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1. Abstrakt

Uvod: Cilem dizertaéni prace je studium vlivu polymorfismu CYP2D6 a MDRI na
farmakokinetiku a farmakodynamiku tramadolu u zdravych dobrovolnikd s vyuzitim
pupilometrického méfeni. Sekundarnim cilem je zhodnoceni vztahu uvedenych
polymorfismi na analgetickou ucinnost a nezddouci ulinky piritramidu u akutni

pooperacni bolesti.

Soubor a metody: Do dvou prospektivnich praci studujicich vliv genetické
predispozice na farmakokinetické a farmakodynamické parametry tramadolu jsme
zafadili celkem 90 zdravych dobrovolnikli. Do klinickych studii vénujicich se opioidni
analgezii a vlivu genetické predispozice na farmakoterapeuticky efekt a vyskyt
nezadoucich u¢inkd u pacient s akutni pooperacni bolesti jsme zahrnuli celkem 161
pacientil 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 méiéni a

vizualni analogové skaly.

Vysledky a zavér: Variabilita opioidniho uéinku 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 pravotocivého 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 lé¢iva. Oba polymorfismy lze také fenotypovat pupilometrickym méfenim.
Variabilitu analgetického uc¢inku opioidi a vyskyt nezddoucich u€inki u pacienti

s akutni pooperacni bolesti ovliviiuje polymorfismus genu CYP2D6 a MDRI1.

Klic¢ova slova: tramadol, pupilometrie, CYP2D6, MDRI1, piritramid, akutni pooperaéni

bolest, nezadouci ucinek, toxikologicka analyza



2. Abstract in English

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 MDRL1 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 MDRL1.

Key words: tramadol, pupilometry, CYP2D6, MDRL1, piritramide, acute postoperative
pain, side effects, toxicological analysis



3. Uvod

Dizertacni prace se prevazné opird o soubor praci uvedenych v piehledu publikaci.
Popisuje vliv genetické dispozice 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 enantiomerd tramadolu a jeho metabolitu
vséru a moci a posledni c¢ast hodnoti vliv genetického polymorfismu na
farmakodynamiku vybranych opioidnich analgetik a na jejich farmakoterapeutickou
ucinnost a vyskyt nezddoucich U€ink u pacienti s akutni pooperaéni bolesti.

Dtivodem pro provadeéni vyzkumu v této oblasti je skutecnost, Ze opioidy jsou pro svoji
vysokou analgetickou ucinnost velmi casto podavanym IéCivem. Tramadol je
predstavitelem tzv. atypickych opioidnich analgetik s afinitou k p-08- a
k-opiodnich receptort s vyssi afinitou k p-receptortim, pouziva se k 1é€bé stfedni az
sttedn¢ tézké bolesti. (Lincova et al., 2007). Piritramid mé analgetické Uc¢inky
srovnatelné s morfinem, ale plsobi déle. Vyznacuje se centrdlnim analgetickym
ucinkem. Klinickymi studiemi byl potvrzen rychly néastup t¢inku. Vyskyt nezadoucich
ucinkd je niz8i neZ u morfinu. Po intramuskuldrnim podani je dosaZeno vrcholové
plazmatické hladiny po 15 minutach. Optimalni terapeutickd ucinnost a riziko vzniku
nezadoucich G¢inkt je pro jednotlivé pacienty variabilni. Jednou z pfiCin této variability
je geneticka predispozice jedince ovlivitujici farmakokinetiku, analgeticky efekt 1
vyskyt nezddoucich uc¢inkd. Existuje nékolik kandidatnich gend, jejichZz polymorfismy
jsou divodem interindividudlni variability. Jednim z nich je CYP2D6, podilejici se na
metabolismu vétSiny opiodi. Cytochrom P450 se dé€li na rodiny (40% shoda sekvenci),
podrodiny (55% shoda) a na konkrétni enzymy. V lidském genomu se doposud podaftilo
identifikovat 64 genll pro ruzné izoformy CYP. AZ na vyjimky jsou vSechny
exprimovany prevazné v jatrech dale pak v tenkém stievé, plicich, mozku, ledvinach a
v kiizi. Exprimované produkty téchto gena - enzymy, predstavuji nejdillezitéjsi systém
I. faze biotranformace endo- (napf. steroidy, zluCové kyseliny, mastné kyseliny,
prostaglandiny, leukotrieny, biogenni aminy) ale pfedev§im exogennich latek. Tomu
odpovidé i znacné pievazujici exprese izoforem zapojenych do metabolizmu xenobiotik.
Vyse zminény tramadol je podavan ve formé dvou enantiomert tramadolu (+) - a
(-)-tramadol. Obé tyto formy tramadolu jsou metabolizovany piedevsim N- a

O-demetylaci a konjugaci O-demetylovanych produkti s kyselinou glukuronovou.
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Pouze O — desmethyltramadol (ODT) je farmakologicky aktivni. Enzym odpovédny za
O-demetylaci je CYP2D6, ktery vede k tvorbé (+)-ODT a (-)-ODT, tyto metabolity jsou
Z hlediska klinického vyznamu nejdilezitéjsi. Biotransformace tramadolu je proto
zavisla na fenotypu  CYP2D6. Sérové koncentrace (+)-ODT u pomalych
metabolizatorti ( PM) jsou velmi nizké, téméf nulové, coz je dusledek deficitni aktivity
CYP 2D6 u téchto jedinct. Koncentrace obou enantiomerti tramadolu, primérné plochy
pod kiivkami sérovych koncentraci i hodnoty pro peroralni clearance jsou signifikantné
vyssi 0 75% u jedinct s fenotypem PM nez u rychlych metabolizatora (fenotyp EM).
Naopak prumérné hodnoty AUC hodnoty (+)-ODT a (-)-ODT byly 4,33-a 0,89-krat
vy$$i u jedinca s fenotypem EM v porovnani s fenotypem PM. Signifikantni rozdil
v zavislosti na fenotypu CYP2D6 byl pozorovan i u koncentraci tramadolu a ODT
v moc¢i (Halling et al.). Nicméné opioidni 1é€ba s sebou miiZze nést celou fadu zavaznych
nezadoucich uc¢inki (LeStiansky et al., 2010). Negativni dopad funkéné nedostatecné
varianty CYP2D6 na analgeticky ucinek 1éku byl popsan v mnoha experimentalnich
modelech bolesti u zdravych dobrovolnikl (Poulsen et al., 1996), stejné tak u pacientt,
u nichZz bylo indikovdno poddni tramadolu (Stamer et al., 2003). Velmi nizka
analgetickd aktivita tramadolu u jedincl s fenotypem PM je zprosttedkovéana prtes
non-opioidni monoaminergni cesty. Polymorfismus CYP2D6 ovliviiuje 1 spotiebu
morfinu a kodeinu u pacientl s pomalym metabolismem (Kummer et al., 2011). Jiné
prace popisuji vliv tohoto polymorfismu na metabolismus opioidli a moZnost predikce
toxického ucinku (Johansson et al., 2011).

Pi1 vyuziti pupilometrie k uréeni fenotypu CYP2D6 po podani tramadolu byla
pozorovana vyrazné vyS$i miotickd reakce u pacientt 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 Slanaf et al., 2007.
U jedinct s fenotypem EM pozoroval trojnasobné vyssi pupilarni konstrikci nez
pozoroval rozSifeni zornic po podani tramadolu u jedincli s fenotypem PM (napf.
Nielsen et al., 2010). Pfedpokladé se, Ze ucinek tramadolu a ODT na pupilarni primér je
antagonisticky. Matefskd latka sama o sobé generuje mydriatickou reakci, zatimco
ODT vyvolava pupilarni konstrikci ptfes centralni stimulaci p-opioidnich receptorti

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



Dalsim z polymorfismii ovliviiujici farmakokinetiku opioidi je MDRI1 gen, kodujici
P-glykoprotein, ktery je zodpovédny za eliminaci mnoha 1¢kii a xenobiotik (Bultas,
2010). P—glykoprotein je efluxni transmembranova pumpa, ktera ma vyznamnou roli
v absorpci, distribuci a eliminaci fady 1é¢iv a je dalezitym obrannym mechanismem
pied vstupem xenobiotik do organismu. Molekularni mechanismus funkce
P—glykoproteinu, neni stale jesté¢ pfesné jasny, ackoli existuje fada teorii a modeld
0 funkci P—glykoproteinu. Pfenase¢ je strategicky situovan v epitelidlnich bunkach
organi podilejicich se na absorpci a distribuci latek, jako jsou enterocyty, bunky
hematoencefalické a testikularni bariéry a také v lokalizacich s Cist¢ exkrecni funkci
— V kanalikuldrni membrané hepatocyttli, na apikalni stran¢ epitelovych bunék zlucovych
kanalkd a renédlniho proximalniho tubulu. V genu MDR I je popisovan vysoky vyskyt
bodovych polymorfismt, neboli zdmén jedné baze na specifickém misté genu za jinou.
Bylo jich zaznamenéno vice nez 50. Polymorfismy byly popsdny na trovni DNA
Vv pozicich G2995A v exonu 24 (Hoffmeyer et al., 2000) nebo na pozici G2677T/A a
C3435T vexonu 21 a vexonu 26 (Penna et al., 2010). Individualni variabilita 1ékové
odpovédi a sloZitost metabolismu opioidit naznacuji, ze pfi¢inou by mohl byt 1 jiny
geneticky polymorfismus nez CYP2D6. Opiody jsou mimo jiné substratem
P-glykoproteinu a pravdépodobné polymorfismus genu MDRI1 pftispiva k jejich riznym
centralnim u¢inkim (Wandel et al., 2002). Vliv tohoto polymorfismu byl popsan jiz
diive vsouvislosti se zvySenou koncentraci morfinu v mozku mysi,
u nichZ byla funkce P—glykoproteinu inhibovana (Thompson et al., 2000). Dalsi prace
pozorovali vy$si koncentraci morfinu v krvi u pacienti s genotypem 3435TT (Klepstad
et al., 2005). Ve studii, které se zucastnilo 74 pacientli po operaci tlustého stfeva byl
pozorovan niz§i vyskyt neziddoucich uc¢inkd morfinu u pacientd s genotypem
2677GG-3435CC (Coulbault et al., 2006). Vysledky byly potvrzeny o dva roky pozdéji,
byl popsdn mensi vyskyt ospalosti, zmatenosti a halucinaci u pacientli 1é€enych
morfinem s genotypem 2677GG (Ross et al., 2008). Této studie se zucastnilo 228
onkologickych pacientll. Souvislost farmakokinetiky, biologické dostupnosti a nasledné
zjisténych rozdilt v ulevé od bolesti s polymorfismem genu MDRI1 pozorovali i jini
autofi (Campa et al.,, 2008). V ptipad¢ tramadolu poskytly klinické studie tadu
nejasnych a rozporuplnych vysledki tykajicich se znacné variability ve farmakokinetice
i farmakodynamice. | v tomto piipadé se predpoklada, Ze pii¢inou by vedle znamého
polymorfismu CYP2D6 mohl byt i polymorfismus MDR 1. Tento vliv byl popsan i
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vnasi studii (Slanatf et al., 2007), v které byl pozorovan mirné stoupajici trend

Vv koncentracich tramadolu v séru shodné v souvislosti se stoupajim poctem T alel.

4. Hypotézy a cile prace

Cilem dizertatni prace je studium vlivu polymorfismu CYP2D6 a MDRI1 na
farmakokinetiku a farmakodynamiku tramadolu u zdravych dobrovolnikii s vyuZzitim
pupilometrického méfeni. Sekunddrnim cilem je zhodnoceni vztahu uvedenych
polymorfismii na analgetickou uc€innost a nezddouci ucinky piritramidu u akutni
pooperacni bolesti.

Hypotéza 1: Polymorfismu CYP2D6 a MDRI lze spolehlivé fenotypovat z hodnot

koncentraci tramadolu a jeho metabolitu v séru a moci 2,5 hodiny po podani 1é¢iva.

Hypotéza 2: Polymorfismu CYP2D6 a MDRI1 lze spolehlivé fenotypovat z rozdilu

hodnot pupilometrickych parametrii pted a po podani 1éciva.

Hypotéza 3: Analgeticky Uc¢inek piritramidu a vyskyt nezadoucich u¢inkl u pacientl

s akutni pooperacni bolesti je modifikovan polymorfismem geni CYP2D6 a MDRI.

5. Soubor a metodika

Do dvou prospektivnich praci studujicich vliv genetické predispozice na
farmakokinetické a farmakodynamické parametry tramadolu jsme zatadili celkem 90
zdravych dobrovolnikd. Do klinickych studii vénujicich se opioidni analgezii a vlivu
genetické predispozice na farmakoterapeuticky efekt a vyskyt nezadoucich uc¢inka
u pacientll s akutni pooperacni bolesti jsme zahrnuli celkem 161 pacientdi s akutni
pooperacni bolesti. Studie byly realizovany po souhlasu Etické komise VFN v Praze
nebo Etické komise FN Motol a po podepsani informovanych souhlast. Byly provedeny

v souladu s Helsinskou deklaraci.

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

Pilotni studie se zucastnilo 21 zdravych neptibuznych dobrovolnikli. Dobry zdravotni
stav byl potvrzen fyzikalnim vySetfenim a rutinnim laboratornim vySetfenim jater a
ledvin. M¢ésic prfed vySetfenim neuZzivali dobrovolnici zddné 1éky. Do souboru byli

zafazeni pouze nekufaci s maximalni spotebou alkoholu do 15g/den u Zen a 30g/den u
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muzi. Dobrovolnikim byl podén tramadol (Tramal Retard 100mg por. tbl. Zentiva
Praha a.s.) peroralngé. Lék byl poddvan ve 150 ml vody v 8 hodin rdno po
desetihodinovém la¢néni. Odbér krve byl proveden v 0., 2,5., 4., 8., 12. a 24. hodin¢ po
podani Iéku. Z krevnich vzorkl byly pomoci kapalinové chromatografie stanoveny
koncentrace tramadolu a ODT a pomoci PCR — RFLP metody byl stanoven genotyp
CYP2D6 a MDR1 C3435T a G2677T/A.

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

Druh¢ studie se celkem ztcastnilo 69 zdravych neptibuznych dobrovolnikii. Primérny
vék (£ SD) u dobrovolnikt 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. M¢ésic pfed vySetfenim neuzivali dobrovolnici
zadné l1éky. Do souboru byli zatazeni pouze nekufdci s maximalni spotiebou alkoholu
do 15g/den u Zen a 30g/den u muzii. Subjekty s o€nim onemocnénim, které by branilo
pupilometrickému vySetieni, 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, primérnéa davka na jednotlivce
byla 48,2 mg. Lék byl podavan ve 150 ml vody v 8 hodin rano po desetihodinovém
lacnéni. Pupilometricka vySetfeni byla provedena pied podanim Iéku a 2,5 hodiny po
jeho aplikaci. Bezprostiedné po druhém pupilometrickém meéfeni byla dobrovolnikiim

odebrana krev a moc¢ na genetické vySetfeni a stanoveni koncentrace tramadolu a ODT.

5.3. Posouzeni vyznamu opioidni analgezie v sou¢asné pooperacni 1écbé bolesti -
pilotni klinicka studie

V Givodni cCasti této studie jsme hodnotili vliv prvniho aplikovaného analgetika na
prabéh 1é€by pooperacni bolesti (Adamek et al., 2010). Do této studie bylo zatazeno
105 pacientt, u kterych byla indikovana plastika tfiselné kyly podle Lichtensteina, byli
operovani v roce 2009 v celkové anestezii. Do studie byli zafazeni pouze pacienti, kteti
neuzivali nesteroidni analgetika nebo opioidy v uplynulém jednom tydnu pred
planovanym vykonem. Pro premedikaci byl pouzit diazepam perordlné. Celkova
anestezie byla provedena na zakladé¢ kombinace propofolu a sufentanylu. Intenzita

pooperacni bolesti byla hodnocena pomoci vizudlni analogové Skaly (VAS) pied
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podanim pied podanim a jednu hodinu po podani 1éku proti bolesti. Do studie byli
zafazeni pouze pacienti s pocatecni intenzitou bolesti VvEétSi nez 40 mm.
Pooperacéni 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 vypocitali ulevu od
bolesti (rozdil mezi hodnotou pfed podanim 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 prezentovéany jako primér + smérodatna odchylka.

5.4. Vliv genetické predispozice na farmakoterapeuticky efekt a vyskyt
nezadoucich Gcinki u pacienti s akutni pooperaéni bolesti - hlavni klinicka studie
V dal§i fazi této studie jsme studovali vliv polymorfismu MDR1 G2677T/A na
pooperacni  bolest, kterd byla léena opioidnim analgetikem piritramidem
(Matouskova et al.,, 2011). Tato ¢ast je doplnéna hodnocenim vlivu polymorfismu
CYP2D6 na farmakoterapii bolesti a vyskyt nezadoucich U¢inki. Do prospektivni
studie bylo zahrnuto 56 pacienti s primarni hyperparatyredzou, u kterych bylo
indikovéano chirurgické odstranéni pfistitnych télisek. Mezi divody pro vylouceni ze
studie patfily zdvazné nemoci jater a ledvin, deprese, Uzkosti, epilepsie, alergie na
opioidy a podani nesteroidnich analgetik nebo opioidli jeden tyden pied operaci.
VSichni pacienti podstoupili operaci v celkové anestezii na navozenou kombinaci
propofolu a sufentanylu. Pro premedikaci byl podan diazepam peroralné. Po navratu
z opera¢niho salu, byl podavan po celou dobu studie pouze piritramid
(Dipidolor 15 mg. Inj. Sol. Janssen-Cilag s. r. o.). Analgetikum bylo podano
intramuskuldrné na vyzadani v davce 15 mg pro jednu aplikaci. Pacienti s pocatecni
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 respondentl s vice
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nez 50% sniZeni bolesti na VAS ve srovndni s vychozi hodnotou. Daéle byl hodnocen

vyskyt nezaddoucich uc¢inki (nauzea, bolest hlavy, zvraceni, sedace a zavratg).

5.5. Metodika genetického vySetreni, chiralniho stanoveni tramadolu a ODT v séru
a moc¢i a hodnoceni farmakodynamického efektu 1éku

Izolace DNA probihala podle postupu kitu DNA — QIAmp Blood Mini Kitu pomoci QIAGEN
protézy a 96% vychlazené¢ho etanolu po odbéru vzorku periférni zilni krve. Genotypizace
CYP2D6 a MDR1 jsme stanovili pomoci PCR — RFLP analyzy, ke stanoveni koncentrace
tramadolu a jeho metabolitu jsme pouzili plynovou a kapalinovou chromatografii
(Chytil et. al., 2009). Farmakodynamicky efekt tramadolu jsme hodnotili pomoci
pupilometrického méfeni, zhodnot pupilometrickych parametric INIT (inicialni
pupilometricky parametr), MIN (minimalni pupilometricky parametr), FINAL (finalni
pupilometricky parametr), RA (reflexni amplituda), CV (konstrikéni rychlost) a TTM
(time to minimum) naméfenych pied a po podéani Iéku byly vypocteny rozdily, které
jsme dale statisticky hodnotili (Matouskova, et. al., 2010). Analgeticky efekt
piritramidu byl hodnocen pomoci VAS od 0 do 100mm (0 — Zadna bolest, 10 —

nesnesitelna nejhorsi bolest).

5. 6. Statisticka analyza

Statistickd signifikance rozdil pupilometrickych parametrii a hodnot koncentraci
tramadolu a ODT a jejich vzajemnych poméri rozd€lenych podle ptisluSnosti
kjednotlivym  fenotypovym  skupinam, byla testovana Wilcoxonovym a
Kruscal — Wallisovym testem pro zavislé vybéry na 5 % hladiné 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 ctvercil effektu od pramért skupin
SSerror — soucet ¢tvercl odchylek od priméra skupin
Rozdily hodnot pupilometrickych parametri namétenych pted poddnim a po podani

1é¢iva byly testovany pomoci parového neparametrického testu.
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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 respondentti a non-respondert. Rozdily byly povazovény za statisticky vyznamné

piip <0,05.

6. Vysledky

6.1. Vliv genetické predispozice na farmakokinetické a farmakodynamické

parametry tramadolu u zdravych dobrovolniku — pilotni studie

Prvni praci, kterd se zabyvala vlivem polymorfismu CYP2D6 a MDR1 C3435T na
farmakokinetiku tramadolu byla studie, které se zcastnilo 21 dobrovolnikil vybranych
z naSi databaze (Slanaf et al., 2007). Primérna (SD) Cnax 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 AUCg24 Vv jednotlivych skupiniach 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 dobrovolnikti s fenotypem PM v ramci polymorfismu CYP2D6. U této skupiny
dobrovolnikti 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.p4 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.

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

Rozdily mezi skupinami rozdé€lenych podle polymorfismu CYP2D6 byly v séru
signifikantni u vSech hodnot koncentraci i jejich vzdjemnych poméri.

Vysoce statisticky vyznamné se tento polymorfismus projevil u metabolického poméru
[+]-ODT/[+]-T (p = 1,8 *10®) a dale pak u poméru soulti [+]-ODT+[-]-ODT a
[+]-T+[-]-T (p = 4,1*10®). Tabulka 1 shrnuje primémé hodnoty koncentraci tramadolu,

ODT a vzajemnych pomért rozdélenych podle polymorfismu CYP2D6.
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Tab. 1 Koncentrace tramadolu a ODT v séru (pramér = SD) 2,5 hodiny po podani

EM (n=32) IM (n=27) PM (n=6)
ng/ml ng/ml ng/ml
[+]-T* 51,20 +£ 15,10 69,36 + 13,31 88,32+ 11,59
[[]-T* 46,47 + 14,28 46,47 + 14,28 81,48 + 12,79
[+]-ODT* 10,23 £ 3,17 7,31 +3,61 2,33+£0,63
[-]-ODT* 10,23 + 3,68 8,30 £ 3,24 4,61 +£1,92
[+]-ODT/ 0,21 +0,10 0,11 +£0,05 0,02 £ 0,01
[+]-T*
[[]-ODT/ [- 0,25+ 0,12 0,14 + 0,06 0,05 + 0,03
I-T*
[+]-ODT+ [- 21,46 £ 6,65 16,18 £ 7,00 6,64 £2,58
]-ODT*
[+]-T+[-]-T* 99,77 + 29,47 130,01 + 24,67 174,40 + 22,42
[+]-ODT+[ - 0,23 +0,11 0,12 +0,05 0,03 £0,01
]-ODT/
[+]-T+[]-T*

* signifikantni rozdil mezi slupinami EM, IM a PM

Tab. 2 Koncentrace tramadolu a ODT ze sbéru moc¢e (prumér £+ SD) 2,5 hodiny po podani

EM (n=32) IM (n=27) PM (n=6)
ng/ml ng/ml ng/ml
[+]-T 2,91+253 5,81 +6,30 2,74 +1,76
[-]-T 2,66 £ 2,35 5,17 +5,33 2,68 £1,91
[+]-ODT* 3,04 £2,34 2,01 +1,31 0,14 +0,23
[-[]-ODT* 4,40 + 3,40 3,28 +2,05 0,54 +0,32
[+]-ODT/[+]- 1,51 +£1,53 0,65+0,91 0,09+0,18
T*
[-]1-ODT/[-]- 2,21 £1,95 1,01 £0,93 0,28 +0,33
T-k
[+]-ODT+[-]- 7,45+ 5,72 5,03 +3,26 0,69 +0,51
oDT*
[+]-T+[-]-T 5,57 +£4,88 10,99 + 11,63 5,43 + 3,67
[+]-ODT+[-]- 1,85+ 1,75 0,82 +0,90 0,18 +0,25
OoDT/
[+]-T+[]-T*

* signifikantni rozdil mezi slupinami EM, IM a PM
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Rozdily mezi skupinami rozdélenych podle polymorfismu CYP2D6 byly v moci
signifikantni u vétsiny hodnot koncentraci i jejich vzajemnych poméri. Vysoce statisticky
vyznamné se tento polymorfismus projevil u souétu [+]-ODT + [-]-ODT (p = 0,5*10'®). Tabulka
2 shrnuje primérné hodnoty koncentraci tramadolu, ODT a vzajemnych poméra rozdélenych

podle polymorfismu CYP2D6.

Vliv polymorfismu MDR na koncentraci tramadolu a ODT v séru se prakticky
neprojevil, zatimco v mo¢i u skupiny dobrovolnikii s genotypem 3435CC byla
pramérnd hladina tramadolu (SD) 8,76 (7,33), u skupiny 3435CT/TT 7,60 (8,98) ng/ml.
Primérné hladiny ODT (SD) byly u skupiny dobrovolnikd s genotypem 3435CC 8,89
(9,16), u skupiny 3435CT/TT 5,27 (4,33) ng/ml. Mezi hodnotami koncentraci tramadolu
a ODT vmoci a jejich vzdjemnych 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 souctu [+]-ODT+[-]-ODT (p =0,016). Vysoce
statisticky vyznamné se tento polymorfismus projevil u souétu [+]-ODT + [-]-ODT
(p =0,016). Interakéni vliv polymorfismu CYP2D6 a MDRI hodnoceny pomoci
dvoucestné ANOVY se projevil u koncentraci ODT v moci, zde m4 polymorfismus
genu MDR1 modifikujici vliv na vyslednou koncentraci metabolitu.

Dale jsme studovali vliv polymorfismu CYP2D6 na variabilitu statickych 1
dynamickych pupilometrickych parametrl po podani tramadolu
(Matouskova et al., 2011). Zatimco u dobrovolnikll s fenotypem PM byla pozorovéna
prevazné mydriatickd reakce, u dobrovolnikd s fenotypem EM byla rizné intenzivni
midza (y° = 15, 58; p = 0, 0004). Podani tramadolu jedincéim s fenotypem EM vyvolalo
signifikantni pokles jak parametru INIT tak 1 dynamickych pupilometrickych parametrii
s vyjimkou parametru RA a CV, toto dokazuje vyznam pupilometrického vySetieni pro
stanoveni fenotypu genu CYP2D6. Obrazek 1 znazornuje signifikantni rozdily velikosti
inicidlniho priméru zornice pfed a po podani tramadolu v zévislosti na fenotypu

jedince.
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Obr. 1 Histogram rozdilii inicidlnich parametrti v zavislosti na fenotypu CYP2D6,
kladné hodnoty popisuji miru miotické reakce, zaporné hodnoty popisuji miru

mydriatické reakce
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Dal$im cilem naSi prace bylo zhodnoceni vlivu polymorfismu MDR1 C3435T

(exon 26) na zornicovou reakci i jednotlivé pupilometrické parametry. Tento
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polymorfismus se projevil u rozdilu hodnot parametru INIT, u jedinct s genotypem
3435CT/TT jsme pozorovali signifikantné¢ méné vyraznou miotickou reakei.

Pfi podrobngjsi analyze jsme hodnotili vzajemny pomér mezi miotickou a mydriatickou
reakci v zavislosti na genotypu MDR1 C3435T. Ve skupiné dobrovolnika s genotypem
CC byla mydriaza pozorovana u 2 z 12 (17%), ve skupiné CT/TT u 20 z 53 (38%). Ve
skupiné s variantni alelou je tedy vyS$$i vyskyt mydriatické reakce, signifikantni rozdil
od skupiny s genotypem CC ovSem nebyl prokazan. Statistickym hodnocenim pfi
pouziti dvoucestné ANOVY jsme pozorovali additivni vliv polymorfismu MDRI1 na

vysledky pupilometrického méteni.

6. 3. Opioidni analgezie v sou¢asné pooperacni 1é¢bé bolesti - pilotni klinicka studie
U vSech pacientl zatfazenych do nasi pilotni klinické prace byla operace provedena bez
vyrazngjSich komplikaci. Nepozorovali jsme Zadné¢ vyznamné rozdily mezi ob&ma
skupinami pacientii, tykajici se demografickych udaji, délky operace nebo trvani
anestezie. Uleva od bolesti byla vyrazné zvysena u pacientii, kterym byl jako prvni
podan piritramid, jednu hodinu po podani piritramidu byla u 39,5% pacientll popsana
uplna uleva od bolesti, zatimco u pacientll kterym byl podan jako prvni diklofenak byla
pozorovana Uplna tleva od bolesti pouze u 19,4% pacientti (y°= 5,17, p = 0,02). Ve
skupiné pacientl, u nichz byl podavén jako prvni diklofenak, u 76% pacienti bylo tieba
dal$i podavani 1€kt proti bolesti. Pokud byl jako prvni podavan jako prvni piritramid,
pouze 54% pacientti vyzadovalo dal$i podani 1ékii proti bolesti (¥* = 5,69, p = 0,02).
Z téchto udaji 1ze vyhodnotit, ze ve skupiné pacientl 1é€enych piritramidem, byl delsi
interval k podani dalSich analgetik. 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 niZsi
u skupiny s poc¢atecni aplikaci piritramidu pfi srovnani se skupinou, kde byl jako prvni
podan diklofenak. Statistickd vyznamnost byla prokazéana jen ve skupinach s naslednou
aplikaci piritramidu, nebo diklofenaku.

6.4. Vliv genetické predispozice na farmakoterapeuticky efekt a vyskyt
nezadoucich ucinki u pacienti s akutni pooperaéni bolesti - hlavni klinicka studie
Tato kapitola popisuje interakci polymorfismu CYP2D6 a MDR1 na
farmakoterapeuticky efekt a vyskyt nezadoucich ucinkl u pacientti s akutni pooperacni
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bolesti. Pii rozdéleni pacienti podle polymorfismu CYP2D6 vznikla skupina
s fenotypem EM, v které je 37 pacientd, skupina s fenotypem IM, v které je 15 pacientd,
s fenotypem PM jsou 4 pacienti. Skupina s fenotypem UM v nasem souboru nebyla
zastoupena. 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. Primérnd intenzita
bolesti, hodnocena pomoci VAS do 24 hodin po operaci ve vSech fenotypovych

skupinach je zndzornéna v grafu (obrazek 2).

Obr. 2 Primérnd intenzita bolesti v jednotlivych Casovych intervalech u skupiny

pacientil s fenotypem EM (pferusSovana ¢ara), IM (teCkovana cara) a PM (plna ¢ara)

70 A

50T

a T

VAS [mm]

30 T

20 T

0 t T t i ; t L | &
1 2 3 4 5 6 12
¢as [hodiny]

*Signifikantni rozdil (p <0.05)

Vyrazngj$i pokles intenzity bolesti byl u skupiny s fenotypem EM. Hodnoty
se vyznamné li§i mezi skupinami 2. a 3. hodinu po operaci. U hodnot SPID byly
shledany signifikantni rozdily, EM = 185,52 mm (£ 93,51), IM = 140,71 mm (+ 84,71),
PM = 37,50 mm (£ 20,61), p < 0,01. Podobné byl jedincim s fenotypem EM podan
signifikantné niz8i pocet injekci neZ jedinctim s fenotypem PM, 1,89 (+ 0,93) resp. 3,30

(+0,81), p < 0,01. Ve skupiné pacientti s fenotypem EM bylo 64% respondenti s vice
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nez 50% tlevou od bolesti ve srovnani s vychozi hodnotou. Ve skupiné s fenotypem
IM bylo 25% respondenti a ve skupin€ s fenotypem PM nebyl zadny pacient s tilevou
vétsi nez 50%. (¥ = 12, 61; p = 0,018). Celkovy vyskyt nezadoucich ¢inkli byl
nejvyssi u skupiny dobrovolniki s fenotypem PM, rozdil mezi fenotypovymi
skupinami vSak nebyl signifikantni. Rozd€lenim pacienti podle polymorfismu
G2677T/A vznikla skupina 15 pacientli s genotypem 2677GG a 41 pacientd
s genotypem 2677GT/TT. Vramci polymorfismu G2677A byli nalezeni pouze
3 pacienti s genotypem 2677GA a nebyl shledan zadny pacient s genotypem 2677AA.
Z tohoto divodu nebyl vliv tohoto polymorfismu hodnocen. Ve zkoumanych
skupinach nebyly zjistény zadné zasadni komplikace spojené s operaci. Demograficka
charakteristika, stejné jako délka ¢i doba trvani anestezie se mezi genotypovymi
skupinami vyznamné neliSila. Primérnd intenzita bolesti po podani piritramidu,
hodnocend pomoci VAS do 24 hodin po operaci v obou genotypovych skupinach je
znazornéna na grafu (obrazek 3). Vyraznéjsi pokles intenzity bolesti byl 2677GG
skupiny. Hodnoty se vyznamné 1iSi mezi skupinami 5, 6 a 24 hodin po operaci.
Maximalni rozdil bolesti a SPID byly signifikantn€ vy$$i u pacientll s genotypem
2677GG ve srovnani s nosici variantni T alely, 209,33mm (£ 95,80) resp. 147,07mm
(£ 91,38), p = 0,027. Navic celkova spotieba piritramid byla niz§i u jedinct
s genotypem 2677GG ve srovnani s pacienty nesouci variantni alelu T, 1,67 (£ 0,72)

resp. 2,37 (+ 0,89), p < 0,01.
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Obr. 3 Prumérna intenzita bolesti v jednotlivych Casovych intervalech u skupiny
pacientil s genotypem 2677GG  (pferuSovana cara) a genotypem 2677TT a 2677GT

(plna ¢éra)
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*Signifikantni rozdil (p < 0.05)

Ve skupiné pacientd s genotypem 2677GG bylo 80% respondent s vice nez 50%
ulevou od bolesti ve srovnani s vychozi hodnotou, zatimco ve skupiné s variantni
T alelou bylo pouze 39% respondentti (¥* = 5, 83; p = 0,016). Stejn& tak bylo
vV homozygotni skupin¢ pacientl signifikantn¢ vice jedinct, vnimajicich uspésnou 1écbu
bolesti ve srovndni se skupinou s variantni alelou (y* = 649; p = 0,0109).
Celkovy vyskyt nezadoucich uc¢inkli byl pozorovan u 40% pacienti s genotypem
2677GG ve srovnani s 83% ve skupiné s genotypem 2677GT/TT (y* = 7,92, p = 0,005)
(Matouskova et al., 2011).
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7. Diskuze

Vysledky nasi prace potvrzuji vliv ndmi studovanych polymorfismi na farmakokinetiku
i farmakodynamiku modelovych opioidii. Nejvyraznéji se projevil vliv polymorfismu
CYP2D6, ktery ovlivnil koncentrace tramadolu i ODT. U dobrovolnikd s fenotypem
PM jsme zjistili vysoké sérové koncentrace matetské latky a stopové koncentrace ODT
ve srovnani s jedinci s fenotypem EM. V moc¢i se tento rozdil projevil pouze u
koncentraci ODT. Metabolicky pomér tramadolu a ODT mezi obéma fenotypy
CYP2D6 byl signifikantné ovlivnén v séru 1 v moc¢i. Nase vysledky jsou v souladu
S nalezy dalSich autorii (Pedersenem et al., 2005, Abdel — Rahman et al., 2002). V dalsi
¢asti nasi prace jsme studovali vliv obou fenotypii na koncentrace stereoizomerit ODT.
U jedinct 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 sv&d¢i o schopnosti stereoselektivni
biotransformace enzymu CYP2D6. Nase pilotni studie o vlivu polymorfismu MDR1
(Slanaf et al., 2007) na farmakokinetiku tramadolu ukézala, 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. Podobné tendence nebyla sledovana
u koncentraci ODT, coz nasvédCuje hypotéze o vlivu polymormofismu C3435T na
presystémovou eliminaci tramadolu, nikoli vS8ak o vlivu tohoto polymorfismu na
naslednou metabolickou pfeménu tramadolu. Hodnoceni vlivu MDR1 C3435T na
koncentraci tramadolu a ODT vséru pifi rozdéleni dobrovolniki na skupiny
s genotypem 3435CC a 3435CT/TT odhalilo pouze malé rozdily v koncentracich
tramadolu 1 ODT, které nejsou statisticky vyznamné. SkuteCnost, Ze jak ve skupiné
3435CC tak i ve skupin€ 3435CT/TT je z hlediska polymorfismu CYP2D6 shodné 50%
dobrovolnikli s normalni funkci tohoto enzymu a 50% dobrovolnikd se snizenou funkci
CYP2D6 naznacuje, Ze vliv polymorfismu CYP2D6 je podstatné vétsi. Stejné tak
koncentrace tramadolu v moci u obou skupin rozdélenych podle polymorfismu MDR1
byly témé&f totozné. Pravdépodobné je to zpltisobeno metabolickou pfeménou tramadolu
vlivem enzymu CYP2D6 v obdobi pied eliminaci. Vyssi koncentrace ODT v moci u
skupiny 3435CC nez u skupiny 3435CT/TT potvrzuje vyznamnou roli P-glykoproteinu

V ochran¢ organismu a eliminaci xenobiotik.
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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
V 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 vséru 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 v moc€i, coz opét potvrdilo vyznamnou roli exprese

P-glykoproteinu pfi renalni eliminaci tramadolu.

Pfi feSeni otdzky interakéniho vlivu byla pouzita dvoucestnda ANOVA. Z vysledkl
vyplynulo, Ze koncentrace ODT v moc¢i jsou ovlivnény pievazné polymorfismem
CYP2D6. Polymorfismus MDR1 C3435T ovliviiuje findlni efekt, jeho vliv na
signifikantni rozdily je additivni. Lze pfedpokléddat, ze vliv polymorfismu MDRI1
se uplatituje az ve fazi po premén¢ tramadolu na ODT. Koncentrace tramadolu a ODT
Vséru jsou ovlivnény pouze polymorfismem CYP2D6, vliv MDRI1 je prakticky

nepritomen.

Vliv polymorfismu na farmakodynamiku opioidi jsme studovali u dvou modelovych
situaci a to pomoci pupilometrického vysetieni u zdravych dobrovolnikd 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  polymorfismii. Nejlépe se ndm osvéd¢il rozdil inicidlniho
pupilometrického parametru pfed podanim a po podéni tramadolu. Podobné jako
v ptedchozich studiich bylo potvrzeno, Ze vliv tramadolu na zornicovou reakci je
zavisly na polymorfismu CYP2D6. Piekvapivé byl shledan vliv na tuto reakei 1 pfi
rozdéleni dobrovolnikli podle polymorfismu MDRI. Signifikantni rozdil mezi
skupinami dobrovolnikii s genotypem 3435CT/TT a 3435CC pii témét shodnych
koncentracich tramadolu a ODT v séru doklada existenci 1 dalSich vlivii na zornicovou
reakci. VIiv polymorfismu MDRI na zornicovou reakci se projevil 1 pii rozdéleni
dobrovolnikli s fenotypem EM. Ve skupiné EM3435CT/TT byla miotickd reakce
signifikantn¢ mensi nez ve skupiné¢ EM3435CC. Interak¢eni vliv polymorfismu CYP2D6
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a MDR1 na zornicovou reakci potvrdila i dvoucestnd 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 dobrovolnikt
s fenotypem EM, 0,34 u fenotypu IM a 0,32 u fenotypu PM. Toto dokldda plsobeni
ODT na zornicovou reakci. Pfitomnost pravotocivého ODT ptlisobi midézu. U jedinct
s fenotypem PM, u kterych je nizka az nulova koncentrace pravoto¢ivého ODT
se uplatnuje vliv tramadolu, a dochazi zde k mén¢ vyrazné midze az mydriaze. 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 - ucinkem aktivniho metabolitu
tramadolu, ma pro detekci EM pftiblizn€ 90% senzitivitu, coZ znamend, zZe nezachyti
ptiblizné 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 MDRI1 a zjistili jsme
senzitivitu 83,3% pro detekci jedinct s genotypem 3435CC, specifita tohoto vySetieni je
37,8%.

Variabilitu ucinku opioidli jsme hodnotili u stfedné t€Zké 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 ucinky nejcastéji pouzivanych
l1é¢iv, nesteroidniho analgetika diklofenaku a opioidniho analgetika piritramidu.
U pacientli, kterym byl jako prvni podan piritramid, doslo k lepS§imu analgetickému
ucinku a sniZeni nutnosti podani néaslednych déavek analgetik. NejCastéji pouzivana
nasledna terapie byla zaloZena na kombinaci diklofenaku a piritramidu, coZ je v souladu
s doporuc¢enim (Dhillon, 2010). V dal§im klinickém hodnoceni jsme studovali vliv
polymorfismu MDR1 a CYP2D6). Pacientim s genotypem 2677GG bylo v pribéhu
pooperacniho obdobi na jejich zadost podano mensi mnozstvi piritramidu, pfesto u nich
byla prokéazéana vétsi ileva od inicidlni bolesti 1 vyssi soucet rozdilu intenzity bolesti a
vice pacientll vnimajicich 1é¢bu bolesti pozitivné. Primérné hodnoty rozdilu VAS po
dobu 24 hodin po operaci byla také nizsi ve srovnani s jedinci s variantni alely v genu.

Otazkou zistava, zda tyto vysledky vznikly v disledku zvySené koncentrace piritramidu
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v mist¢ ucinku. Niz§i spotieba piritramidu u pacienti s genotypem 2677GG
pravdépodobné vedla ke snizeni frekvence nezadoucich G¢inkd 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 opioidi 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 pacientli s fenotypem
EM v porovnani s pacienty s fenotypem PM potvrzuje vliv polymorfismu CYP2DG6, je
v souladu s vysledky dalSich autort (Loétsch 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 prokézan. Pfi¢inou miize byt maly pocet pacienti

s fenotypem PM.

8. Zavér

Interindividudlni variabilita opioidniho u¢inku 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 piisobeni efluxniho transportéru P-glykoproteinu pii vstiebani 1 eliminaci

[é¢iva.

Nejvyznamnéjsi vysledky dokumentujici dominantni vliv polymorfismu CYP2D6 na

farmakokinetiku tramadolu lIze shrnout v t&chto bodech:

Polymorfismu CYP2D6 lze spolehlivé fenotypovat zejména z poméru koncentraci

pravoto¢ivého ODT a pravotocivého tramadolu v séru 2,5 hodiny po podéni 1éciva

Polymorfismu CYP2D6 Ize spolehlivé fenotypovat ze souctu koncentraci

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

Polymorfismus MDR1 lze spolehlivé fenotypovat ze souctu koncentraci

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

Vliv polymorfismu MDR1 ve vztahu k polymorfismu CYP2D6 na farmakokinetiku

tramadolu je minoritni a ma vliv pouze u dobrovolniki s fenotypem PM
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Zmény velikosti pupily Ize vyuzit jako bioindikator centralniho plisobeni tramadolu i

pro farmakokineticko-farmakodynamické studie:

Vliv polymorfismu CYP2D6 lze spolehlivé fenotypovat na =zakladé rozdila
nasledujicich pupilometrickych parametrii — INIT, MIN, FINALaTTM

Nejvyznamnéjsi parametr pro detekci jedinct s fenotypem EM byl parametr INIT

Vliv polymorfismu MDR Ize fenotypovat na zdkladé¢ rozdilu pupilometrického

parametru INIT
Polymorfismu MDR1 ma na vysledky pupilometrického méfeni additivni vliv
Koncentrace pravoto¢ivého ODT nejvyraznéji ovliviiuje velikost zornicové reakce
Variabilita piisobeni piritramidu u akutni pooperacni bolesti se projevila:

Lepsi analgetickym ucinkem u skupiny pacientii s fenotypem EM v porovnani

s pacienty s fenotypem IM a PM

Nesignifikantné zvySenym vyskytem nezddoucich uc€inki u nemocnych

s fenotypem PM

Nemocni s genotypem 2677GG méli lepSi analgeticky ucinek v porovnani

S pacienty s variantni alelou

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

ucinkli v porovnani s pacienty s variantni alelou
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11. Seznam pouzitvch zkratek

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

AUC - plocha pod kiivkou sérovych koncentraci

CCD - kamera - charge coupled device — snimani obrazu v digitalni podobé
Cax - 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

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

MDR1 - multidrug resistence protein 1 — transportér

MIN - minimalni pupilometricky parametr

ODT - O-desmetyltramadol

PCR - polymerazova fetézova reakce

PM - pomali metabolizatofi - jedinci s deficitni metabolickou aktivitou

RA - reflexni amplituda, rozdil inicidlniho pupilometrického parametru a finalniho

pupilometricky parametr

RFLP - urceni genetického profilu pomoci délky restrikénich fragmentti
SD - smérodatna odchylka

SPID - soucet rozdild intenzity bolesti

SSefrect - soucet ctvercu effektu od priméra skupin

SSerror - soucet ¢tverct odchylek od priméra skupin

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