

1. 5. 1. Polymorfismus genu CYP2D6

Tramadol je podavan ve formé dvou enantiomert tramadolu (+) - a (-)-tramadol. Ob¢
tyto formy tramadolu jsou metabolizovany pfedevs§im N- a O-demetylaci a konjugaci O-
demetylovanych produktd s kyselinou glukuronovou. Pouze ODT je farmakologicky
aktivni. Enzym odpovédny za O-demetylaci je CYP2D6, ktery vede k tvorb¢ (+)-ODT a
(-)-ODT, tyto metabolity jsou zhlediska klinického vyznamu nejdulezité;si.
Biotransformace tramadolu je proto zavisld na fenotypu CYP2D6. Dopad fenotypu
CYP2D6 na farmakokinetiku tramadolu je srovnatelny po jednordzovém peroralnim,
opakovaném peroralnim a intravenozni aplikaci zobrazujici vyznamné farmakokinetické
rozdily mezi fenotypy EM a PM v koncentracich (+)-tramadol, (-)-tramadol, (+)- ODT a
(-) -ODT. (+)-ODT ma ptiblizn€ 70 - krat vyssi afinitu k p-opioidnim receptorim nez (-
)-ODT a je prokazano, Ze pravé tento metabolit je zodpoveédny za analgeticky i mioticky
ucinek tramadolu. Sérové koncentrace (+)-ODT v PM jsou velmi nizké, témé&f nulové,
coz je dusledek deficitni aktivity CYP 2D6 u téchto jedinc. Koncentrace obou
enantiomerQ tramadolu, primérné plochy pod kiivkami sérovych koncentraci i hodnoty
pro peroralni clearance jsou signifikantné vyssi o 75% u jedinct s fenotypem PM nez u
fenotypu EM. Naopak primérné hodnoty AUC hodnoty (+)-ODT a (-)-ODT byly 4,33-a
0,89-krat vyssi u jedinct s fenotypem EM v porovnani s fenotypem PM. Signifikantni
rozdil v zavislosti na fenotypu CYP2D6 byl pozorovén i u koncentraci tramadolu a
ODT vmoci. Halling et al.,, 2008 shledal 14x vyssi pomér koncentraci ODT a
tramadolu u jedinct s fenotypem EM nez u fenotypu PM.

Chronickd opioidni 1écba je u vybranych a pravidelné¢ sledovanych pacientl
s chronickou bolesti t€¢innym farmakoterapeutickym postupem. Nicmén¢ opioidni 1écba
s sebou muize nést celou fadu zavaznych nezadoucich ucinku (Lestiansky et al., 2010).

Negativni dopad funkéné nedostatecné varianty CYP2D6 na analgeticky ucinek 1éku
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byl popsan v mnoha experimentalnich modelech bolesti u zdravych dobrovolnikt
(Poulsen et al., 1996), stejné tak u pacientti, u nichz bylo indikovano podani tramadolu
(Stamer et al., 2003). Velmi nizka analgeticka aktivita tramadolu u jedincii s fenotypem
PM je zprostiedkovana pies non-opioidni monoaminergni cesty. Polymorfismus
CYP2D6 ovliviiuje 1 spotiebu morfinu a kodeinu u pacientd s pomalym metabolismem
(Kummer et al., 2011). Jiné prace zduraznuji nutnost rozvoje individualniho piistupu
k pacientim s nocicepcni bolesti, neuropatickou bolesti a depresi a souvislost
polymorfismu CYP2D6 s vyskytem nezadoucich uc¢inki po podani opioida (Rauers et
al., 2010, Leppert et al., 2010). Jiné prace popisuji vliv tohoto polymorfismu na
metabolismus opioidii a moznost predikce toxického ucinku (Johansson et al., 2011).

Pfi vyuziti pupilometrie k ur¢eni fenotypu CYP2D6 po podani tramadolu byla
pozorovana vyrazné vyS$§i miotickd reakci u pacientu s fenotypem EM a to jak ve
statickych, tak i v dynamickych pupilometrickych parametrech (Fliegert et al., 2005,
Slanat et al., 2006). Prace dokazuji korelaci pupilometrie s farmakokinetikou i
farmakodynamikou tramadolu. Tyto vysledky potvrdil ve své studii Slanat et al., 2007.
U jedinct s fenotypem EM pozoroval trojnasobné vyssi pupilarni konstrikci nez
pozoroval rozsifeni zornic po podani tramadolu u jedinct s fenotypem PM (napf.
Nielsen et al., 2010). Pfedpoklada se, Ze ucinek tramadolu a ODT na pupilarni pramér je
antagonisticky. Matef'ska latka sama o sob& generuje mydriatickou reakci, zatimco
ODT vyvolava pupilarni konstrikci pfes centralni stimulaci p-opioidnich receptort

(Freye et al., 2000, Knaggs et al., 2004).

1. 5. 2. Polymorfismus genu MDR1

Individualni variabilita 1ékové odpovédi a slozitost metabolismu opioiddi naznacuji, ze
pii¢inou by mohl byt i jiny geneticky polymorfismus nez CYP2D6. Opiody jsou mimo
jiné substratem P-glykoproteinu a pravdépodobné polymorfismus genu MDR1 pfispiva
k jejich riznym centralnim G¢inkim (Wandel et al., 2002). Vliv tohoto polymorfismu
byl popsan jiz dfive V souvislosti se zvySenou koncentraci morfinu v mozku mysi,
u nichz byla funkce P—glykoproteinu inhibovana (Thompson et al., 2000). Dalsi prace
pozorovali vyssi koncentraci morfinu v Krvi u pacientd s genotypem 3435TT (Klepstad
et al., 2005). Ve studii, které se zacastnilo 74 pacientli po operaci tlustého stieva byl
pozorovan nizsi vyskyt nezddoucich t¢inki morfinu u pacientii s genotypem 2677GG-

3435CC (Coulbault et al., 2006). Vysledky byly potvrzeny o dva roky pozdé&ji, byl
26



popsan mensi vyskyt ospalosti, zmatenosti a halucinaci u pacienti 1écenych morfinem
s genotypem 2677GG (Ross et al., 2008). Této studie se zGcastnilo 228 onkologickych
pacientl. Souvislost farmakokinetiky, biologické dostupnosti a nésledné zjisténych
rozdila v tleve od bolesti s polymorfismem genu MDR1 pozorovali i jini autofi (Campa
et al., 2008). V piipadé tramadolu poskytly klinické studie fadu nejasnych a
rozporuplnych vysledkd tykajicich se zna¢né variability ve farmakokinetice |
farmakodynamice. | v tomto piipad¢ se predpoklada, Ze pii¢inou by vedle znamého
polymorfismu CYP2D6 mohl byt i polymorfismus MDR 1. Tento vliv byl popsan i
vnasi studii (Slanai et al., 2007), v které byl pozorovan mirné stoupajici trend
v koncentracich tramadolu v séru shodné v souvislosti se stoupajim poctem T alel.
Pupilometrické méfeni je jednou z moznosti, jak vztah téchto dvou polymorfismi

objasnit.

2. CIL PRACE

Cilem dizertaéni prace je studium vlivu polymorfismu CYP2D6 a MDR1 na
farmakokinetiku a farmakodynamiku tramadolu u zdravych dobrovolnikl s vyuzitim
pupilometrického méfeni. Sekundarnim cilem je zhodnoceni vztahu uvedenych
polymorfismii na analgetickou uc€innost a nezddouci ucinky piritramidu u akutni

pooperacni bolesti.

3. METODIKA
Tato ¢ast popisuje struéné¢ metodiku pouzitou v dizerta¢ni praci, dalsi detaily jsou

uvedeny v piilozenych publikacich.

3. 1. Soubori dobrovolnikii a pacienta

Nasledujici fadky popisuji design studii a soubory zdravych dobrovolniki a pacientd.

3.1.1. Vliv genetické predispozice na farmakokinetické a farmakodynamické
parametry tramadolu u zdravych dobrovolniki — pilotni studie

Nasi pilotni studie se zucastnilo 21 zdravych neptibuznych dobrovolniki. Klinické
hodnoceni bylo realizovano po souhlasu Etické komise VFN v Praze a po podepsani
informovaného souhlasu. Dobry zdravotni stav byl potvrzen fyzikdlnim vySetfenim a

rutinnim laboratornim vySetfenim jater a ledvin. Mésic pfed vySetfenim neuzivali
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dobrovolnici zadné Iéky s vyjimkou Zen s dlouhodobou hormonélni antikoncepci. Do
souboru byli zafazeni pouze nekufaci s maximalni spotfebou alkoholu do 15g/den u Zen
a 30g/den u muzi. Dobrovolnikiim byl podan tramadol (Tramal Retard 100mg por. tbl.
Zentiva Praha a.s.) peroraln¢€. Lék byl podavan ve 150 ml vody v 8 hodin rano po
desetihodinovém la¢néni. Odbér krve byl provedenv 0., 2,5., 4., 8., 12. a 24. hodiné po
podani 1éku. Z krevnich vzorki byly pomoci kapalinové chromatografie stanoveny
koncentrace tramadolu a ODT a pomoci PCR — RFLP metody byl stanoven genotyp
CYP2D6 a MDR1 C3435T a G2677T/A.

3.1.2. Vliv genetické predispozice na farmakokinetické a farmakodynamické
parametry tramadolu u zdravych dobrovolniki — hlavni studie

Druhé¢ studie se celkem zucastnilo 69 zdravych neptibuznych dobrovolnikii (z toho 31
muzu a 38 zen). Klinické hodnoceni bylo realizovano po souhlasu Etické komise VFN
Vv Praze a po podepsani informovaného souhlasu. Tato studie byla provedena v souladu
s Helsinskou deklaraci. Primérny vék (£ SD) u dobrovolnikti byl 23,2 (+ 4,9) rokt a
body mass index (+ SD) byl 22,1 ( + 2,7) kg/m?. Dobry zdravotni stav byl potvrzen
fyzikalnim vySetfenim a rutinnim laboratornim vySetfenim jater a ledvin. Mésic pred
vySetfenim neuzivali dobrovolnici zadné Iéky s vyjimkou zen s dlouhodobou
hormonalni antikoncepci. Do souboru byli zafazeni pouze nekufaci s maximalni
spotfebou alkoholu do 15g/den u Zen a 30g/den u muzi. Subjekty s ocfnim
onemocnénim, které by branilo pupilometrickému vySetfeni, nebyli do studie zafazeni.
Dobrovolnikiim byl podan tramadol kapky (Tramal por. gtt. sol., Gruenenthal GmbH,
Aachen, SRN) peroralné ve standardni davce 0,7 mg/kg, primérna davka na jednotlivce
byla 48,2 mg. Lék byl podavan ve 150 ml vody v 8 hodin rano po desetihodinovém
la¢néni. Pupilometricka vySetfeni byla provedena pied podanim I¢ku a 2,5 hodiny po
jeho aplikaci. Bezprostfedné po druhém pupilometrickém méfeni byla dobrovolnikiim
odebrana krev a moc¢ na genetické vysetfeni a stanoveni koncentrace tramadolu a ODT.
V této casti studie jsou koncentrace tramadolu a ODT uvedeny v ng/ml. Pro pfevod na

jednotku mol Ize pouzit nasledny vzorec:

molarni hmotnost (i)

maol
: 100 |
mnoZstvi latky (g) (mol)

Molarni hmotnost tramadolu je 263 g/mol, ODT 249 g/mol.
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3. 1. 3. Posouzeni vyznamu opioidni analgezie v souc¢asné pooperacni 1écbhé
bolesti - pilotni klinicka studie

V Gvodni c¢asti této studie jsme hodnotili vliv prvniho aplikovaného analgetika na
prabéh 1é€by pooperacni bolesti (Adamek et al., 2010). Do této studie bylo zatfazeno
105 pacientt, u kterych byla indikovana plastika tiiselné kyly podle Lichtensteina, byli
operovani v roce 2009 v celkové anestezii. Do studie byli zafazeni pouze pacienti, ktefi
neuzivali nesteroidni analgetika nebo opioidy v uplynulém jednom tydnu pied
planovanym vykonem. Pro premedikaci byl pouzit diazepam peroralné. Celkova
anestezie byla provedena na zakladé kombinace propofolu a sufentanylu. Intenzita
pooperacni bolesti byla hodnocena pomoci VAS pted podanim 1€kt proti bolesti a
1 hodinu po jeho podani. Do studie byli zafazeni pouze pacienti s pocatecni intenzitou
bolesti vétsi nez 40 mm. Pooperacni bolest byla lécena podanim diklofenaku
(Dolmina 75 mg, inj., Sol. Zentiva, im) nebo piritramidu (Dipidolor 15 mg, inj., Sol,
Janssen-Cilag s. r. 0., i. m.). Od hodnoty ziskané¢ z VAS, jsme vypoditali ulevu od
bolesti (rozdil mezi hodnotou pfed poddnim a hodnota po uplynuti jedné hodiny po
podani) v absolutnich ¢islech i v procentech. Pacienti byli rozdéleni na ty, kterym byl
podan jako prvni piritramid a na druhou skupinu, které byl jako prvni podan diklofenak.
Samostatné¢ jsme hodnotili pacienty, ktefi byli bez bolesti jednu hodinu po prvni
aplikaci analgetika. ATC / DDD metodika byla pouzita k posouzeni spotieby 1é¢iv.

Udaje jsou prezentovany jako pramér + smérodatna odchylka.

3. 1. 4. Vliv genetické predispozice na farmakoterapeuticky efekt a vyskyt
neZadoucich ucinki u pacienti s akutni pooperacni bolesti - hlavni klinicka
studie

V dalsi fazi této studie jsme studovali vliv polymorfismu MDR1 G2677T/A na
pooperacni  bolest, kterd byla léena opioidnim analgetikem piritramidem
(Matouskova et al., 2011). Tato cast je doplnéna hodnocenim vlivu polymorfismu
CYP2D6 na farmakoterapii bolesti a vyskyt nezadoucich G¢inkl. Do prospektivni
studie bylo zahrnuto 56 pacientl s primarni hyperparatyre6zou, u kterych bylo
indikovano chirurgické odstranéni pfistitnych télisek. VSichni pacienti podepsali pred
operaci informovany souhlas. Studie byla schvalena mistni etickou komisi a byla

provedena v souladu s Helsinskou deklaraci. Mezi divody pro vylouceni ze studie
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patiily zavazné nemoci jater a ledvin, deprese, uzkosti, epilepsie, alergie na opioidy a
podani nesteroidnich analgetik nebo opioidl jeden tyden pied operaci. Odbér krve pro
izolaci DNA byl proveden béhem piedoperacniho biochemického vySetieni.

Vsichni pacienti podstoupili operaci v celkové anestezii na navozenou kombinaci
propofolu a sufentanylu. Pro premedikaci byl podan diazepam peroralné. Po navratu
z operacniho salu, byl podavan po celou dobu studie pouze piritramid
(Dipidolor 15 mg. Inj. Sol. Janssen-Cilag s. r. 0.). Analgetikum bylo podano
intramuskularné na vyzadani v davce 15 mg pro jednu aplikaci. Pacienti s pocate¢ni
bolesti mensi nez 40 mm nebyli zahrnuti do této studie. Intenzita bolesti byla hodnocena
pomoci VAS ato 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12 a 24 hodinu po operaci. Byly vypoc¢itany rozdily
mezi intenzitou bolesti pfed aplikaci analgetika a jednu hodinu po aplikaci. Tyto
hodnoty byly pouZity pro vypocet souctu rozdili intenzity bolesti (SPID), pro vypocet
maximalniho rozdilu v intenzité bolesti a dale byl vypocitan pocet respondentil s vice
nez 50% snizeni bolesti na VAS ve srovnani s vychozi hodnotou. Dale byl hodnocen

vyskyt nezadoucich G¢inkt (nauzea, bolest hlavy, zvraceni, sedace a zavrat¢).

3. 2. Geneticka vySetieni

Mezi pouZita geneticka vySetfeni jsme zahrnuli genotypizaci genu CYP2D6 a MDRI.

3.2.1. 1zolace DNA z krve

Vzorky periférni zilni krve byly odebrany do jednorazovych odbérnych zkumavek
s piidavkem K EDTA které byly zmraZzeny a uchovavany pii — 20°C do dalsiho
zpracovani. Izolace DNA probihala podle postupu kitu DNA — QIAmp Blood Mini
Kitu. Do oznacenych mikrozkumavek bylo postupné naneseno 20ul QIAGEN proteazy,
200ul krve a 200ul pufru AL. Obsah mikrozkumavek byl diikkladn€ promichdm na
vortexu a nasledné byl inkubovan ve vodni lazni po dobu 10 minut pfi 56°C. Po
ukonceni inkubace bylo ke smési piidano 200 pl 96 % vychlazeného ethanolu, nasledné
byl cely objem kratce zamichdn na vortexu, poté byl pipetou pienesen do plastové
soupravy QIAmp Minin Columm s filtrem a centrifugovan 1 minutu pii 8000 otackach
za minutu. Po piefiltrovani celého objemu byl filtr vlozen do nové spodni nadobky —
(Collection Tube), filtrat jiz dale nebyl pouzivan. Na filtr bylo naneseno 500 pl pufru
AWI a celd sestava byla centrifugovana pii 8000 otickdch za minutu po dobu

1 minuty. Opét byl filtr vloZen do nové mikrozkumavky a filtrat byl znehodnocen. Na
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filtr bylo naneseno 500 pl pufru AW2 a cely objem byl centrifugovan po dobu 6 minut
pti 14000 otackach za minutu. Do nové popsané mikrozkumavky byl vlozen filtr a na
n¢j bylo naneseno 200 pl pufru AE, celd smés se nechala po dobu 6 minut odstat pti
pokojové teploté. Mikrozkumavka s filtrem byla centrifugovana po dobu 1 minuty pfi
8000 otackdch za minutu, nyni byl znehodnocen filtr. Finalni DNA ve filtratu

v mikrozkumavce byla uschovana v lednici pfi - 4 °C.

3. 2. 2. Genotypizace CYP2D6

Genotypizace CYP2D6%*3, *4, *5 a *6 byla provedena pomoci PCR — RFLP analyzy
podle popsané metodiky (Buzkova et al., 2008). PCR reakce probihala v termocycleru
podle tohoto popisu: inicialni denaturace (94 °C, 2 minuty), nasledovalo 35 cykli
denaturace (94 °C, 20 sekund), navazani primert (57 °C, 70 sekund) a dokondeni (68
°C, 7 minut. Celé reakce probihala v reakéni smési obsahujici 100 ng genomické DNA,
0,240 mM primert (P100/P200), viz tabulka 3, 1 LA PCR buffer (Top-Bio s.r.o., Praha,
Ceska republika), 500 mM dNTPs (Fermentas, Litva), 1,7 mM MgCl, (Top-Bio sro
Praha, Ceské republika) a 1,5 jednotek LA polymerazy MIX (Top-Bio s.r.o., Praha,
Ceska republika). Nésledujici PCR reakce sestavala z nasledujictho programu: inicialni
denaturace ( 94 °C, 2 minuty), poté se opakovalo 25 cyklt — denaturace (94 °C, 30
sekund), annealing (60 °C, 40 sekund) a dokonceni (72 °C, 7 minut). Byla pouzita
reakéni smés obsahujici 1 pl zfedéného LA-PCR produktu z pfedchozi spoleéné
reakce, PCR pufr (Fermentas, Litva), 1,2 mM MgCl, ( Fermentas, Litva), 200mM
dNTPs (Fermentas, Litva), primery (P51/D2 pro CYP2D6 * 3 a P * 3/P2 pro CYP2D6 *
4 a* 6) a0, 75 jednotek Tag polymerazy (Fermentas, Litva). PCR produkty byly
inkubovany 12 hodin s BSA AI (New England Biolabs USA) pro CYP2D6 * Bst 3 nebo
NI (New England Biolabs USA) pro CYP2D6 * 4, * 6 pii teploté 37 °C a 60 °C, resp.
Vysledné fragmenty byly rozdéleny na 3 % agar6zovém Top vision gelu (Fermentas,
Litva), ten byl nasledné obarven ethidiumbromidem a detekovan pod UV lampou.
Pritomnost genu duplikace a CYP2D6 *5 byla identifikovdna pomoci primert
Cyp17/Cyp32 a P13/P24/P81, resp. Ostatni podminky byly totozné s vySe uvedenymi

podminkami. Fragmenty byly detekovany na 1% agar6zovém gelu.
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Tab. 3 Oligonukleotidové primery pro analyzu CYP 2D6 varianty alely 8-10

Oznaceni primeru Nukleotidova sekvence

P100 | 97 -GGC CTA CCC TGG GTA AGG GCC TGG AGC AGG A- 3¢

P200 | 5°-CTC AGC CTG AAC GTA CCC CTG TCT CAA ATC CG- 3¢

P*3 5¢-CCT GGG CAA GAA GTC GCT GGACCAG-3¢

P2 5¢-GAG ACT CCT CGG TCT CTC G -3¢

P51 5°-GCT GGG GCC TGAGAC TT-3°

D2 5¢-GGC TGG GTC CCA GGT CAT AC- 3¢

Cypl7 | 5 -TCC CCC ACT GAC CCA ACT CT-3°

Cyp32 | 5°-CAC GTG CAG GGC ACC TAG AT- 3¢

P13 5¢-ACC GGG CAC CTG TAC TCC TCA- 3¢

P24 5¢-GCA TGA GCT AAG GCA CCC AGA C3¢

P81 5°-CGT CTAGTG GGG AGA CAA AC-3°

3. 2. 3. Genotypizace MDR 1 (C3435T)

Genotypizace C3435T byla provedena pomoci PCR — RFLP analyzy (polymerazové
fetézové reakce a nasledna restrikce PCR produktii restrikénimi endonuklazami, podle
popsané metodiky (Pechandova et al., 2006). PCR reakce probihala v termocycleru
podle tohoto popisu: inicialni denaturace (94 °C, 2 minuty), nasledovalo 35 cykli
denaturace (94 °C, 20 sekund), annealing (60 °C, 120 sekund) a dokongeni ( 72 °C, 7
minut ). Byla pouzita reak¢éni smés obsahujici 2 ul DNA, PCR pufr ( Fermentas, Litva),
1,2 mM MgCl; ( Fermentas, Litva), 200mM dNTPs (Fermentas, Litva), primery MDR
— 11 a MDR - 12, nukleotidova sekvence je uvedena v tabulce 4, a 0, 75 jednotek Tag
polymerazy (Fermentas, Litva). PCR produkt byl inkubovan 12 hodin s Bsp 1431 (New
England Biolabs USA) ptfi teploté 37 °C. Vysledné fragmenty byly rozdéleny na 3, 5 %
agarozovém  Top vision gelu (Fermentas, Litva), ten byl nésledné¢ obarven

ethidiumbromidem a detekovan pod UV lampou.

Tab. 4 Oligonukleotidové primery pro analyzu C3435T

Oznaceni primeru Nukleotidova sekvence
MDR - 11 5-TGTTTTCAGCTGCTTGATGG — 3°
MDR —12 5‘— AAGGCATGTATGTTGGCCTC — 3¢
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3. 2. 4. Genotypizace MDR 1 (G2677T/A)

Genotypizace pro G2677T/A polymorfizmus v genu MDR1 byl proveden pomoci PCR
- RFLP analyzy, stejné jako genotypizace pro C3435T. Rozdilnd byla pouze doba
nasedani primerti (1 minuta pii 60 °C pro G2677T a 45 sekund pii 60 °C pro G2677A).

Nukleotidovou sekvenci popisuje tabulka 5.

Tab. 5 Oligonukleotidové primery pro analyzu G2677T/A

Oznaceni primeru Nukleotidova sekvence

MDR -9 5« TGCAGGCTATAGGTTCCAGG — 3¢
MDR - 10 5‘-GTTTGACTCACCTTCCCAG - 3°
MDR - 10A 5“TTTAGTTTGACTCACCTTCCC -3¢

3. 3. Chiralni stanoveni tramadolu a ODT

Separace a kvantifikace enantiomerd tramadolu a ODT byla provedena dvéma rtiznymi
analytickymi metodami, které na naSem pracovisti zavedl Ing. Luka$ Chytil, Ph.D.
(Chytil et al., 2009, 2010). K analyze v moci bylo pouzito chiralni GC-MS, zatimco
analyza v séru byla, vzhledem k niz§im koncentracim, provadéna pomoci citlivé LC-

MS/MS metody.

3. 3. 1. Chiralni stanoveni tramadolu a ODT v séru

Pro stanoveni koncentrace enantiomerti tramadolu a jeho primarniho metabolitu ODT
byla pouzita kapalinovd chromatografie standemovou hmotnostni detekci (LC-
MS/MS). Tramadol-(13) C, D (3) byl pouzit jako izotopoveé znaceny vnitini standard
pro kvantifikaci. Izolace stanovovanych latek spoc¢ivala v jednoduché extrakci na pevné
fazi. Separace byla provedena na chiralné selektivni kolon¢ (chiralni selektor: celuloza
modifikovand  chlorovanym metylkarbamatem), pfi izokratické eluci smési
hexanem/isopropanol/dietylamin (90:10:0.1, v / v / v) a pfi pratoku mobilni faze 1,3
ml/min. Detekce analytl byla provedena pomoci chemické ionizace za atmosférického
tlaku (APCI) s pozitivni ionizaci. VSechny analyty a vnitini standard byly snimany

v modu multiple reaction monitoring: m/z 264,2—58,2 pro tramadol, m/z 250,1—58,2
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pro ODT a m/z 264,2—58,2 pro vnitini standard. Kalibrace byla linedrni v rozsahu
1-800ng/ mlal-400 ng/ ml (R%0,999) pro oba enantiomery tramadolu a ODT.
Spravnost metody byla v rozsahu 94,2-109,1% pro vSechny analyty v celém rozsahu

kalibrace.

3. 3. 2. Chiralni stanoveni tramadolu a ODT v mo¢i

Pro stanoveni stereoselektivity tramadolu a jeho farmakologicky aktivniho metabolitu
I. faze, O-desmetyltramadolu, v lidské moci byla pouzita metoda plynové
chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS). Jako wvnitini standard byl pouzit
nefopam. Metoda zahrnovala jednoduchou extrakci na pevné fazi, ktera predchazela
chirdlni chromatografii na B cyklodextrinové chirdlni koloné¢ s hmotnostni detekci,
operujici v médu SIM (tramadol: m/z 263; 58, ODT: m/z 249; 58, a nefopam: m/z 179;
58). Kalibra¢ni kiivky byly linearni v koncentratnim rozmezi 0,1-20 mg/ml
(R? > 0,998). Spravnost metody byla v rozsahu 95,2-105,7% pro vsechny analyty

V celém rozsahu kalibrace.

3. 4. Metody hodnotici farmakodynamicky ucinek lékii
Farmakodynamicky G¢inek tramadolu jsme hodnotili pomoci pupilometrického méfeni,

farmakoterapeuticky ucinek piritramidu 1 dalSich analgetik pomoci VAS.

3. 4. 1. Pupilometrie

Infracervend pupilometrie byla provedena pomoci komeréné vyrobeného Pupilscanu
™ v zatemnéné, tiché a piiméfené temperované mistnosti. Pouze byly mirné otevieny
dvefe na chodbu, pro zajiSténi minimalniho mnoZstvi svétla v mistnosti (pfiblizné
3 luxy). Po pétiminutové adaptaci na tmu bylo provedeno pupilometrické vySetfeni
nejprve vpravo a bezprostfedné poté vlevo. Méteni probihalo vzdy pfed podanim a
2,5 hodiny po podani 1é¢iva. Méfili jsme statické a svételnym zableskem vyvolané
dynamické parametry. Mezi statické pupilometrické parametry se fadi inicialni pramér
zornice (INIT), méteny pred svételnym zableskem. K dynamickym pupilometrickym
parametrim, méfenym po dobu 3 sekund, patfi minimalni primér v pribéhu zornicové
reakce (MIN), kone¢ny primér zornic po redilataci (FINAL) a doba, za kterou doslo

k dosaZeni minimalniho priméru zornic (TTM — time to minimum). Dale byl vypocitan
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rozdil mezi hodnotou INIT a MIN (parametr RA — reflexni amplituda). Hodnocené

pupilometrické parametry a jejich rozméry jsou znadzornény na obrazku 2.

Obr. 2 Pupilometrické parametry. INIT — inicialni pupilometricky parametr, MIN —
minimalni pupilometricky parametr, FINAL — finalni pupilometricky parametr, RA —
reflexni amplituda, rozdil inicidlniho pupilometrického parametru a findlniho

pupilometricky parametr, TTM — time to minimum, ¢as k dosazeni minimalniho

parametru
6 " FINAL |6
g 57 |Svételny :5
E 4 |stimulus -
g ] C
l;‘ 47 C4
% TTM MIN B
- _ -
3- 3
1 I 1 T 1 I I | | 1 1 1 | O | I I I 7T 1 I I LI 1 1 1 1
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3.4.2.VAS

Metoda hodnoceni VAS jsem popsala v tvodni ¢asti dizertaéni prace.

3. 5. Statisticka analyza

Statistickd signifikance rozdil pupilometrickych parametri a hodnot koncentraci
tramadolu a ODT a jejich vzajemnych pomért rozdélenych podle piislusnosti
k jednotlivym fenotypovym skupinam, byla testovana Wilcoxonovym a Kruscal —
Wallisovym testem pro zavislé vybéry na 5 % hladin€ vyznamnosti a pomoci XZ — testu.
Interakéni vliv polymorfismu CYP2D6 a MDR1 C3435T popisuje parametr R?, ktery
byl ziskan pouzitim dvoucestné ANOVY.

SS
R2 - effect (%)
SSef‘fect + SSerror

SSefrect — Soucet Ctverct effektu od prameért skupin
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SSerror — Soucet ¢tverct odchylek od primeéri skupin

Rozdily hodnot pupilometrickych parametri naméienych pred podédnim a po podani

1é¢iva byly testovany pomoci parového neparametrického testu.

Spotieba analgetik a intenzita bolesti mezi jednotlivymi skupinami rozdélenych podle
polymorfismu CYP2D6 a MDRI1 byla hodnocena pomoci Mann-Whitney a
Wilcoxonova testu pro dvé zavislé proménné. Dale byl pouZit y° — test pro srovnani
poctu respondenttl a non-respondert. Rozdily byly povazovany za statisticky vyznamné

pii p <0,05.

4. VYSLEDKY

Nasledujici kapitola shrnuje vysledky z praci uvedenych v ptiloze.

4.1. Vliv genetické predispozice na farmakokinetické a
farmakodynamické parametry tramadolu u zdravych dobrovolniki —

pilotni studie

Prvni praci, kterd se zabyvala vlivem polymorfismu CYP2D6 a MDR1 C3435T na
farmakokinetiku tramadolu byla studie, které se ztc¢astnilo 21 dobrovolnik vybranych
z naSi databaze (Slanaf et al., 2007). Priméma (SD) Cyax koncentrace tramadolu byla
495,4 (91,1), 529,3 (161,7) a 600,2 (179,9) nmol / | v 3435CC, 3435CT a 3435TT
skupinach, resp. Odpovidajici hodnoty pro AUCp.24 Vv jednotlivych skupinach byly
7,393.9 (2,299.1), 7,710.1 (3,304.7), a 8,478.8 (3,771.0) nmol - h / 1. Rozdily vsak
nedosahly urovné statistické vyznamnosti. Podobny trend nebyl pozorovan u ODT.
Nejvétsi vliv. MDRI1 C3435T na koncentrace tramadolu a ODT byl pozorovan
u dobrovolnikt s fenotypem PM v ramci polymorfismu CYP2D6. U této skupiny
dobrovolnikii byl shledan signifikantni rozdil mezi skupinami 3435CC/CT a 3435TT
U Cmax tramadolu. Pramérna (SD) Cnax koncentrace tramadolu byla 631,4 (126,0) a
867,8 (6,0) nmol/l ve skupinach 3435CC/CT a 3435TT (p = 0,04), resp. Odpovidajici
hodnoty pro AUCy.24 Vv téchto skupinach byly 10266,7 (2514,5) a 14738,4 (2138,6)
nmol - h /1. (p = ns). Vliv polymorfismus G2677T/A na koncentrace tramadolu a ODT

nebyl prokazan.
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4.2. Vliv genetické predispozice na farmakokinetické a
farmakodynamické parametry tramadolu u zdravych dobrovolniki —

hlavni studie

DalSim krokem nasi prace bylo studium vlivu polymorfismu CYP2D6 a MDR1 C3435T

na koncentraci tramadolu a ODT v séru a v moéi.

4. 2. 1. Vliv polymorfismu genu CYP2D6
Tato kapitola je rozdélena na 2 podkapitoly, které hodnoti vliv polymorfismu genu

CYP2D6 na koncentraci tramadolu a ODT v séru a v mo¢i.

4.2.1.1. Vliv polymorfismu CYP2D6 na koncentraci tramadolu a ODT v séru

U skupiny dobrovolnikii s fenotypem EM byla primérna hladina tramadolu (SD) 2,5
hodiny po podani tramadolu 99,77 (29,47), u IM 130,01 (24,67) a u PM 174,40 (22,42)
ng/ml. Primérné hladiny ODT (SD) byly u skupiny dobrovolnikd s fenotypem EM
21,49 (6,65), u IM 16,18 (7,00) a u PM 6,64 (2,58). Tabulka 6 popisuje jednotlivé
koncentrace [+]-T, [-]-T, [+]-ODT, [-]-ODT a nasledné poméry mezi tramadolem a
ODT v zavislosti na fenotypu jedince. Rozdily mezi skupinami rozdélenych podle
polymorfismu CYP2D6 byly signifikantni u vSech hodnot koncentraci i jejich
vzajemnych pomé&ru.

Vysoce statisticky vyznamné se tento polymorfismus projevil u metabolického poméru
[+]-ODT/[+]-T (p = 1,8 *10®) a dale pak u poméru souétd [+]-ODT+[-]-ODT a
[+]-T+[-]-T (p = 4,1*10°).
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Tab. 6 Vliv polymorfismu CYP2D6 na koncentrace tramadolu a ODT v séru (pramér = SD) 2,5 hodiny po podani

EM (n=32) IM  (n=27) PM (n=6) p R’

ng/ml ng/ml ng/mi
[+]-T 51,20 + 15,10 69,36 + 13,31 88,32 + 11,59 p<0,01 41,8%
[]-T 46,47 + 14,28 46,47 + 14,28 81,48 + 12,79 p<0,01 42,1%
[+]-ODT 10,23 +3,17 731 +3,61 2,33+ 0,63 p<0,01 35,7%
[-]-ODT 10,23 + 3,68 8,30 + 3,24 4,61 +1,92 p<0,01 25,6%
[+]-ODT/[+]-T 0,21 +0,10 0,11+0,05 0,02 +£0,01 p<0,01 38,9%
[-]-ODT/[-]-T 0,25+ 0,12 0,14+ 0,06 0,05+ 0,03 p<0,01 33,1%
[+]-ODT+[-]-ODT 21,46 + 6,65 16,18 + 7,00 6,64 +2,58 p<0,01 31,7%
[+]-T+[-]-T 99,77 + 29,47 130,01 + 24,67 174,40 + 22,42 p<0,01 42,5%
[+]-ODT+[-]-ODT/ 0,23 +0,11 0,12+ 0,05 0,03 £0,01 p <0,01 36,2%
[+]-T+[-]-T

R?— procentualni podil hodnot vysvétlenych efektem polymorfismu, ziskany pouzitim dvoucestné ANOVY.

p — signifikantni rozdil mezi slupinami EM, IM a PM.

38




4. 2. 1. 2. Vliv polymorfismu CYP2D6 na koncentraci tramadolu a ODT v mo¢i

U skupiny dobrovolniki s fenotypem EM byla primérna hladina tramadolu (SD) 5,58
(4,89), u IM 10,99 (11,63) a u PM 5,44 (3,68) ng/ml. Primérné hladiny ODT (SD) byly
u skupiny dobrovolnikt s fenotypem EM 7,45 (5,73), u IM 5,30 (3,26) a u PM 0,69
(0,52) ng/ml. Tabulka 7 popisuje jednotlivé koncentrace [+]-T, [-]-T, [+]-ODT, [-]-ODT
a nasledné poméry mezi tramadolem a ODT Vv zavislosti na fenotypu jedince.

Rozdily mezi skupinami rozdélenych podle polymorfismu CYP2D6 byly signifikantni
u vetsiny hodnot koncentraci 1 jejich vzajemnych pomérti. Vysoce statisticky vyznamné

se tento polymorfismus projevil u soudtu [+]-ODT + [-]-ODT (p = 0,5*10'®).
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Tab. 7 Vliv polymorfismu CYP2D6 na koncentrace tramadolu a ODT ze sbéru moce (pramér + SD) za 2,5 hodiny po podani

EM  (n=32) IM  (n=27) PM  (n=6) p R’

ng/ml ng/ml ng/ml
[+]-T 2,91 +2,53 5,81 + 6,30 2,74+ 1,76 ns 9,8%
[-]-T 2,66+ 2,35 5,17+5,33 2,68 + 1,91 ns 9,6%
[+]-ODT 3,04 +£2,34 2,01 £ 1,31 0,14+ 0,23 p<0,01 18,1%
[-]-ODT 4,40 + 3,40 3,28 £2,05 0,54+ 0,32 p<0,01 14,4%
[+]-ODT/[+]-T 1,51 £1,53 0,65+ 0,91 0,09 £0,18 p<0,01 14,9%
[-]-ODT/[-]-T 221 +1,95 1,01 £0,93 0,28 + 0,33 p<0,01 18,2%
[+]-ODT+[-]-ODT 7,45+5,72 5,03 + 3,26 0,69 + 0,51 p<0,01 16,1%
[+]-T+[-]-T 5,57 +4,88 10,99 + 11,63 5,43 +3,67 ns 9,7%
[+]-ODT+[-]-ODT/ 1,85+ 1,75 0,82+ 0,90 0,18 £0,25 p<0,01 16,8%
[+H-T+[]-T

R? —procentualni podil hodnot vysvétlenych efektem polymorfismu, ziskany pouzitim dvoucestné ANOVY.

p — signifikantni rozdil mezi slupinami EM, IM a PM.
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4. 2. 2. Vliv polymorfismu genu MDR1
Tato kapitola je rozdélena na 2 podkapitoly, které hodnoti vliv polymorfismu genu

MDR1 na koncentraci tramadolu a ODT v séru a v mo¢i.

4.2.2.1. Vliv polymorfismu MDR na koncentraci tramadolu a ODT v séru

U skupiny dobrovolnikl s genotypem 3435CC byla primérna hladina tramadolu (SD)
121,04 (34,39), u skupiny 3435CT/TT 118,81(35,55) ng/ml. Primérné hladiny ODT
(SD) byly u skupiny dobrovolnikti s genotypem 3435CC 20,14 (9,16), u skupiny
3435CT/TT 36,38 (50,66) ng/ml. Nebyl zde shledan signifikantni rozdil ani
u koncentraci tramadolu a ODT ani u zadného z jejich vzajemnych poméra. Tabulka 8

popisuje jednotlivé hodnoty koncentraci tramadolu a ODT a jejich vzajemnych pomért.

Tab. 8 Vliv polymorfismu MDR1 na koncentraci tramadolu a ODT v séru

(primér = SD) 2,5 hodiny po podani

3435CC 3435CT/TT p R?

(n=12) (n=53)

ng/ml ng/ml
[+]-T 60,38 + 7,68 63,39 + 18,77 ns 0,0%
[[1-T 54,98 £16,58 |58,10+17,21 ns 0,1%
[+]-ODT 9,40 + 4,39 7,30 + 3,88 ns 2,1%
[-]-ODT 10,23 £4,32 8,11=+3,82 ns 1,5%
[+]-ODT/[+]-T 0,15+ 0,06 0,15+0,10 ns 0,0%
[-]-ODT/[-]-T 0,18 £ 0,06 0,18+0,12 ns 0,0%
[+]-ODT+[-]-ODT 20,14+9,16 | 17,39 + 7,50 ns 1,9%
[+]-T+[-]-T 121,04 £ 34,39 | 118,81 +£35,55 ns 0,1%
[+]-ODT+ 0,17 £0,06 0,17 0,11 ns 0,0%
[-]-ODT/
[+]-T+[-]-T

R? — procentualni podil hodnot vysvétlenych efektem polymorfismu, ziskany

pouzitim dvoucestné ANOVY.

p — signifikantni rozdil mezi slupinami 3435CC a 3435CT/TT
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4. 2. 2. 2. Vliv polymorfismu MDR na koncentraci tramadolu a ODT v mo¢i

U skupiny dobrovolnikt s genotypem 3435CC byla primérna hladina tramadolu (SD)
8,76 (7,33), u skupiny 3435CT/TT 7,60 (8,98) ng/ml. Primérmné hladiny ODT (SD)
byly u skupiny dobrovolnika s genotypem 3435CC 8,89 (9,16), u skupiny 3435CT/TT
5,27 (4,33) ng/ml. Mezi hodnotami koncentraci tramadolu a ODT v mo¢i a jejich
vzajemnych poméri rozdélenych na skupiny s genotypem 3435CC a 3435CT/TT byl
shledan signifikantni rozdil u koncentrace [+]-ODT (p =0,023), [-]-ODT (p =0,018) a u
souc¢tu [+]-ODT+[-]-ODT (p =0,016). Tabulka 9 popisuje jednotlivé hodnoty
koncentraci tramadolu a ODT a jejich vzajemnych poméri. Vysoce statisticky

vyznamn¢ se tento polymorfismus projevil u souctu [+]-ODT + [-]-ODT (p =0,016).

Tab. 9 Vliv polymorfismu MDR1 na koncentraci tramadolu a ODT ze sbéru moce

(pramér + SD) 2,5 hodiny po podani

3435CC 3435CT/TT p R’

(n=12) (n=53)

ng/ml ng/ml
[+]-T 4,56 + 3,75 4,00 £ 4,85 ns 0,2%
[[]-T 4,20 +3,58 3,59+4,12 ns 0,3%
[+]-ODT 3,56 +2,72 2,07+ 1,74 p =0,023 8,3%
[-]-ODT 532+ 3,65 3,19 +2,62 p =0,018 8,0%
[+]-ODT/[+]- 0,17 +1,30 0,99 + 1,33 ns 0,3%
T
[-]-ODT/[-]- 1,79+ 1,29 1,48 1,71 ns 0,5%
T
[+]-ODT+|[- 8,88 £ 6,35 526 £4,32 p =0,016 8,3%
]-ODT
[+]-T+[-]-T 8,76 = 7,32 7,59 + 8,97 ns 0,3%
[+]-ODT+ 1,46 + 1,26 1,23 + 1,55 ns 0,4%
[-]-ODT/
[+]-T+[]-T

R? — procentualni podil hodnot vysvétlenych efektem polymorfismu, ziskany

pouzitim dvoucestné ANOVY.

p — signifikantni rozdil mezi slupinami 3435CC a 3435CT/TT
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4. 2. 3. Interakéni vliv polymorfismu geni CYP2D6 a MDR1 C3435T na
koncentrace tramadolu a ODT v séru a mo¢i

Interakéni vliv polymorfismu gent CYP2D6 a MDRI1 C3435T na koncentrace
tramadolu a ODT v séru a moc¢i byl hodnocen pomoci rozdéleni na skupiny EM
3435CC, EM 3435CT/TT, IM3435CC, IM 3435CT/TT a PM3435CT/TT a pomoci
dvoucestn¢ ANOVY.

4. 2. 3. 1. Interakéni vliv p¥i rozdéleni na skupiny EM 3435CC, EM 3435CT/TT,
IM 3435CC, IM 3435CT/TT a PM 3435CT/TT na koncentrace tramadolu a ODT
v séru a moci

Dalsim nasim krokem bylo rozdéleni hodnot koncentraci tramadolu a ODT v séru a
moci do péti skupin podle interakéniho vlivu polymorfismi CYP2D6 a MDR1 C3435T
na skupiny EM 3435CC, EM 3435CT/TT, IM3435CC, IM 3435CT/TT a
PM3435CT/TT. Primérné hodnoty koncentraci tramadolu a ODT v jednotlivych
skupinéach shrnuji tabulky 10 a 11, stastatistické hodnoceni této analyzy shrnuje tabulka
12. Abychom eliminovali skute¢nost, Ze kombinace PM3435CC v naSem souboru neni
zastoupena, experimentdlné jsme porovnali skupiny dobrovolnikii rozdélénych podle
polymorfismu CYP2D6, vyloucenim skupiny PM3435CT/TT. Zde byly prokdzany
signifikantni rozdily u koncentraci tramadolu v séru a u ODT V séru i mo¢i. Déle jsme
experimentalné vyloucili skupinu PM3435CT/TT a porovnali zbyvajici dobrovolniky
podle polymorfismu MDRI1 rozdélenych na skupinu s genotypem 3435CC a skupinou
3435CT/TT. Zde ovsem stejn¢ jako bez vylouceni skupiny PM3435CT/TT byl prokéazan
signifikantni rozdil pouze u koncentrace ODT v mo¢i, primérna koncentrace (SD) 8,76

(7,33) a 7,88 (9,44) ng/ml, ve skupinach 3435CC a 3435CT/TT (p = 0,04).

43



Tab. 10 Pramémé hodnoty koncentraci tramadolu a ODT v jednotlivych skupinach v séru (priimér + SD) 2,5 hodiny po podani

EM EM IM IM PM

3435CC 3435CT/TT 3435CC 3435CT/TT 3435CTI/TT

(n=6) (n=26) (n=16) (n=19) (n=6)

ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
[+]-T 55,56+ 21,10 51,45 + 14,08 70,75+ 11,17 68,07 + 14,28 90,36 + 11,17
[-]-T 50,63 + 18,41 46,83 + 13,69 65,13 + 11,75 60,26 + 11,60 84,03+ 11,90
[+]-ODT 10,54 £ 5,92 10,37 £ 2,26 8,90 + 3,20 7,28 + 3,85 2,26 +0,6
[-[]-ODT 11,16 £ 5,89 11,03+ 3,17 9,67 + 3,26 8,21+ 3,48 4,38+1,99
[+]-ODT/[+]-T 0,19 + 0,06 0,22+0,10 0,12 +£0,02 0,11+ 0,06 0,02+ 0,00
[-]-ODT/[-]-T 0,22 +£0,07 0,25+0,13 0,14 + 0,03 0,14 + 0,06 0,05+ 0,03
[+]-ODT+[-]-ODT 21,71+11,79 | 21,41+520 18,58 + 6,31 1549+ 7,18 6,64+ 2,58
[+]-T+[-]-T 106,20 + 39,48 | 98,28 + 27,44 135,88 £+ 22,68 | 128,34 + 25,48 174,40 + 22,4
[+]-ODT+[-]-ODT/[+]-T+[-]-T 0,20 + 0,07 0,23+ 0,11 0,13 % 0,02 0,12 + 0,06 0,03+ 0,01

Tab. 11 Primérné hodnoty koncentraci tramadolu a ODT v jednotlivych skupinach ze sbéru moce (pramér = SD) 2,5 hodiny po podani

EM EM IM IM PM

3435CC 3435CT/TT 3435CC 3435CT/TT 3435CT/TT

(n=6) (n =26) (n=6) (n=19) (n=6)

ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml
[+]-T 4,84 +410 2,46 + 1,87 4,28 + 3,73 6,25+ 6,88 2,74+1,76
[-]-T 4,39+391 2,26+ 1,70 4,01+ 3,57 5,50+ 5,77 2,68 +1,91
[+]-ODT 4,52 + 3,58 2,69+1,89 259+111 1,84 +31,33 0,14+ 0,23
[-]-ODT 6,67 = 4,84 3,88 +2,86 3,96 +1,22 3,09+2,22 0,54+0,32
[+]-ODT/[+]-T 0,96 + 0,59 1,64 = 1,66 1,37+1,81 0,44 + 0,27 0,09 +0,18
[[]-ODT/[-]-T 1,67+ 0,97 234+2,11 1,01+ 1,64 0,75 + 0,37 0,28 + 0,33
[+]-ODT+[-]-ODT 11,20+ 8,42 6,58 +£4,72 6,56 + 2,23 4,94 + 3,46 0,69+0,51
[+]-T+[-]-T 9,23+ 8,02 473+ 3,57 8,29+ 7,29 11,76 + 12,64 5,43+ 3,67
[+]-ODT+[-]-ODT/[+]-T+[-]-T 1,29+ 0,76 1,98 = 1,89 1,62 = 1,69 0,59 + 0,30 0,18 % 0,25
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Tab. 12 Statistické hodnoceni vlivu polymorfismtt CYP2D6 a MDR1 na koncentrace

tramadolu, ODT a jejich vzajemnych poméri 2,5 hodiny po podani v séru a moci

Vliv interakce Vliv interakce
polymorfismu polymorfismu
v séru ve shéru moce
p Y
[+]-T p<0,01 ns
[-]-T p< 0,01 ns
[+]-ODT p<0,01 p<0,01
[-]-ODT p<0,01 p<0,01
[+]-ODT/[+]-T p<0,01 p <0,01
[-]-ODT/[-]-T p<0,01 p<0,01
[+]-ODT+[-]-ODT p<0,01 p<0,01
[+]-T+[-]-T p<0,01 ns
[+]-ODT+[-]-ODT/ [+]-T+[-]-T p<0,01 p<0,01

p - signifikantni rozdil mezi skupinami EM 3435CC, EM 3435CT/TT, IM3435CC, IM
3435CT/TT a PM3435CT/TT

4. 2. 3. 2. Interakéni vliv na koncentrace tramadolu a ODT v séru a moc¢i hodnocen
pomoci dvoucestné ANOVY

Nasledujicim krokem této casti dizerta¢ni prace byla analyza samostatného ucinku
polymorfismu CYP2D6 a MDRIC3435T a analyza interaktivniho uc¢inku obou
polymorfisma na koncentrace tramadolu a ODT a jejich vzajemnych poméru v séru a
moc¢i. K tomuto zhodnoceni byla pouzita dvoucestnd ANOVA, vysledky shrnuje

tabulka 13.
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Tab. 13 Statistické hodnoceni interak¢éniho vlivu polymorfismia CYP2D6 a MDR1
polymorfismid CYP2D6, MDR1 a jejich interakce na koncentrace tramadolu, ODT a

jejich vzajemnych poméri 2,5 hodiny po podani v séru a moci

Vliv interakce Vliv interakce
polymorfismu polymorfismu
v séru ve shéru moce
R R
[+]-T 42,3% 13,1%
[-I-T 43,1% 12,8%
[+]-ODT 36,9% 25,3%
[-]-ODT 26,6% 22,0%
[+]-ODT/[+]-T 39,6% 20,5%
[-]-ODT/[-]-T 33,8% 23,1%
[+]-ODT+[-]-ODT 32,9% 23,7%
[+]-T+[-]-T 43,3% 13,0%
[+]-ODT+[-]-ODT/[+]-T+[-]-T 36,9% 22,0%

R?— procentualni podil hodnot vysvétlenych efektem polymorfismu, ziskany pouzitim

dvoucestné ANOVY

Hodnoceni vlivu polymorfismu geni CYP2D6 a MDR1 C3435T na koncentraci
tramadolu , ODT a jejich vzajemnych poméri Vv séru a moci pomoci dvoucestné
ANOVY umoznilo rozdéleni nasich dat do ti skupin. V prvni skuping jsou koncentrace
[+]-ODT, koncentrace [-]-ODT a soucet koncentraci [+]-ODT+[-]-ODT v moci, zde
byl prokézan vyssi vliv polymorfismu CYP2D6, presto je vliv polymorfismu MDRI1
C3435T pritomen a findlni efekt a signifikantni rozdily mezi hodnotami téchto
parametrtl tento polymorfismus posiluje. Ve druhé skupiné jsou koncentrace tramadolu
a ODT v séru, zde byl prokazan pouze vliv polymorfismu CYP2D6, vliv polymorfismu
MDRI1 C3435T je prakticky nepfitomen. Ve tfeti skupiné jsou koncentrace [+]- T,
[-]- T, poméry [+]-ODT/ [+]-T, [-]-ODT/ [-]-T, [+]-ODT+ [-]-ODT/ [+]-T+[-]-T a

soudet [+]- T + [-]- T v mog&i, zde bohuzel hodnoty R? maji pouze nizky vyznam.
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4. 2. 4. Vliv polymorfismi geni CYP2D6 a MDR1 C3435T na zménu
pupilometrickych parametri po podani tramadolu
Na tomto misté je popsan vliv polymorfismt geni CYP2D6 a MDR1 C3435T na zménu

farmakodynamickych parametrti tramadolu

4.2.4.1. Pupilometrické parametry

V posledni ¢asti této studie jsme se zaméfili na vybér optimalniho pupilometrického
parametru a jeho zmén po podani tramadolu (Matouskova et al., 2010). V reakci zornice
po podani tramadolu jsme pozorovali znacné interindividudlni rozdily. Variabilitu

celého souboru jsme analyzovali u parametru INIT pomoci box blot grafu na obrazku 3.

Obr. 3 Analyza rozdilt inicialniho pupilometrického parametru pted podanim a po
podani tramadolu (kladné hodnoty popisuji miru miotické reakce, zaporné

hodnoty popisuji miru mydriatické reakce)

6,8 —_
4,8 —
2,8 -

I
1,2 |
-3,2 -
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Témeétr u jedné tretiny vySetfovanych nedosSlo po podani tramadolu k miotické
reakci, byla pozorovana mydridza. Naopak u jedné ctvrtiny dobrovolnik byla
miotickd reakce tramadolu nad hornim kvartilem. Zmétené hodnoty se odlisuji od
normalniho rozdéleni; standardizovana Sikmost 5, 2 a Spicatost 9, 1. Tabulka 14
zobrazuje pupilometrické parametry pied a po podani tramadolu.
K signifikantnimu poklesu doslu u hodnot INIT a FINAL na obou ocich a
u hodnoty MIN na oku levém. Zmény ostatnich dynamickych parametri
s vyjimkou parametr TTM pravého oka nejsou statisticky vyznamné. Pri
porovnani diferenci méfenych parametrii obou oc¢i jsme stastisticky vyznamné

rozdily neprokazali.

Tab. 14 Pupilometrické parametry pied a po podani tramadolu, (pramér + SD)

Parametr Pied Po Rozdil p*
pravé oko (n = 60)

INIT (mm) 7,81+1,34 7,32+1,16 0,49 = 1,46 p<0,01

MIN (mm) 590 = 1,32 5,58+ 1,26 032+136 ns

FINAL(mm) | 7,34 +1,22 6,98 +1,15 0,36 +1,29 p<0,01

RA (mm) 1,77 £ 0,56 1,79 £ 0,58) -0,02 + 0,64 ns

TTM (ms) 0,79 +0,10 0,76 £0,11 0,03+0,10 p<0,01
levé oko (n = 60)

INIT (mm) 7,22 +0,86) 6,81 +1,17) 0,41 +0,84) p<0,01

MIN (mm) 5,29 +£0,88) 4,93 +1,14) 0,36 +0,88) p<0,01

FINAL 6,90 + 0,80) 6,49 +1,09) 0,41 +0,82) p<0,01

(mm)

RA (mm) 1,97 £ 0,63) 1,89 + 0,46) 0,08 +0,59) ns

TTM (ms) 0,76 = 0,07) 0,77 £ 0,07) -0,01+0,78) ns

* Wilcoxonuv test pro zavislé vybéry, ns - nesignifikantni , INIT — pocatecni

prumér , MIN — minimalni prameér, FINAL — koneény primér, RA — reflexni

amplituda, TTM — doba dosazeni minimalniho priméru
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4. 2. 4. 2. Vliv polymorfismu CYP2D6 na zménu pupilometrickych parametra

Dale jsme studovali vliv polymorfismu CYP2D6 na variabilitu statickych i
dynamickych pupilometrickych parametrti po podani tramadolu
(Matouskova et al., 2011). Zatimco u dobrovolnika s fenotypem PM byla pozorovana
pfevazné mydriaticka reakce, u dobrovolnika s fenotypem EM byla rizné intenzivni
mi6za (y° = 15, 58; p = 0, 0004). Statistické hodnoceni pupilometrickych parametrt
souhrné¢ uvadi tabulka 15. Podani tramadolu jedincim s fenotypem EM vyvolalo
signifikantni pokles jak parametru INIT tak i dynamickych pupilometrickych parametr
s vyjimkou parametru RA a CV. Rozdily parametru INIT signifikantné¢ korelovali
s parametry MIN (r = 0, 84) a FINAL (r = 0, 88) zméfenymi po stimulaci zornice
svételnym zéableskem. Obrazek 4 zndzornuje signifikantni rozdily velikosti inicidlniho

priaméru zornice pted a po podani tramadolu v zavislosti na fenotypu jedince.

Tab. 15 Vliv polymorfismu CYP2D6 na rozdil pupilometricky parametrii po podani

tramadolu, (primér + SD)

Pupilometrické | EM IM PM p
parametry (n=34) (n=29) (n=6)

INIT (mm) 0,81+1,25 -0,02 +1,14° 0,04+0,04"° [p<0,01
MIN (mm) 0,69+0,78 0,02 £ 0,73 -0,67 £ 0,98° p<0,01
FINAL (mm) | 0,65=+0,77 0,24 + 0,59 -0,73+0,90°° | p<0,01
RA (mm) 0,08 + 0,55 -0,08 + 0,40 0,46 +1,15 ns

CV (mm/ms) -1,16 + 8,9 0,93+4,21 -1,62 £10,04 ns
TTM () 0,22 +1,04 0,06 + 0,29 0,08 +0,07°¢ p<0,01

Udaje jsou prezentovany jako rozdily pied a po podani tramadolu  INIT-inicialni
parametr (po svételném zablesku). MIN-minimalni parametr FINAL-finalni parametr
RA-reflexni amplituda. CV- konstrikéni rychlost, TTM- doba k dosazeni minimalniho
parametru

a Signifikantni rozdil mezi skupinami EM a IM p < 0.05

b Signifikantni rozdil mezi skupinami IM a PM p < 0.05

¢ Signifikantni rozdil mezi skupinami EM a PM p < 0.05
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Obr. 4 Histogram rozdilt inicialnich parametrti v zavislosti na fenotypu CYP2D6,

kladné hodnoty popisuji miru miotické reakce, zaporné hodnoty popisuji miru

mydriatické reakce

Pocet dobrovolniki
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4.2. 4. 3. Vliv polymorfismu MDR1 na zménu pupilometrickych parametri
DalSim cilem na$i prace bylo zhodnoceni vlivu polymorfismu MDR1 C3435T
(exon 26) na zornicovou reakci i jednotlivé pupilometrické parametry. Statistické

hodnoceni vSech pupilometrickych parametra souhrné uvadi tabulka 16.

Tab. 16 Vliv polymorfismu MDR1 C3435T na pupilometrické parametry po

podani tramadolu, (pramér = SD)

Pupilometrické 3435CC 3435CT/TT p
parametry (n=12) (n=153)

INIT (mm) 0,82+0,81 0,32 +1,28 0,026
MIN (mm) 0,89 £ 1,07 0,21 +1,40 ns
FINAL 0,79+ 0,81 0,33+1,34 ns
(mm)

RA (mm) 0,38 £1,06 0,06 + 0,48 ns
CV (mm/ms) 0,69+ 0,48 -0,21 £ 0,57 ns
TTM (5) 0,04 £0,08 0,03+0,10 ns

Udaje jsou prezentovany jako rozdily pted a po podani tramadolu, INIT-inicialni
parametr (po svételném zablesku), MIN-minimalni parametr, FINAL-finalni parametr,
RA-reflexni amplituda, CV- konstrikéni rychlost, TTM- doba k dosazeni minimalniho
parametru. Pfi podrobn¢jsi analyze jsme hodnotili vzijemny pomér mezi miotickou a
mydriatickou reakci v zavislosti na genotypu @ MDR1 C3435T. Ve skupiné
dobrovolnikii s genotypem CC byla mydridza pozorovéna u 2 z 12 (17%), ve skupiné
CT/TT u 20 z 53 (38%). Ve skuping s variantni alelou je tedy vyssi vyskyt mydriatické
reakce, signifikantni rozdil od skupiny s genotypem CC ovSem nebyl prokazan. Tuto

skute¢nost zndzornuje obrazek 5.
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Obr. 5 Histogram rozdilti inicidlnich parametrii v zavislosti na fenotypu MDR1,
kladné¢ hodnoty popisuji miru miotické reakce, zdporné hodnoty popisuji miru

mydriatické reakce

12 -
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4. 2. 4. 4. Interakéni vliv polymorfismii geni CYP2D6 a MDR1 C3435T na zménu
pupilometrickych parametri

V této Casti dizerta¢ni prace jsme studovali vliv genu MDR1 C3435T a CYP2D6 na
zménu statickych a dynamickych parametri zornicové reakce ovlivnénych podanim
tramadolu. Analyza obou genotypt u souboru dobrovolniki teoreticky umoznila vznik
Sesti kombinaci. V nasem souboru jsme zjistili zastoupeni skupin uvedenych v tabulce
17. V ptehledu jsou déale uvedeny primérmé hodnoty £ SD rozdili pocatecniho a
kone¢ného meéfeni. Nejvetsi zastoupeni subjektd bylo v kombinaci EM 3435CT/TT.
Kombinace PM 3435CC v naSem souboru neni zastoupena. Nejveétsi mioza byla
pozorovana u dobrovolnikt s fenotypem EM 3435CC, nejvétsi mydriatickou reakci
jsme pozorovali u skupiny dobrovolnikt s fenotypem IM 3435CT/TT. Ze statistického
hodnoceni vyplyvé signifikantni rozdil u statického parametru INIT a u dynamickych
veli¢in MIN a FINAL. U téchto parametri jsme pomoci Kruscal — Wallis testu
porovnali vzijemné rozdily kazdé skupiny se vSemi ostatnimi. Signifikantni rozdil

V poctu mydriatickych a miotickych reakci mezi témito péti skupinami nebyl prokazan.
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Tab. 17 Vliv genu CYP2D6 a MDR1 na rozdil hodnot pupilometrickych
parametri, (pramér £ SD)
INIT MIN FINAL RA (4Y) TT™M
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm/ms) (ms)
EM
3435CC
(n=6) 1,29+0,81 | 1,35+1,26 | 1,16+0,94 | -0,18£0,63 | -0,94+3,95 | 0,03 +0,07
EM
3435CT/TT
(n = 26) 0,70 £1,33 | 0,74+ 1,41 | 0,89+ 131 | -0,10+045 | -1,87+4,57 | 0,02+0,07
*
IM
3435CC 0,36+£0,52 | 042+0,65 | 0,43+0,47 | -0,58+1,41 | -0,43+5,85 | 0,04+0,10
(n=6) *
IM
3435CT/TT -0,08+ 1,24 | -0,29+1,32 | -0,19+1,22 | 0,18 +£0,48 | 1,41+3,64 | 0,02+0,13
(n=19) * * *
*%* **
PM
3435CT/TT 0,05+0,28 |-0,31+0,51 | -0,30+0,66 | 0,33+0,33 | 1,32+11,92 | 0,04 + 0,04
(n = 6) * * *
** **
Kruskal- 11,85 12, 54 16,12 4,82 6,67 3,22
Wallis test
p - value 0,019 0,014 0, 0029 ns ns ns

* - signifikantni k hodnoté skupiny EM 3435CC

** - signifikantni k hodnoté skupiny EM 3435CT/TT

4. 3. Opioidni analgezie v soucasné pooperacni 1é¢bé bolesti - pilotni

klinicka studie

U vSech pacientli zafazenych do nasi pilotni klinické prace byla operace provedena bez

vyrazngjSich komplikaci. Nepozorovali jsme zddné vyznamné rozdily mezi obéma

skupinami pacientti, tykajici se demografickych udaji, délky operace nebo trvani

anestezie, tabulka 18 shrnuje srovnani téchto udaju.
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Tab. 18 Zakladni charakteristika obou skupin pacientt, (pramér + SD)

Piritramid Diklofenak p - value
(n=43) (n=62)
VEk (roky) 52,16 + 13,05 55,61+ 12,19 ns
BMI (kg/m?) 25,51 + 3,07 27,17 + 5,09 ns
Pohlavi 33/10 56/6 ns
(muZi/Zeny)
Délka operace 51,09 £ 18,71 51,76 + 16,84 ns
(min)
Délka 74,88 + 24,26 75,65 + 20,52 ns
anestezie
(min)

Uleva od bolesti byla vyraznd zvySena u pacientdi, kterym byl podan piritramid,
jednu hodinu po podani piritramidu byla u 39,5% pacientd popsana uplna tleva od
bolesti, zatimco u pacienti kterym byl podan jako prvni diklofenak byla pozorovana
Uplna uleva od bolesti pouze u 19,4% pacientd (x’= 5,17, p = 0,02). Ve skuping
pacientll, u nichz byl poddvan jako prvni diklofenak, u 76% pacientti bylo tfeba dalsi
54% pacientl vyzadovalo dalsi podani 1€k proti bolesti (x> = 5,69, p = 0,02).
Z téchto 0dajl 1ze vyhodnotit, Ze ve skupin€ pacientl 1é€enych piritramidem, byl delsi
interval k podani dalSich analgetik, prabéh 1éCby pooperaéni bolesti popisuje
tabulka 19.

Tab. 19 Vliv analgetického efektu prvni davky na tlevu od bolesti, pocet aplikovanych

analgetik a délku hospitalizace, (primér = SD), ns — nesignifikantni

Piritramid Diklofenak p - value
(n=23) (n = 47)
Inicialni intenzita 475+ 1,03 4,39+0,49 ns
bolesti (VAS)
Uleva od bolesti 3,84+ 1,27 3,34+ 0,77 0,026
(VAS)
Uleva od bolesti (%) 81,40 + 19,90 76,53 + 14,92 0,030
Interval mezi prvni a | 458,04 + 181,93 348,15 + 258,98 0,010
druhou aplikaci
analgetik (min)
Pocet aplikovanych 1,7+0,88 2,7+1,74 0,015
injekei
Délka hospitalizace 1,09+ 0,81 1,45+ 0,95 0,026
(dny)
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Tabulka 20 shrnuje pocet nasledné aplikovanych injekci a dennich definovanych davek
u skupin nemocnych rozdélenych podle prvni podané davky (Adamek et al., 2010).
Pocet nasledné aplikovanych injekci byl nizsi u skupiny, kde byl jako prvni aplikovan
piritramid ve srovnani se skupinou, které byl podan diklofenak, nicméné statisticky
vyznamny rozdil byl nalezen pouze u skupiny s naslednou aplikaci piritramidu. Pocet
definovanych dennich davek (DDD) byl niz$i u skupiny s pocatecni aplikaci piritramidu
pfi srovnéni se skupinou, kde byl jako prvni podéan diklofenak. Statistickd vyznamnost

byla prokazana jen ve skupinach s aplikaci piritramidu, nebo diklofenaku.

Tab. 20 Pocet nasledné aplikovanych injekci a dennich definovanych davek (DDD),

(primér + SD), ns — nesignifikantni.

Piritramid Diklofenak p - value
(n=23) (n = 47)
Pocet injekci
Piritramid 1,00 + 0,000 1,706 £ 0,772 0,015
Diklofenak 1,20 £ 0,422 1,375+ 0,744 ns
Kombinace 2,75+ 0,463 3,955+ 1,703 ns
Pocet DDD

Piritramid 0,333 + 0,000 0,449 + 0,273 p<0,01
Diklofenak 0,858 + 0,362 0,927 + 0,329 0,024
Kombinace 1,364 + 0,252 1,795+ 0,720 ns

4. 4. Vliv genetické predispozice na farmakoterapeuticky efekt a vyskyt
nezadoucich ucéinki u pacienti s akutni pooperacni bolesti - hlavni
klinicka studie

Tato kapitola popisuje interakci polymorfismu CYP2D6 a MDR1 na

farmakoterapeuticky efekt a vyskyt nezddoucich Gc¢inkl u pacientli s akutni pooperacni

bolesti

4. 4. 1. Vliv polymorfismu CYP2D6 na farmakoterapeuticky efekt a vyskyt
nezadoucich u¢inki u pacienti s akutni pooperac¢ni bolesti

Pfi rozdé€leni pacient podle polymorfismu CYP2D6 vznikla skupina s fenotypem EM,
v které je 37 pacientl, skupina S fenotypem IM, v které je 15 pacientli a skupina

s fenotypem PM, v které jsou 4 pacienti. Skupina s fenotypem UM v nasem souboru
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nebyla zastoupena. Ve zkoumanych skupinach nebyly zjistény zadné zasadni
komplikace spojené s operaci. Demograficka charakteristika, stejné jako délka ¢i doba
trvdni anestezie se mezi genotypovymi skupinami vyznamné neliSila. Primérna
intenzita bolesti, hodnocend pomoci VAS do 24 hodin po operaci ve vsSech

fenotypovych skupindch je znazornéna v grafu (obrazek 6).

Obr. 6 Primérna intenzita bolesti v jednotlivych casovych intervalech u skupiny

pacientt s fenotypem EM (pferusovana cara), IM (teCkovana ¢ara) a PM (plna ¢ara)

70 A
60 T

50 T

VAS [mm]
8

30 T

20 T

0 t ' i t t — t
1 2 3 4 5 6 12 24
cas [hodiny]

*Signifikantni rozdil (p <0.05)

Vyrazngj$i pokles intenzity bolesti byl u skupiny s fenotypem EM. Hodnoty
se vyznamné 1i§i mezi skupinami 2. a 3. hodinu po operaci. U hodnot maximalniho
rozdilu bolesti a SPID byly shledany signifikantni rozdily, které jsou popsany

v tabulce 21.
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Tab. 21 Pooperacni bolest (VAS) a pocet injekci piritramidu ve skupinach
nemocnych podle polymorfismu CYP2D6, (primér £SD)

EM IM PM p - value
(n=37) (n =15) (n=4)
Inicialni
intenzita 57,02+1596 | 64,22+1594 |60,00+21,60 |ns
bolesti
(mm)
Maximalni
Eozdgl bolesti 26,75+1599 | 20,66+17,09 | 2500+50,00 |0,024
mm
SPID (mm) 185,52+ 93,51 | 140,71+84,71 | 3750+ 20,61 |p<0,01
Celkovy
poé_et 1,89 + 0,93 2,65+ 0,67 3,30+ 0,81 0,036
aplikovanych
injekei
piritramidu

Ve skupiné pacientt s fenotypem EM bylo 64% respondentd s vice nez 50% tlevou od
bolesti ve srovnani s vychozi hodnotou. Ve skupiné s fenotypem IM bylo 25%
respondentl a ve skupin¢ s fenotypem PM nebyl zadny pacient s tlevou vétsi nez
50%. (x> = 12, 61; p = 0,018). Navic celkova spotieba piritramidu, ktery byl aplikovan
nezadoucich ucinkli byl nejvyssi u skupiny dobrovolnikii s fenotypem PM, rozdil mezi

fenotypovymi skupinami vSak nebyl signifikantni.

4. 4. 2. Vliv polymorfismu MDR1 na farmakoterapeuticky efekt a vyskyt
nezadoucich ucinki u pacienti s akutni pooperac¢ni bolesti

Rozdélenim pacientli podle polymorfismu G2677T/A vznikla skupina 15 pacientl
s genotypem 2677GG a 41 pacientd s genotypem 2677GT/TT. V ramci polymorfismu
G2677A byli nalezeni pouze 3 pacienti s genotypem 2677GA a nebyl shledan zadny
pacient s genotypem 2677AA. Ztohoto divodu nebyl vliv tohoto polymorfismu
hodnocen. Ve zkoumanych skupinach nebyly zjiStény Zadné zasadni komplikace
spojené s operaci. Demografickd charakteristika, stejné¢ jako délka ¢i doba trvani
anestezie se mezi genotypovymi skupinami vyznamné neliSila. Primérna intenzita
bolesti po podani piritramidu, hodnocena pomoci VAS do 24 hodin po operaci v obou

genotypovych skupinach je znazornéna na grafu (obrazek 7).
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Obr. 7 Praimérna intenzita bolesti v jednotlivych ¢asovych intervalech u skupiny

pacientil s genotypem 2677GG  (pferuSovana Cara) a genotypem 2677TT a
2677GT (plna cara)

VAS [mm]

70 A

60 1

50T

30 +

20 T

10 A

1 2 3 4 5 6 12 24
¢as [hodiny]

*Signifikantni rozdil (p < 0.05)

Vyraznéjsi pokles intenzity bolesti byl 2677GG skupiny. Hodnoty se vyznamné lisi

mezi skupinami 5, 6 a 24 hodin po operaci. Maximalni rozdil bolesti a SPID byly

signifikantné vyssi u pacientl s genotypem 2677GG ve srovnani s nosi¢i variantni T

alely, srovnani obou skupin popisuje tabulka 22.
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Tab. 22 Pooperacni bolest ve skupinach rozdélenych podle polymorfismu MDR1,
(primér + SD)

2677GG 2677GTI/TT p - value
(n=15) (n=41)
Inicialni
intenzita ns
bolesti 54,00 + 13,50 60,90 + 17,00
(mm)
Maximalni
rozdil bolesti 30,60 + 24,90 19,50 +£ 2,55 0,023
(mm)
SPID (mm) 209,33 £ 95,80 147,07 + 91,38 0,027
Celkovy
ocCet <
[a)plikovan)"ch 1,67+0,72 2,37 +0,89 p<001
injekei
piritramidu

Ve skupiné pacientli s genotypem 2677GG bylo 80% respondentii s vice nez 50%
ulevou od bolesti ve srovndni s vychozi hodnotou, zatimco ve skupiné s variantni
T alelou bylo pouze 39% respondenti (x* =5, 83; p = 0,016). Navic celkova spotieba
piritramidu, ktery byl aplikovan na pozadani, byla niZ8i ve srovnani s pacienty nesouci
variantni alelu T (p = 0,008). Stejné tak bylo v homozygotni skupiné pacientt
signifikantné vice jedinci, vnimajicich Gspésnou 1écbu bolesti ve srovnani se skupinou
s variantni alelou 6 = 649; p = 0,0109).
Celkovy vyskyt nezddoucich u¢inkii byl pozorovan u 40% pacienti s genotypem
2677GG ve srovnani s 83% ve skupiné s genotypem 2677GT/TT (x> = 7,92, p = 0,005)
(Matouskova et al., 2011).
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5. DISKUZE

Vysledky nasi prace potvrzuji vliv nami studovanych polymorfismt na farmakokinetiku

i farmakodynamiku modelovych opioidu.

Nejvyraznéji se projevil vliv polymorfismu CYP2D6, ktery ovlivnil koncentrace
tramadolu i ODT. U dobrovolnikt s fenotypem PM jsme zjistili vysoké sérové
koncentrace mateiské latky a stopové koncentrace ODT ve srovnani s jedinci
s fenotypem EM. V moci se tento rozdil projevil pouze u koncentraci ODT.
Metabolicky pomér tramadolu a ODT mezi obéma fenotypy CYP2D6 byl signifikantné
ovlivnén vséru i vmoci. NaSe vysledky jsou v souladu snalezy dal$ich autort
(Pedersenem et al., 2005, Abdel — Rahman et al., 2002). V dalsi ¢asti nasi prace jsme
studovali vliv obou fenotypi na koncentrace stereoizomeri ODT. U jedinch
s fenotypem PM jsme na rozdil od fenotypu EM prokazali signifikantni rozdil mezi
koncentracemi stereoizomerit ODT v séru a moci. Toto pozorovani je v souladu
s praci T. P. Enggaarda et al., 2006 a svéd¢i o schopnosti stereoselektivni
biotransformace enzymu CYP2D6.

Nase pilotni studie o vlivu polymorfisimu MDR1  (Slanaf et al., 2007) na
farmakokinetiku tramadolu ukazala, Ze tramadol by mohl byt substratem
P—glykoproteinu, zvlasté¢ pak funkéniho polymorfismu C3435T. Byl shledan mirné
stoupajici trend u jedinct s fenotypem PM v koncentracich tramadolu v séru shodné
V souvislosti se stoupajim poctem T alel. Podobna tendence nebyla sledovana
u koncentraci ODT, coz nasvédCuje hypotéze o vlivu polymormofismu C3435T na
presystémovou eliminaci tramadolu, nikoli vSak o vlivu tohoto polymorfismu na

naslednou metabolickou pfeménu tramadolu.

Hodnoceni vlivu MDR1 C3435T na koncentraci tramadolu a ODT v séru pfi rozdéleni
dobrovolnikli na skupiny s genotypem 3435CC a 3435CT/TT odhalilo pouze malé
rozdily v koncentracich tramadolu i ODT, které nejsou statisticky vyznamné.
Skutecnost, ze jak ve skupiné 3435CC tak i ve skupiné 3435CT/TT je z hlediska
polymorfismu CYP2D6 shodné 50% dobrovolnikil s normalni funkci tohoto enzymu a
50% dobrovolnikii se snizenou funkci CYP2D6 naznacuje, Ze vliv polymorfismu
CYP2D6 je podstatné vétsi. Stejné tak koncentrace tramadolu v moci u obou skupin

rozdélenych podle polymorfismu MDRI1 byly téméf totozné. Pravdépodobné je to
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zpusobeno metabolickou pfeménou tramadolu vlivem enzymu CYP2D6 v obdobi pred
eliminaci. Vys§i koncentrace ODT vmo¢i u skupiny 3435CC nez u skupiny
3435CT/TT potvrzuje vyznamnou roli P-glykoproteinu v ochran¢ organismu a eliminaci

xenobiotik.

Interakéni vliv polymorfismu CYP2D6 a MDR1 jsme hodnotili rozdélenim koncentrace
tramadolu a ODT vséru a moCi na pét skupin EM 3435CC, EM 3435CT/TT,
IM3435CC, IM 3435CT/TT a PM3435CT/TT. Protoze skupina PM3435CC neni
Vv naSem souboru zastoupena, porovnali jsme mezi sebou skupiny EM3435CT/TT,
IM3435CT/TT a PM3435CT/TT a zpohledu MDR1 jsme porovnali mezi sebou
skupiny EM+IM 3435CC proti EM+IM 3435CT/TT. Pfi prvnim experimentu jsme opét
shledali pouze signifikantni rozdily u koncentraci tramadolu a ODT v séru a
u koncentrace ODT v mo¢i. I toto pozorovani potvrzuje vyznam vlivu CYP2D6 béhem
metabolismu tramadolu. Pfi druhém srovnani jsme nalezli signifikantni rozdil
Vv koncentracich ODT vmoc€i, coz opét potvrdilo vyznamnou roli exprese

P-glykoproteinu pii rendlni eliminaci tramadolu.

Pii teSeni otazky interakéniho vlivu byla pouzita dvoucestna ANOVA. Z vysledkl
vyplynulo, ze koncentrace ODT v moéi jsou ovlivnény pievazné polymorfismem
CYP2D6. Polymorfismus MDR1 C3435T ovliviiuje findlni efekt, jeho vliv na
signifikantni rozdily je additivni. Lze ptedpokladat, ze vliv polymorfismu MDRI1
se uplatituje az ve fazi po pfeméné tramadolu na ODT. Koncentrace tramadolu a ODT
Vséru jsou ovlivnény pouze polymorfismem CYP2D6, vliv MDRI1 je prakticky

nepiitomen.

Vliv polymorfismu na farmakodynamiku opioidli jsme studovali u dvou modelovych
situaci a to pomoci pupilometrického vysetieni u zdravych dobrovolnika a u nemocnych
s akutni pooperacni bolesti. Nejprve jsme hodnotili fadu statickych a dynamickych
pupilometrickych zmén s cilem vybéru optimalniho parametru vhodného pro detekci
studovanych  polymorfism. Nejlépe se nam osvédéil rozdil inicialniho
pupilometrického parametru pfed podanim a po podani tramadolu. Podobné jako
v predchozich studiich bylo potvrzeno, Ze vliv tramadolu na zornicovou reakci je
zavisly na polymorfismu CYP2D6. Ptekvapivé byl shledan vliv na tuto reakci i pfi
rozdéleni dobrovolnikli podle polymorfismu MDRI. Signifikantni rozdil mezi
skupinami dobrovolniki s genotypem 3435CT/TT a 3435CC pii téméf shodnych
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koncentracich tramadolu a ODT v séru doklada existenci 1 dalSich vlivii na zornicovou
reakci. Vliv polymorfismu MDRI1 na zornicovou reakci se projevil i pfi rozdéleni
dobrovolnikti s fenotypem EM. Ve skupiné EM3435CT/TT byla mioticka reakce
signifikantné¢ mensi nez ve skupiné EM3435CC. Interak¢ni vliv polymorfismu CYP2D6
a MDR1 na zornicovou reakci potvrdila i dvoucestna ANOVA. O vlivu koncentraci
tramadolu a ODT v séru vypovidaji 1 korelace mezi témito koncentracemi a rozdilu
inicidlniho pupilometrického parametru. Nejvétsi hodnoty jsou u koncentraci
pravoto¢ivého ODT v séru, kde jsme pozorovali korelace 0,42 u skupiny dobrovolniki
s fenotypem EM, 0,34 u fenotypu IM a 0,32 u fenotypu PM. Toto dokldda plsobeni
ODT na zornicovou reakci. Pfitomnost pravotocivého ODT ptisobi midézu. U jedinct
s fenotypem PM, u kterych je nizka az nulova koncentrace pravoto¢ivého ODT
se uplatiuje vliv tramadolu, a dochazi zde k mén¢ vyrazné midze az mydridze. Nejvyssi

koncentrace (+)-ODT u jedinct s fenotypem PM byla 3,21 ng/ml, coz je hodnota nizsi

cv v

Testovali jsme validitu miotické reakce po podani tramadolu pro geneticky potvrzenou
skupinu EM ve srovnani s PM. Midza, vyvolana p - u¢inkem aktivniho metabolitu
tramadolu, ma pro detekci EM pftiblizné 90% senzitivitu, coz znamend, Ze nezachyti
pfiblizn€ 10 % jedinct této skupiny. Test ma ale malou specificitu, pouze asi 67%, to
znamena niz§i citlivost na spravné odhaleni negativnich vysledki u pomalych
metabolizatorti. Obdobné jsme hodnotili vliv polymorfismu MDR1 a zjistili jsme
senzitivitu 83,3% pro detekci jedinct s genotypem 3435CC, specifita tohoto vySetieni je
37,8%.

Variabilitu u¢inku opioidii jsme hodnotili u stiedné tézké akutni pooperacni bolesti
u nemocnych operovanych na III. chirurgické klinice 1. LF UK a FN Motol. V pilotni
studii jsme analyzovali analgeticky efekt a nezadouci G¢inky nejcastéji pouzivanych
l1é¢iv, nesteroidniho analgetika diklofenaku a opioidniho analgetika piritramidu.
U pacientli, kterym byl jako prvni podan piritramid, doSlo k lepSimu analgetickému
ucinku a sniZeni nutnosti poddni naslednych dévek analgetik. NejCastéji pouzivana
nasledna terapie byla zaloZena na kombinaci diklofenaku a piritramidu, coZ je v souladu
s doporuc¢enim (Dhillon, 2010). V dalsim klinickém hodnoceni jsme studovali vliv
polymorfismu MDR1 a CYP2D6). Pacientim s genotypem 2677GG bylo v pribéhu
pooperacniho obdobi na jejich zddost podano mensi mnozstvi piritramidu, pfesto u nich

byla prokézéana vétsi tleva od inicidlni bolesti 1 vyssi souCet rozdilu intenzity bolesti a
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vice pacienti vnimajicich 1écbu bolesti pozitivné. Pramérné hodnoty rozdilu VAS po
dobu 24 hodin po operaci byla také niz$i ve srovnani s jedinci s variantni alely v genu.
Otazkou ziistava, zda tyto vysledky vznikly v disledku zvysené koncentrace piritramidu
v mist¢ ucinku. Niz§i spotieba piritramidu u pacienti s genotypem 2677GG
pravdépodobné vedla ke snizeni frekvence nezddoucich ucinkd ve srovnani s pacienty
s variantni alelou. U piritramidu nejsou zatim zndmy zadné konkrétni informace o jeho
uloze jako substratu P—glykoproteinu. AvSak u dalSich opioidl jako je napf. morfin,
loperamid nebo fentanyl bylo jiz tato substratova specifita prokazana (Fujita et al.,
2010). Nami zjistény vyrazné lepsi analgeticky ucinek u skupiny pacientti s fenotypem
EM v porovnani s pacienty s fenotypem PM potvrzuje vliv polymorfismu CYP2D6, je
v souladu s vysledky dalsich autort (Lotsch et al., 2009, Kleine-Brueggeney et al.,
2010, Leppert et al., 2011).

Celkovy vyskyt nezadoucich u¢inkl byl nejvyssi u skupiny pacientd s fenotypem PM,
signifikantni rozdil vSak nebyl prokézén. Pfi¢inou mize byt maly pocet pacientl

s fenotypem PM.

6. ZAVER

Interindividuélni variabilita opioidniho ucinku je ovlivnéna rozdily v koncentracich
tramadolu a jeho aktivniho metabolitu u dobrovolnika. Uplatiiuji se farmakogeneticky
podminéné rozdily v metabolismu vyvolané polymorfismem genu CYP2D6 a
modifikujici pisobeni efluxniho transportéru P-glykoproteinu pii vstiebani i eliminaci

1éCiva.

Nejvyznamnéj$i vysledky dokumentujici dominantni vliv polymorfismu CYP2D6 na

farmakokinetiku tramadolu Ize shrnout v t&chto bodech:

Polymorfismu CYP2D6 lze spolehlivé fenotypovat zejména z pomeéru koncentraci

pravotocivého ODT a pravoto¢ivého tramadolu v séru 2,5 hodiny po podani 1éCiva

Polymorfismu CYP2D6 Ize spolehlivé fenotypovat ze souctu koncentraci

pravotocivého a levoto¢ivého ODT ze sbéru moce za 2,5 hodiny po podani 1éCiva
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Polymorfismus MDR1 lze spolehlivé fenotypovat ze souctu koncentraci

pravotocivého a levoto¢ivého ODT ze sbéru moce za 2,5 hodiny po podani 1é¢iva

Vliv polymorfismu MDR1 ve vztahu k polymorfismu CYP2D6 na farmakokinetiku

tramadolu je minoritni a ma vliv pouze u dobrovolniki s fenotypem PM

Zmény velikosti pupily lze vyuzit jako bioindikator centralniho plsobeni tramadolu i

pro farmakokineticko-farmakodynamické studie:

Vliv polymorfismu CYP2D6 Ize spolehlivé fenotypovat na zakladé rozdilt
nasledujicich pupilometrickych parametri — INIT, MIN, FINALa TTM

Nejvyznamnéjsi parametr pro detekei jedinct s fenotypem EM byl parametr INIT

Vliv polymorfismu MDR Ize fenotypovat na zékladé rozdilu pupilometrického

parametru INIT

Polymorfismu MDR1 ma4 na vysledky pupilometrického méfeni additivni vliv

Koncentrace pravoto¢ivého ODT nejvyraznéji ovliviiuje velikost zornicové reakce
Variabilita piisobeni piritramidu u akutni poopera¢ni bolesti se projevila:

Lepsi analgetickym uc¢inkem u skupiny pacientii s fenotypem EM v porovnani

s pacienty s fenotypem IM a PM

Nesignifikantné zvySenym vyskytem nezddoucich ucinki u nemocnych

s fenotypem PM

Nemocni s genotypem 2677GG méli lepsi analgeticky u¢inek v porovnani

S pacienty s variantni alelou

Nemocni s genotypem 2677GG méli signifikantné niz§i vyskyt nezadoucich

ucinki v porovnani s pacienty s variantni alelou
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http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=Q21DBLGFcA7BAE6C78m&name=Matouskova%20O&ut=000244821400013&pos=4
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=Q21DBLGFcA7BAE6C78m&name=Idle%20JR&ut=000244821400013&pos=5
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&db_id=&SID=Q21DBLGFcA7BAE6C78m&name=Perlik%20F&ut=000244821400013&pos=6
http://apps.isiknowledge.com/full_record.do?product=WOS&search_mode=GeneralSearch&qid=3&SID=T1di932j6M64e2Lc9I5&page=1&doc=4

