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Anotace

Antagonisté vitaminu K (kumariny) jsou nejrozSifencjSi ordlni antikoagulanty
pro prevenci a lé¢bu zilniho tromboembolismu, infarktu myokardu a iktu. Jejich Siroka
interindividualni variabilita v reakci na urCité davkovani zpusobuje vyrazné riziko
komplikaci nejen v pocatcich terapie. Nespravné davkovani mulZe zplsobit Zivot
ohroZujici komplikace, jako je krvaceni v ptipadé predavkovani nebo nedostatecnou
profylaxi kviili nedostatecné davce. Interindividuélni variabilita velikosti davky derivatl
kumarinu je podminéna fadou faktorti jak genetickych, tak vnéjSiho prostiedi (BMI,
vék, dieta a uzivani dalSich Iéku). Cilem prace je zavést metodu na identifikaci
genotypu (polymorfismu v genech CYP2C9 a VKORC1) asociovanych s antikoagula¢ni
terapii. Principem metody je polymerazova fetézova reakce s reverzni hybridizaci. Efekt
polymorfismi CYP2C9 a VKORCI na velikost denni davky kumarinu (warfarinu)
potiebné k udrzeni terapeutického rozmezi se navzajem potencuje. Pétina populace patii
k vysoce rizikové skupiné nosi¢tu polymorfismu VKORC1 AA nebo VKORC1 GA
a soucasn¢ alespon jedné mutace CYP2C9. Tito pacienti jsou ve vysokém riziku
piredavkovani warfarinem, zejména v tivodu lécby. Doporucené davkovani zvoleného
antikoagulantu pro konkrétniho pacienta je mozné =ziskat po zadani udaju
do internetového formulédfe. Do formuléfe je potieba zadat zdkladni udaje o pacientovi
(v€k, narodnost, pohlavi, aktudlni hodnota INR a vysledky testi na polymorfismy
CYP2C9 a VKORCI). Na ziklad¢ uvedenych udaji bude vypoctena hodnota davky
pro konkrétniho pacienta.

Kli¢ova slova: warfarin, farmakogenetika, PCR s reverzni hybridizaci, CYP2C9,
VKORC1
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Annotation

The vitamin K antagonists (coumarins) are the most common oral anticoagulants
for prevention and treatment of the venous thromboembolism, myocardial infarction
and stroke. Their wide interindividual variability in a dosing reaction causes high risk
of complication at the start of the therapy. Wrong dosing can cause life-threatening
complications including bleeding in overdosing or inadequate prophylaxis with low
dose. Interindividual variability of the dose is related by both genetic factors and
external environment (BMI, age, diet and using other medicaments). The aim of this
work is an introduction of the method for identification of genotypes (polymorphisms
in genes CYP2C9 and VKORC1) associated with the anticoagulation treatment. The
principle of this method is Polymerase Chain Reaction with reverse hybridization. The
effect of the polymorphism CYP2C9 and VKORC1 depend on daily coumarins dose
necessary for therapeutic range is mutually potentiated. The one fifth of the population
is variant carrier for high risk polymorphism VKORC1 AA or VKORC1 GA and one
of the CYP2C9 variants. These patients are in a high risk for overdosing with warfarin,
especially at the start of the treatment. We can get a recommended dose
of anticoagulation for the specific patient when we fill in the form on the internet. It is
necessary to add the demographic and clinical data of the patient (age, ethnic, sex,
actual INR and results of the polymorphism CYP2C9 and VKORC1 tests. Accordingly

to this data, the estimated dose for the individual patient is calculated.

Key word: Warfarin, farmacogenetics, PCR with reversion hybridization, CYP2C9,
VKORC1
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Bakalarska prace uvod

Uvo
vod

Genetika za poslednich 15 let zaznamenala velmi tUspéSné pokroky.
Od sekvenace lidského genomu, pies klonovani DNA, az po mikroCipy s moznosti
detekce statisice genli. Vyznamnym krokem je i obor farmakogenetiky. S novymi cili
zajisté vyvstavaji i nové problémy a otazky. Naptiklad problematika fenotypové
asociace s danou nemoci, multifaktorialni choroby s nezanedbatelnym vlivem prostiedi,
ve kterém Zijeme, spousty nepoznanych genli se vzajemnymi interakcemi a mnoho
dalSiho. Dnesni ¢ipové metody, nanotechnologie a dalsi technicky vyspélé metody nam
davaji moznosti k objeviim, které zatim ani sami nedok4dZeme zpracovat. Ale hranice se
stale posouvaji a tieba jednoho dne budeme opravdu schopni ,,8it lidem 1éky na miru*
a tato metoda mize byt jednim mezikrokem. UZ jen pro svou moZnost rustu si zaslouzi
pozornost, a proto jsem si ji zvolila jako téma své bakalafské prace.

Umoziuje navic multioborové zameéfeni. Je spjata s oborem genetickym,
hematologickym a klinicko-biochemickym. Pfedmétem mé prace je zavedeni metody
na stanoveni genotypu pacienta, kterému je indikovana kumarinovéa antikoagulacni
terapie. Budu se zabyvat dvéma dutlezitymi geny, u nichz byla prokézéna vazba s touto
lécbou. Jedna se o vySetteni polymorfismi v genech VKORC1 a CYP2C9,
které ovliviiuji rychlost a intenzitu odpovédi na kumarinovou 1éCbu. VySetiuji se 3
polymorfismy: VKORC1 -1639 G>A, CYP2C9*2 430 C>T, CYP2C9*3 1075 A>C.
Na zaklad¢ stanoveni genotypovych variant je mozno pacientovi stanovit davku léku,
ktera je odvozena na zaklad¢ jeho Klinickych a demografickych parametra — vék,
etnikum, genotypové dispozice, pohlavi, vahy, vysky a dalSich parametr. Test by mél
byt vyuzivan u vSech pacientli se zacinajici léCbou derivaty kumarinu, predevSim
warfarinem, ale také acenokumarolem nebo fenoprokumonem, pro odhaleni moznych
rizik krvacivych nebo tromboembolickych komplikaci spojenych s jejich 1é€bou.

V ramci své prace se budu zabyvat nejen podstatou této metody, ale také jejim
zavedenim do praxe. Kazd4 metoda, kterd je nové zavadénd do rutinniho provozu, musi
projit danym postupem. Pii zavedeni metod genetickych se zabyvame jejich validaci,
kterd zahrnuje rozdilné postupy v zavislosti na typu validace (plnad validace metody
vyvinuté v laboratofi, validace pfevzaté metody nebo validace metody s pouzitim
komeréné vyrabénych diagnostickych souprav IVD a CE znackou). Konkrétné se budu

ve své praci zabyvat poslednim jmenovanym typem validace.
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1  Teoreticky uvod

1.1  Fyziologie koagulacniho systému

Koagula¢ni systém je slozity enzymaticky proces slozeny z nékolika po sobé
jdoucich reakci. Je prezentovan rovnovaznym zastoupenim hemokoagulace
a fibrinolyzy. Oba procesy jsou na sob¢ zavislé a spoustéji se zaroven. Hemostaza je
zahajena aktivaci a agregaci trombocyti na molekuly v subendotelidlni oblasti
po poranéni cévy, kde agregované trombocyty vytvoii tzv. primarni zatku a zaroven
ovlivni koagula¢ni faktory vedouci ke vzniku pevné fibrinovée sité.

Komponenty ucastnici se sraZeni krve se nachazeji za fyziologickych podminek
v neaktivni formé&. Hlavnimi zymogeny jsou protrombin a faktory VII, IX a X
Prokofaktory jsou faktory V, ktery je bud’ volny nebo vazany v trombocytech, a faktor
VIII, vazany na von Willebrandiv faktor. Ke kaskadové aktivaci jednotlivych faktort
dochazi pomoci Stépeni peptidovych vazeb. ,,Pii syntéze zymogeni v jatrech dochazi
ke gama-karboxylaci glutamatovych zbytkd, které umoziuji vazbu Ca®* a jsou nutné
pro koagulacni aktivitu téchto proteint“ [1, str. 225]. Pi1 hojeni rany pak dochazi
k degradaci vzniklého trombu a znovuobnoveni plného prutoku krve. Koagula¢ni

systém se muze spustit dvéma riznymi cestami [1, str. 223; 2, str. 14].

1.1.1 Vnéjsi cesta koagulace

Pfi poskozeni cévniho endotelu dojde k adhezi -cirkulujich trombocyt
na subendotelidlni struktury pomoci von Willebrandova faktoru a k sérii reakci primarni
hemostazy. Z poskozeného endotelu dojde k vyplaveni tkanového faktoru (TF)
do krevniho ob&hu. Malé mnozstvi aktivovaného faktoru VII (FVII) ptitomného
Vv cirkulujici plazmé se navaze na TF a spusti sérii proteolytickych reakci vedoucich
ke vzniku trombinu a naslednou konverzi fibrinogenu na nerozpustny fibrin. Aktivni
forma F VII (FVIIa) navdzana na TF aktivuje dva K dependentni plazmatické proteiny,
faktor IX (FIX) a faktor X (FX). FIXa a FXa maji nizkou enzymovou aktivitu a ke své
plné biologické aktivité vyzaduji vapenaté ionty a negativné nabité fosfolipidy
[2, str. 1627; 3, str. 614; 4, str. 135].

10



Bakalaiska prace 1. Teoreticky uvod

Obrazek 1: Koagulaé¢ni kaskada

Vnitini cesta: K allkres Vnéjii cesta: poikozeni endotelu
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Faktor Xllla Faktor Xl
L

F V —faktor V, F Va — aktivovana forma faktoru. Upraveno dle [5].

1.1.2 VnitFni cesta koagulace

Vnitini cesta zaCind kontaktni fazi a probihd pouze za ucasti komponent
nachazejicich se v krevni plazmé. Na zacatku dojde k aktivaci faktoru XII (FXII) a
nasledné faktoru XI (FXI). Jeho aktivni forma (FXIa) pak vede k pfeméné faktoru IX
(FIX) na aktivni formu FIXa, ktera zahy aktivuje faktor X (FX). Vnitini aktivaci se

soucasné spousti vnitini fibrinolyticka cesta ptes urokinazu k plazminu [6, str. 14].

Faktor X (FX) je spole¢ny pro obé cesty koagulace. Jeho aktivni forma (FXa)
zahajuje pfeménu protrombinu (FII) na trombin (FIla) za spoluucasti faktoru V (FV).
Trombin nasledné S$tépi fibrinogen za vzniku fibrinopeptidi na fibrin monomery,

které nasledné polymerizuji. Trombin také aktivuje faktor XIII (FXIII), ktery je nutny

11
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ke stabilizaci fibrinové sit¢ a zaroven zpétnou vazbou aktivuje FVIII a FV,

¢imz urychluje sam svij vlastni vznik. [2, str. 1627; 3, str. 614; 4, str. 135]. VSechny

proteiny ucastnici se hemokoagulace a fibrinolyzy jsou déle uvedeny Vv tabulce ¢. 1.

Tabulka ¢. 1: Proteiny asociované s hemokoagulaci a fibrinolyzou

Lokalizace

Velikost

Pocet

Jméno Zkratka . | OMIM | Hlavni funkce
genu genu(Kbp) | exonu
Faktor XI FXI 4935 25,9 15 264900 | Aktivuje FIX
Faktor X111 Stabilizuje
(A Fetézec) FXII 6p25 177,8 15 134570 fibrinovou sif
Faktor X111 Stabilizuje
(B Fetézee) FXII 1031 28 12 134580 | oy A
Fibrinogen Mechanicky
inog FGN | 4q32 7.8 6 |134820| stabilizuje
(o retézec) .
srazeninu
Fibrinogen Mechanicky
rinog FGN |  4q32 9,8 8 |134830| stabilizuje
(P retézec) L.
srazeninu
Fibrinogen Mechanicky
rinog FGN | 4g32 23,6 10 |134850| stabilizuje
(y retézec) .
Srazeninu
von Adheze bunck
Wilebrandiv VWF 12p13 176 52 1193400 o
faktor a nosi¢ FVIII
Protein C PC | 2q14.2 10,8 9 |176860 | MakUVUE FVa
FVilla
Protein S PS 3q11.2 101,9 15 |176880| 'naKtivuje FV a
FVilla
Inhibuje
Antitrombin AT 1923 21 9 1107300 trombin,
FIX,FX, FXI
Rozpousti
Plazminogen PLG 6927 51,1 14 |173350| srazeninu ve
vyhojené rané
Tkanovy Plazmaticky
aktivator TPA 8pll.1 32,7 14 173370 aktivator
plazminogenu plazminogenu
Plazminogenem
aktivovany | PAI-1 | 7q22 12,3 9 |173360| Inhibitor TPA
inhibitor typ 1
Alfa2 | > ap| 17p13 | 133 | 9 |260850| Inhibitor
antiplazmin plazminu
Trombinem Inhibitor
aktiv.inhib. Fon | AT | 13014 524 | 111803101 g oty

OMIM = (Online Mendelian Inheritance in Man) online mendelovska dédicnost u éloveka, FX1 — faktor
X1, EXINI —faktor XIIl. FGN — fibrinogen, VWF — von Wilebrandiiv faktor, PC — protein C, PS — protein
S, AT — antitrombin, PLG — plazminogen, TPA — Tkdriovy inhibitor plazminogenu, PAI-1-

12
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Plazminogenem aktivovany inhibitor typ 1, a2-AP — alfa 2 antiplazmin, TAFI — trombinem aktivovany
inhibitor fibrinogenu. Upraveno dle [7, str. 216].

1.2  Antikoagulacni lécha

V intaktnich cévach nedochazi ke koagulaci ani k aktivaci trombocyti.
Tato skutecnost je zajiSténa diky regulaénim mechanismim, znichz nékteré jsou
ovlivnitelné podavanim 1ékti. Mezi nejdulezitéjsi patii antitrombin III a protein C.

Antitrombin Il (AT 1ll) je inhibitor plazmatickych protedz. Vyvazuje
pfedevsim trombin, jak je jiZz patrné z jeho nazvu, ale také faktory 1Xa, Xa a Vlla.
Tato vyvazovaci schopnost miize byt pomoci heparinu zesilena az 1000x. Podani
heparinu nebo AT III (jiz pfevedeného heparinem na aktivni inhibitor) okamzité brani
koagulaci vyvazanim enzymi uvolnénych z mist vzniku trombu.

Protein C vaktivni form¢ dokaze vyvazovat kofaktory — FVa a FVllla,
¢imz dojde ke zpomaleni krevniho srdzeni. Jeho kofaktorem je protein S, pfiCemz oba

jsou zavislé na vitaminu K.

V zéavislosti na moznostech zasahu do kaskaddy krevniho srazeni mulzeme
rozliSovat riizné 1éky:
e Antikoagula¢ni 1éky - ovliviiuji tvorbu a ucinky koagula¢nich faktort,
e Protidesti¢kové Iéky - inhibuji funkci krevnich desticek,
e Trombolytické - rozpousti jiz vznikly trombus.

Déle se budeme zabyvat skupinou antikoagula¢nich 1éCiv.

Antikoagulancia jsou léCiva, kterd zabranuji patologickému srazeni krve.
K jejich indikaci dochdzi pti 1écbé zilnich (vzacnéji 1 tepennych) trombdz, embolickych
komplikaci nebo ptfi pooperacni prevenci vzniku trombu. Jejich ucinek je striktné
protektivni - jiz vznikly trombus tyto léky neovlivni. Antikoagula¢ni léky blokuji tvorbu
nebo ucinek plazmatickych faktor, ¢imz se narusi koagulacni kaskada a nedojde
k zavére¢nému vzniku fibrinové sité, ktera dava zaklad pro vznik trombu. Proces
srazeni krve je ovlivilovan na rtiznych urovnich a rliznymi mechanismy v zavislosti

na pouzitém Iéku [1, str. 223].

13
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Obr. 2: Mista zasahu primych a nepfimych antikoagulancii

Antikoaqulacni. Misto antikoaqulaéniho uGéinku
latka

JATRA
Kumarinova { Syntéza koagulaénich faktoru
a dalsi neprima (zavislost na vitaminu K)
antikoagulancia ﬂ

PLAZMA
Heparin ——(+ antitrombin III) —~C Trombin,
a dalsi prima )
antikoagulancia —— Faktor Xa aj.

Faktor Xa — aktivni forma faktoru X. Prevzato z [1, str. 231].

1.2.1 Prima antikoagulancia

Mezi nejznaméjsi piimé antikoagulancium se fadi heparin. Jednd se o pfirozeny
glykosaminoglykan ziskany ze zvifecich sliznic a jinych tkénich na n¢j bohatych
(hovézi plice nebo vepiové sliznice). Fyziologicky je tvofen Zirnymi bunikami a v praxi
jsou bézné uzivané 2 formy:

1. nefrakciovany heparin

2. nizkomolekularni heparin

1.2.1.1 Nefrakciovany heparin

Nefrakciovany heparin (UFH - Unfractionated heparin) ma po intravendzni
aplikaci polocas asi 1-2 hodiny a odbourava se piedevsim heparinazou v jatrech. Pusobi
jako antagonista trombinu — zabrafiuje preméné fibrinogenu na fibrin.
Tento antikoagula¢ni efekt je umoznén vaznou na antitrombin IIT (AT Ill) — pfirozeny
inhibitor serinovych proteaz. Vazba UFH na antitrombin 111 ovliviiuje vSechny serinové
protézy, tzn. vSechny faktory krevniho srazeni mimo kofaktort, k nimz nalezi FV

a FVII [6, str. 15].

14
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1.2.1.2 Nizkomolekularni heparin

Nizkomolekularni heparin (LMWH - Low Molecular Weight Heparin) je
ziskavan depolymeraci a frakcionaci nativniho heparinu. Inhibice koagula¢niho systému
probihd vazbou pies AT III, i kdyz nyni je znamo, ze 70-80% latky pusobi
prostfednictvim mechanismi nezavislych na AT III. Heparin zasahuje jak do vnéjsi,
tak do vnitfni cesty koagulace, coz bylo zjisténo prostiednictvim zvySujici se hladiny
tkanového inhibitoru. Vyhodou frakciovaného heparinu je mensi variabilita ve srovnani
S UFH, diky niZ ma sniZenou vazbu na plazmatické proteiny, endotel a monocyty.
Ma vice nez 90% biologickou dostupnost pii podkoznim podéni, delSi polocas,
coZ umoziuje méné Castou aplikaci. Frakcionovany heparin je eliminovan pfevazné
rendlni cestou. LéCbu navic neni tfeba monitorovat (kromé obéznich pacienti

s renalnim selhanim) [6, str. 16].

1.2.2 Neprima antikoagulancia

Mezi nepiima antikoagulancia patii zejména warfarin, acenokumaron
a fenoprokumon. Chemickym zakladem antagonistt vitaminu K je molekula kumarinu.
Od dvou molekul kumarinu se odvozuji dikumariny, resp. dikumaroly, které maji (spolu
s nekterymi dalSimi derivaty kumarinu — tzv. cyklokumariny a nékterymi
monokumariny) vyrazné antikoagula¢ni ucinky, tj. zpomaluji pribéh hemokoagula¢nich

pochodd [8, str. 227].

1.2.2.1 Warfarin

Warfarin patii mezi nejcastéji podavand antikoagulancia a jeho podani ma
vyznam pro prevenci cévni mozkové piihody pfi fibrilaci sini. Cévni mozkova ptihoda
je nejvice obavanou komplikaci fibrilace sini. Soucasny vyskyt fibrilace sini a cévni
mozkové ptihody je popsan U 3-5 miliont lidi v USA s ptedpoklddanou prevalenci
u 12-15 milionu lidi starSich 40 let [9, str. 2370; 10, str. 119]. Riziko vyskytu cévni

mozkové ptihody se odhaduje na zékladé€ stanovenych rizikovych faktort. Nejznamé;jsi

je skore CHADS;. C = (Congestive heart failure) méstnavé srde¢ni selhani, H

(Hypertension) hypehypertenze, A = (Age) staii nad 75 let, D = Diabetes mellitus, S, =

vvvvvv
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Terapeutické podavani warfarinu vyraznym zptisobem redukuje riziko cévni mozkové
ptihody az o 64% [12, str. 857]. Terapie warfarinem je doporucena pro stfedni
az vysoké riziko cévni mozkové ptihody, pro nizké riziko je doporucena terapie
aspirinem [13, str. 546S]. Warfarin v8ak vyzaduje pfesné a intenzivné sledované urceni
davkovani a komunikaci s pacientem pro docileni optimalni terapie. Pokud k tomu
nedojde, je pacient ohrozen vysokym rizikem krvaceni nebo vzniku trombdzy [14, str.
160S]. Terapie warfarinem ma pii nespravném davkovani vazné nezadouci u€inky ¢asto
vedouci az k hospitalizaci pacienta [15, str. 755]. Casté komplikace spojené
S nedostatenym stanovenim koncentrace léku a nespravné davkovani jsou hlavnimi
faktory vedoucimi k nedostateCnému vyuzivani warfarinu u pacientd s fibrilaci sini,
ktefi jsou kandidati pro tuto terapii [16, str. 41].

Lécba probihd podavanim racemické smési warfarinu (S-warfarin pfedstavuje
70% ucinnosti, R-warfarin zbylych 30%). S-warfarin a R-warfarin jsou optické
izomery. Metabolismus a antikoagula¢ni aktivita warfarinu jsou ovliviiovany celou
fadou gent. Klicovou roli hraji dva geny, jejichZ polymorfismy vyrazné ovliviuji
individualni senzitivitu k tomuto 1éku. Gen CYP2C9, nesouci informaci pro izoenzymy
cytochromu p450, ovlivituje biotransformaci S-warfarinu. Druhy gen VKORCI1 nese
informaci pro enzym vitamin K-epoxid reduktizu (cilovy enzym blokovany
warfarinem). VKORCL je nezbytny pro regeneraci vitaminu K [17, str. 1445; 18, str.
135; 19, str. 2329; 20, str. 2].

1.2.2.2 Acenokumarol a fenoprokumon

Acenokumarol a fenoprokumon jsou mono-kumarinové derivaty warfarinu.
Lécba probiha stejné jako u warfarinu pomoci racemické smési, ve které jsou R(+)
a S(-) enantiomery. Zatimco fenoprokumon ma 2 — 5x Uéinnéj§i S-enantiomer,
acenokumarol ma silnéj$i R-enatiomer [21, str. 1607]. Acenokumaron ma relativné
kratky polo¢as (2 — 8 hodin) v porovnani swarfarinem (30 — 45 hodin)
a fenoprokumonem (156 — 172 hodin) [22, str. 1227]. Geny CYP3A4 a CYP2C9 se
podileji na expresi enzymi odpovédnych za hydroxylaci fenprokumonu,
a proto polymorfismus CYP2C9 genu méné ovliviiuje antikoagula¢ni 1écbu
fenprokumonem, nez warfarinem [23, str. 173]. Diky této skutenosti, mize byt
pouzivan jako alternativni 1é¢ivo u lidi s polymorfismem CYP2C0*2 nebo CYP2C9*3.

Fenprokumon je eliminovan jak ledvinami, tak jatry [24, str. 846; 25, str. 19]. Prestoze
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je fenprokumon méné zavisly na polymorfismu CYP2C9, znamena pifitomnost tohoto
polymorfismu podobné jako u warfarinu zvysené riziko krvaceni. Pfitomnost haplotypu
A polymorfismu VKORCI1 predstavuje zvySené riziko hyperkoagulace pti 1écbé

acenokumarolem a riziko silného krvaceni u 1écby fenprokumonem [ 26, str. 558; 27].

1.3 Farmakologie a farmakogenetika

Hlavnim zdjmem v biomedicinském vyzkumu je nyni hleddni gent,
které by mohly byt pouZzity k hodnoceni néastupu, progrese a zdvaznosti onemocnéni.
Nékteré geny nejsou nutné kauzalni, ale mohou byt markery, které pomohou
upfesnit diagnézu a odhad rizika [28, str. 2335]. Objevovani genii zodpovédnych
za nemoci mize byt obtizné z mnoha divodd. Nékteré nemoci maji obtizné zjistitelné
fenotypové znaky, mohou byt heterogenni a Casto jsou velmi ovlivnény Zzivotnim
prostiedim. U nékterych navic nejsou zndmy piesné anatomické 1éze nebo je obtizny
odbér vzorku. V nékterych ptipadech mlize byt pro pacienta odbér biologického vzorku
velmi zatézujici [29, str. 276]. Ale i pfes vSechna tato uskali pfedstavuje v soucasnosti
farmakogenetika vyznamnou roli V klinické praxi. Jednou z vyznamnych oblasti
uplatnéni farmakogenetiky je monitorovani antikoagula¢ni terapie.

Vyznam farmakogenetickych faktort ovliviujicich antikoagulac¢ni terapii je
popsan napt. ve studii Voora a kol. [30], kde autofi studie prospektivné testovali
davkovani warfarinu U 48 pacientt po chirurgickych operacich Vv zavislosti
na polymorfismech genu CYP2C9 spolu s negenetickymi variantami. Hlavnim
sledovanym kritériem bylo dosazeni terapeutické hladiny INR bez signifikantniho
zpozdéni. Autofi navrhli vypocet davky varfarinu na zakladé matematické rovnice,
ktera zahrnovala nasledujici parametry: pohlavi, vék, rasu, télesny povrch, namétené
INR, genotyp a piitomnost amiodaronu a/nebo statinu. Ve zminéné studii byla
hodnocena ekvivalentni G¢innost mezi CYP2C9 zdravym homozygotem a pienasecem.
Z vysledkl vyplyva, Ze analyza genotypovych variant CYP2C9 je nedostacujici, nebot’
u fady pacientii dochazelo k predavkovani (hodnota INR>4), a ze je tedy nezbytné
vyzkum rozsifit o vySetfeni dalSich genetickych variant [30, str. 137]. Podrobnéji se
ptislu$nymi studiemi vySetfovani genu CYP2C9 zabyvame v kapitole 1.3.2.1.

Velkym problémem fady genetickych studii sledujicich genetické asociace
s davkovanim warfarinu je znana farmakodynamickd variabilita, kterd byla popsana

ptevazné u genu VKORCI1. Dv¢ studie autoru Li a kol. [31, 32] dokumentovaly
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moznosti pouziti genu VKORC1 ve warfarinové terapii a vyvoj polymorfismi genu
VKORC1 s charakteristickym faktorem warfarinové rezistence. Nékolik nasledujicich
studii [33-39] se zabyva korelaci polymorfismit VKORC1 s warfarinovou terapii.
Studie prokazaly, ze genotypy VKORCI1 a CYP2C9 spolu s ostatnimi negenetickymi
predispozicemi predstavuji vice nez 50 % pacientské variability ovliviujici kazdodenni
warfarinovou terapii [36, str. 262; 38, str. 2329]. Z vysledkt téchto studii je ziejmé,
ze polymorfismus v genu VKORClvykazuje vétsi variabilitu nez varianty genu
CYP2C9 [39, str. 2285; 40, str. 687].

1.3.1 Geny ovliviiujici warfarinovou terapii

1.3.1.1 Gen VKORC1

Gen VKORCI1 koduje podjednotku 1 komplexu vitamin K epoxid reduktazy.
Vitamin-K epoxid reduktiaza je maly transmembranovy protein endoplazmatického
retikula, ktery hraje dulezitou roli v metabolismu vitaminu K a je cilovym proteinem
pii warfarinové 1é¢bé [41, str. 19308]. Gen je kodovan 163 aminokyselinami. Pomoci
Northern blottingu byl analyzovan ve fetdlni a dospélé lidské tkani samotny 1kb
transkript, ktery nepodléhal alternativnimu sestfihu. Vyznamné;jsi exprese byla nalezena
u fetalnich a dospélych jater, ve fetalnim srdci, ledvinach, plicich a v srdci a pankreatu
dospélych. Pomoci imunofluorescence byla prokdzana exprese genu VKORCI
v endoplazmatickém retikulu [42, str. 541].

Studie publikované Riederem a kol. [43] ukazuji vyznamnou populaéni
a etnickou zavislost na expresi genu VKORCL1 v africké, americké a asijsko-americké
populaci. Byly identifikovany 2 haplotypy genu A a B a pro oba haplotypy
byla stanovena davka warfarinu. Haplotyp A — nizka davka, haplotyp B — vysoka davka
(tabulka ¢. 2).
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Tabulka ¢. 2: Davka warfarinu v zavislosti na kombinaci haplotypu genu
VKORCI.

Haplotypy Kombinag:e ]_)évka
genotypu | warfarinu[mg/den]
A AA 2,7
AB 49
B BB 6,2

Vytvoreno dle [43].

Haplotypy skupiny A a B vysvétlily ptiblizné 25% rozptylu v davkovani.
Hladina mRNA nesouci informaci genu VKORCI] se ménila podle kombinaci
haplotypu. Z toho lze odvodit, Ze tato reakce organismu na davku warfarinu je
regulovana na transkripéni trovni [43, str. 2285]. VKORC1 ma na 1é¢bu vétsi dopad
nez gen CYP2C9, ktery vysvétluje 12% rozptylu [44, str. 262].

»Posledni vyzkumy ukazuji, ze mutace 1639G—A v promotorové oblasti genu,
znama u evropské populace, redukuje expresi VKORCI1 v jatrech a tim snizuje
potiebnou davku warfarinu. Pfitomnost polymorfismu 6853 G—C predikuje nizsi
davku warfarinu u chronicky lécenych pacientti. U asijské a kavkazské populace byla
prokazana vzajemna korelace téchto variant. Naopak jiné mutace s chybnym smyslem
genu VKORCL1 predikuji rezistenci na warfarin (viz tabulka 3)* [45; str. 125].

Rost a kol (2009) sekvenovali gen VKORCI u vice nez 250 krys a mysi ze 4
ruznych kontinentti, které byly na warfarinové terapii. Identifikovali 18 novych a 5 jiz
publikovanych mutaci S chybnym smyslem a osm neutralnich sekvencnich variant
(Tabulka ¢. 3). Mutageneze ¢cDNA genu VKORCI a jejich rekombinantni exprese

odhalila, Ze tyto mutace snizuji aktivitu genu ve srovnani s ,,wild typem* [46].
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Tabulka €. 3: Prehled mutaci v genu VKORCT1 u potkanii, mySi a lidi predikujicich

rezistenci na warfarin

kel IMusmusulisl | moudrs
/ Ratt_us NCBI D /homoy Reference
norvegicus/ /Mus domesticus/ sapiens/
Argl2Arg | 107794658 - - [46]
Ala26Thr | 107794660 Ala26Ser - [46]

- - - Val29L eu [47]
Arg33Pro | 107794661 - - [46][48]
Arg35Pro | 107794662 - - [46][49]

- - Glu37Gly - [46]

- - - Val45Ala [47]

- - - Arg58Gly [47]
Trp59Arg | 107794665 - - [46]

- - - Val66Met [50]
Leul20GIn | 10794674 - - [49]
Leul28GIn | 10794675 Leul28Ser Leul28Arg | [47][49]
Tyr139Phe | 107794677 - - [49][51]
Tyrl39Cys | 107794678 Tyr139Cys - [471[49]
Tyrl39Ser | 107794679 Tyr139Ser - [49]

NCBI (National Center for Biotechnology Information) — Narodni centrum pro biotechnologické
informace, Arg — arginin, Ala — alanin, Thr — Threonin, Ser — serin, Pro — prolin, Glu — kyselina
glutamova, Gly — glycin, Trp — Tryptofan, Leu — Leucin, GIn — Glutamin, Tyr — Tyrozin, Phe —
fenylalanin, Cys — cystein, Val — Valin, Met — metionin. Upraveno dle [46].

1.3.1.2 Cytochrom P450; podjednotka 2C9

Cytochromy P450 se vyskytuji u riznych organismti, od bakterii az po rostliny
a zivoCichy. Patfi mezi hemoproteiny, vzniklé jesté pied rozdelenim vyvojovych vétvi
eukaryot a prokaryot [52, str. 572]. Cytochromy P450 jsou terminalnimi enzymy
systému tzv. oxiddz se smiSenou funkci. Jsou lokalizovany v membrané hladkého
endoplazmatického retikula a jsou hlavni slozkou pfi metabolismu cizorodych latek.
V mensi mife je také nalezneme v membrané mitochondrii, kde se podili na biosyntéze
steroidll. [53, str. 611; 54, str. 229]. Ackoli se jednotlivé formy cytochromt P450
zna¢né lisi, jejich slozeni aminokyselin v okoli hemu zistava stejné. Pro vSechny

cytochromy P450 je typicky porfyrinovy skelet a hydrofobni charakter jejich substrati.
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Cytochromy P450 jsou schopny katalyzovat velmi Siroké spektrum reakci. Kromé
hydroxylace substratu katalyzuji cytochromy P450 také napiiklad deaminace,
dealkylace, dehydrogenace, dehydratace, epoxidaci, oxidativni 1 reduktivni
dehalogenace a oxidativni §t€peni C-C vazby [53, 55, str. 2841]. Gen CYP2C9 je jeden
z mnoha CYP2C genu lokalizovanych v 500 kb tiseku proximalni ¢asti 10q24 [56].

Polymorfismy v genu CYP2C9

Zaména argininu za cystein na pozici 144 je znamé jako polymorfismus

CYP2C9*2. Tato varianta vede ke snizené schopnosti metabolizovat warfarin
a zvySenému riziku krvaceni. Polymorfismus CYP2C9 je jednou z hlavnich izoforem
cytochromu P450, ktera se podili na metabolizmu 1éku [57, str. 582].
Rozsahla interindividudIni variabilita odpoveédi na davku warfarinu zptisobuje obtiZznost
davkovani v rozmezi 0,5 — 60 mg. Asymetricky uhlik C9 v molekule warfarinu dava
moznost vzniku 2 enantiomernim formam: R-warfarinu a S-warfarinu, které jsou
metabolizovany odliSné. Pfi poddni racemdtu (opticky neaktivni smés se stejnym
obsahem pravotocivé i1 levotocivé formy téze latky) ma S-warfarin asi 3x vétSi ucinnost
nez R-warfarin. CYP2C9 je hlavni enzym, ktery katalyzuje pfeménu S-warfarinu na
neaktivni 6-hydroxy a 7-hydroxy metabolity, zatimco oxida¢ni metabolismus R-
warfarinu je katalyzovan hlavné podjednotkami CYP1A2 a CYP3A4.

Kromé¢ ,,wild*“ typu alely CYP2C9*1, u niz nachazime bodovou mutaci genu,
rozeznavame 2 alelické varianty. CYP2C9*2, kde cystein nahrazuje arginin na pozici
144 a CYP2C9*3, kde leucin nahrazuje izoleucin na pozici 359. Ob¢ alelické varianty
maji in vitro postizenou hydroxylaci S-warfarinu. Varianta CYP2C9*3 ma velmi malou
efektivitu (5% efektivity enzymu ,,wild* typu), zatimco varianta CYP2C9*2 ukazuje
kolem 12% efektivity ,,wild“ typu. Rozdil v efektivit¢ variant mize byt vysvétlen
substituci aminokyselin, které méni interakci enzymu s cytochromem P450
oxidoreduktazou. Tato skutecnost ukazuje na dileZitost variant CYP2C9*2
a CYP2C9*3, které souvisi s vyrazné¢ niz§imi terapeutickymi ddvkami warfarinu
na rozdil od tzv. ,,wild“ typu izoenzymu CYP2C9*1 [58, str. 717].

CYP2C9 ma strukturu krystalu, jak v nenavdzané forme, tak ve formé komplexu
s antikoagulacnim  1ékem. Struktura charakterizuje interakce mezi CYP2C9
a warfarinem a odhaluje nova vazebna mista. Mechanismus navazani warfarinu

ukazuje, ze CYP2C9 muze beéhem reakce podléhat allosterickym mechanismim. Nové
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objevena vazebna mista také ukazuji, ze CYP2C9 miiZze najednou navazat vice ligandi
a tim poskytnout mozné vysvétleni interakce 1éku [59, str. 464].

Polymorfismy CYP2C9*2 a CYP2C9*3 jsou vyznamnym zpusobem asociovany
s davkou warfarinu a krvacivymi stavy. V bélosské populaci jsou tyto polymorfismy
zastoupeny vyznamnéji nez v populaci asijské. V metaanalyze autori Sandersona et al
[60] zahrnujici 2775 pacientt bylo zjisténo 12,2% nosi¢u alely CYP2C9*2 a 7,9%
nosici alely CYP2C9*3. Tyto varianty potiebuji k udrzeni cilového INR nizsi davku
warfarinu. CYP2C9*2 o 17% nizs§i a CYP2C9*3 az o 37% nizsi neZ homozygoti ,,wild*
typu (CYP2C9*1). ,Varianta CYP2C9*3 vede i1 ke zvySené senzitivite¢ vici
acenokumarolu a varianty CYP2C9*2,*3 vuci fenprokumonu, i kdyz krvacivych
komplikaci bylo zaznamenano vice jen u varianty CYP2C9*3 . Varianta CYP2C9*11 se
vyskytuje u cca 1% kavkazské a afroamerické populace® [20].

Na zaklad¢ zavéria Mezinarodniho konsorcia farmakogenetiky warfarinu (2009)
byly zjistény signifikantni rozdily v algoritmu pro urCeni farmakogenetické davky
warfarinu v zavislosti na genotypech VKORC1 a CYP2C9. U pacientd,
kteti potiebovali davku < 2Img warfarinu/tyden byl vyznamnéji zastoupen
polymorfismus VKORCI1 nez CYP2C9 (49,4% vs 33,3%, P < 0,001). Podobny rozdil
ve frekvencich polymorfismi byl nalezen 1 u pacientd sdavkou > 49 mg
warfarinu/tyden ( 24,8% vs 7,2%, P < 0,001), (obrazek ¢. 3). Z vysledku je ziejmé,
ze pouziti farmakogenetickych algoritmi pro odhad pocate¢ni davky warfarinu dava
vysledky, které lépe koreluji S pozadovanou stabilni terapeutickou davkou nez ty,

které byly odvozeny na zakladé¢ klinického algoritmu [61] (obrazek ¢. 4).

Obrazek ¢. 3: Srovnani predikované davky warfarinu dle klinického

a farmakogenetického algoritmu.

A B Amidaron- MAmidaron+

Tydenni davka varfarinu [mg]

|m

Klinicky algoritmus Bez varianty VKORCLA/G a VKORCLA/A a
CYP2C9*1/*3 CYP2C9*3/*3

Farmakogeneticky algoritmus
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WAsiaté M Cernodi W BEloi

-]

60 7

Tydennidavka varfarinu [mg]

Klinicky algoritmus Bezvarianty VKORCLA/A a
CYP2C9*3/*3

Farmakogeneticky algoritmus

Panel A ukazuje srovnani zaloZené na genotypu a (ne)uzivani Amidaronu.
Panel B ukazuje srovnani na zaklade rasy a genotypu.
Upraveno dle [61].

Obriazek €. 4: Procento pacientii s odhadnutou davkou v mezich 20% davky
aktualni, odvozené farmakogenetickym algoritmem, klinickym algoritmem
a fixovanou davkou (35mg/tyden).

M Fixovana davka m Klinicky algoritmus ~ m Farmakogeneticky algoritmus

60

50
40
30
20
10
o] T

<21mg/tyden(N=324) >21ai<49mg/tyden >49 mg/tyden (N=125)
(N=560)

20% aktualni davky (% pacientt)

Predpokladané davkovani v mezich

Kontrolni skupina (N=1009)

M Fixovana davka m Klinicky algoritmus ~ m Farmakogeneticky algoritmus

60

50
40
30
20
10
0 .

<21mg/tyden (N=1711) >21aZ<49mg/tyden >49 mg/tyden (N=625)
(N=2716)

Piedpokladané davkovani v mezich
20% aktudlni davky (% pacientd)

Kontrolni skupina (N=5052)

N = pocet pacientii. Upraveno dle [61].
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1.3.2 Warfarin a nova antikoagulancia

,»V poslednich letech probé¢hla celd fada randomizovanych prospektivnich studii.
Jedna z poslednich [62, str. 2563] vedla k zavéru, ze ani znalost farmakogenetiky
nepfinese vyznamny rozdil v poméru mezi krvacivymi a tromboembolickymi
komplikacemi. Casteéné proti této zkuSenosti stoji studie Caracaova, kterd prokazala
(na relativné malém vzorku 191 respondentti) zavislost mezi farmakogenetikou
a farmakokinetikou — dosazeni terapeutického rozmezi, optimalniho INR a udrzeni
optimélniho 1é€ebného rozmezi bez krvacivych komplikaci [63, str. 460]. 1 ve svétle
téchto nejednoznacénych vysledkd vyvijeji komeréni firmy stale nova diagnostika
ke stanoveni jednotlivych izoenzymii. FDA (Food and Drug Administration) nejenze
vydava licence témto firmam, ale doporucuje, aby v pfibalovych letacich byly
informace o tom, Ze cytochromalni izoenzymy CYP2C9*2 a CYP2C9*3 znamenaji
zvySené riziko krvacivych komplikaci. Také zavéry 8. Konference americkych plicnich
I€kattt (American Colege of Chest Physicians) se vénuji 1€cbé warfarinem. Na zakladé
dosud znamych skutecnosti nedoporucuji pted zahajenim lécby warfarinem rutinni
farmakogenetické testovani (stupent doporuceni 2C) [64]. I pfesto vydali americti autofi

Doporuceni farmakogenetického testovani (Obrazek ¢. 8)“ [45].

Obrazek €. 7: Americké doporuceni farmakogenetického testovani

. sy iy . enetické testovani
pacient byl jiz |é¢en warfarinem - ano -~ .

neprovadét
4 Ne
enetické testovani neni enetické testovani
& v. .y . - ano & v
dosazitelné pred 4. ddvkou neprovadét
4 Ne
acient s nizkym rizikem krvaceni enetické testovani
P .. ¥ oy - ano -~ &  ix
pri stoupajicim INR neprovadeét

4 Ne

nabidnout moznost
farmakogenetického testovani
CYP2C9 a VKORC1

Prevzato z [45, str. 127].
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V navaznosti na vyse uvedené skutecnosti stoji za zminku nova antikoagulancia,
ktera pusobi jako antagonisté aktivovaného faktoru X (fXa) nebo trombinu. Jejich

%

vlastnosti jsou shrnuty v tabulce ¢. 4. Nové léky dosahuji maximalniho efektu
v n¢kolika hodindch, maji predvidatelnou odpovéd’ na davku, minimalni interakce
Sjidlem a léky a nevyzaduji monitorovani. Tyto Iéky jsou zatim v USA VIII fazi
testovani. Warfarin je Siroce uzivany levny 1€k, oproti nému jsou nové 1éky vyrazné
drazsi, to ale neni jediné negativum. Tato léCiva maji kratky poloc€as, coz miize byt
problém z divodu castéjSitho uzivani. Navic iktus nema plizivé priznaky, ale je
rozpoznan teprve, az kdyz k nému dojde. Proto miize byt warfarin vyhodnéjsi,
predevsim u starSich lidi, ktefi mizou mit problémy s pravidelnosti uzivani Iéku [65, str.

221 - 226].

Tabulka €. 4: Vlastnosti novych antikoagula¢nich 1éka v porovnani s warfarinem

Warfarin Rivaroxaban Apixaban Dablg_a tran
Etexilate
Cil Gi¢inku VKORC1 Faktor Xa Faktror Xa Thrombin
SIOIOg“’ka > 95% > 80% > 50% ~ 6%
ostupnost
T (max) 72-96h 2,5-4h 3h 2h
Pologas 40 h 5-6h zdravy, 9- 8-15h 14-17h
13 starsi
Monitorovani INR neni nutné neni nutné neni nutné
MTBa | CYP2C9, 3Ad4, | CTrondi | CYP3Ad 80% ledvinami,
eliminace 1A2 % ledvinami, | 75% jatry, 20% jatry
33% jatry 25% ledvinami
0 silny CYP3A4 | silny CYP3A4
.Lekova CYP2C9, 3A4, inhibitor a P-gp | inhibitor a P-gp P-gp inhibitor
interakce 1A2 N S
inhibitor inhibitor

T (max) — maximdlni plazmatické hladiny, h —hodiny, P-gp — P-glykoprotein
Upraveno dle [65, str. 222]
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1.4 Zavedeni metody na stanoveni polymorfismit VKORCI a CYP2C9

do rutinni laboratorni praxe

1.4.1 Ptehled zakladnich metod ke stanoveni mutaci a polymorfismi

Polymorfismy a mutace (variabilni sekvence DNA v daném lokusu) muzeme
detekovat pomoci riznych metod. Metody na molekularni Grovni vyuzivaji tzv. DNA
markerd, které ukazuji rozdily v genetické informaci mezi analyzovanymi vzorky.
Jejich vyhodou je moZnost ziskani materialu DNA z zivé 1 mrtvé tkané, stabilita
molekuly a malé mnozstvi pottebné k analyze.

Piikladem metody je napiiklad RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism — polymorfismus restrik¢nich fragmentt), ktera vyuziva restikénich mist
v daném polymorfismu. Pokud v polymorfni sekvenci lezi misto cilové pro restrikéni
endonukleazu, dojde krozdéleni na dva fragmenty nasledné¢ detekovatelné
elektroforézou. Pokud je dany polymorfismus navic ve vazbé s genem, jehoz mutovana
alela zplisobuje genetické onemocnéni, je mozno timto zplsobem identifikovat
postizené osoby v dané rodiné. Toto je zakladem nepiimé DNA diagnostiky [66, str.
187].

Pokud hledame urcitou sekvenci v genomové DNA rozstépené restrikéni
endonukleazou, nejdiive tuto smeés fragmentli pustime na gelovou elektroforézu. DNA
poté zgelu ,obtiskneme*“ na membranu pomoci metody Southernova blottingu.
Tato metoda vyuziva kapilarniho vzlindni. Pfenosovy pufr je denaturacni, takze
na membrané mame jednofetézcovou DNA (ssDNA - Single Stranded DNA),
ktera je ptipravena k hybridizaci se sondou.

Metoda Nothern blotting je analogiii Southernova blottingu. Vyuziva se
k identifikaci molekul mRNA. Protoze mRNA pfedstavuje pouhych 3 — 5% veskeré
RNA, je tfeba ji ze smési vyizolovat napiiklad pomoci afinitni chromatografie.
Analogicky postup pro pienos proteini z gelu na membranu byl nazvan Western
Blotting [66, str. 159].

Dalsi metodou je polymerazova fetézova reakce (PCR — Polymerase Chain
Reaction), ktera je zaloZzena na enzymatické amplifikaci vybraného useku DNA
v cyklické reakci o tfech teplotnich fazich [67, str. 487]. Modifikaci PCR vznikla

metoda reverzni polymerazové reakce (RT-PCR — Reverse Transcription PCR).
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U této metody se nejdiive pomoci reverzni transkriptazy prepiSe genetickd informace
z RNA do cDNA, ktera je nasledn¢ amplifikovana.

Polymorfni tandemové repetice mliZeme zjistit pomoci fingerprintingu,
vyuzivajici multilokusové sondy.

Metoda jednovlaknového konformaéniho polymorfismu (SSPC — Single-Strand
Conformation Polymorphism) je jednoduchy zptsob k detekci mutaci typu zamény
jedné baze. Je zaloZzena na poznatku, ze sdDNA V nativnhim (nedenetura¢nim)
polyakrylamidovém gelu (PAAG) ma rozdilny typ migrace v zavislosti na sekundarni
struktuie (konformace). Zaména baze zptisobi zménu konformace a nasledné rozdilnou
pohyblivost [68, str. 874].

Metoda denaturujici gradientové gelové elektroforézy (DGGE — Denaturating
Gradient Gel Electrophoresis) je zalozena na migraci dvouietézcové DNA (dsDNA —
double stranded DNA) pies PAAG s obsahem linearné se zvySujici koncentrace
denatura¢niho ¢inidla [69, str. 83].

Moznosti jak odhalit mutaci ¢i1 polymorfismus mize byt samoziejmé
1 sekvenovani, tato metoda je vSak velmi nakladna. Zakladni sekvenovani je metodou
Sangerovou, kdy denaturovanou DNA smichame s amplifikacnim mixem obohacenym
o dideoxynukleotidy, které ukoncuji syntézu vlakna. Reakce probihd na rtznych
vlaknech paralerné a dochézi k zastaveni na rtiznych trovnich. Kazdy dideoxynukleotid
ma svou fluorescencni barvu v zavislosti na typu baze, kterou nese, ktera se poté odecita
pii prachodu kapilarni elektroforézou. Po nasledné detekci nadm vznikne
elektroforeogram. Metodou sekvenovani nové generace je 454. U této metody dochazi
k ligaci denaturovanych fragmenti DNA na partikule, které se poté vkladaji do reak¢éni
smési spolu s olejem. VVznikne emulze, ve které prob¢hne tzv, emulzni PCR, a ktera se
rozetfe na pikrotitraéni desticku, kde se v kazdé jamce zachyti jedna kulicka. Dochazi
Kk pyrosekvenaci a detekci zableskll vedenych svétlovodi¢i do detektoru [70, str. 38].

V posledni dobé je diskutovdno vyuziti nanotechnologii zaloZzenych na DNA
Cipech. Pfikladem mlZzou byt pasivni bioCipy, kdy kratké neoznafené sondy,
které prezentuji jednotlivé geny, jsou naneseny na pfedem vymezené pracovni plosky
V miizce na specidlné upravené sklo nebo membranu. Na ¢io aplikujeme fluorescencné
znafenou smés vysetfované a normalni DNA a hybridiza¢ni signaly se poté snimaji
skenerem. VyuZzivat se daji i1 aktivni ¢ipy, kde kazda pracovni ploSka je vodivé spojena
se zdrojem napéti a méficim pfistrojem. Navazani DNA se projevi zménou napéti.

Vyhodou téchto €ipt je, Ze se daji opakované pouzit [66, str. 177].
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Pro detekci polymorfismi genit VKORC1 a CYP2C9 jsme zavedli metodu PCR
s reverzni hybridizaci na stripech. Vyhodou této metody je detekce vice vyznamnych
polymorfismii pro jeden vzorek na jednom stripu. V ramci zavedeni metody

do rutinniho provozu je metodu nutné validovat.

1.4.2 Validace a verifikace v laboratori

Validace a verifikace v laboratofi jsou provadény na zakladé Doporuéeni CSKB
o validaci a verifikaci analytickych metod v klinickych laboratofich ze dne 16. 11.
2004, [71] s pfihlédnutim k dopliiku Validace a verifikace molekularné biologickych
metod zalozenych na analyze extrahumanniho genomu ze dne... [72]. Rozsah
valida¢nich a verifika¢nich charakteristik se li§i dle charakteru metod.

Validaci definuje mezinarodni metrologicky slovnik [73] jako ovéfovani,
ze specifikované pozadavky jsou piimeéfené pro zamysSlené pouziti. Slovnik
managementu  kvality [74] charakterizuje validaci jako potvrzeni ziskané
prostiednictvim poskytnuti objektivnich dikazi, Ze pozadavky ne specifické zamysleni
pouziti nebo specifickou aplikaci byly splnény. Samotny proces validace se v laboratofi
provadi pouze u metod vypracovanych pracovnikem laboratofe (in house metody)
nebo u metod modifikovanych.

Verifikace je poskytnuti dikazu o tom, ze dana metoda spliluje specifické
pozadavky v dané laboratofi, ve které je provadéna. O verifikaci se mluvi v souvislosti
s vyrobky uvedenymi na trh vsouladu se zasadami Direktivy IVD 98P79 EC.
Dodrzovanim pozadavka Smérnice IVD 98P79 EC a aplikaci této smérnice do Nafizeni
vlady Ceské republiky ¢. NV453/2005 Sb [75, str. 207], je zajisténo spravné pouzivani
IVD MD in vitro diagnostickych lékafskych zafizeni, analytickych méficich ptistroju
a jejich pfislusenstvi (Cinidel, kalibratorl, kontrolnich materidld a diagnostickych
souprava v rutinnim laboratornim provozu a je zarucena vysokd uroven ochrany
pacientd i laboratorniho personalu).

Vzhledem k tomu, Ze se v nasi praci zabyvame zavedenim metody vyuzivajici
komeréné vyrabénou soupravu s IVD CE znackou, kterd se tidi zdsadami Direktivy IVD
98P79 EC, provadime pouze verifikaci metody.

V ramci zavedeni metody do provozu jsme jako verifikaéni charakteristiky

metody zvolili opakovatelnost, reprodukovatelnost a robustnost [76].
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Opakovatelnost

,Opakovatelnost je charakterizovana jako mira tésnosti souhlasu mezi vysledky
posloupnosti nezavislych méteni stejného vzorku analytu provedenych stejnou
metodou, stejnym experimentatorem, na stejném pristroji, na stejném misté, za stejnych
podminek v kratkém c¢asovém intervalu. Opakovatelnost je vlastnosti metody,
ne vysledku. Podminky opakovatelnosti jsou ty, pii nichZ se nezavislé vysledky zkousek
ziskaji toutéz metodou, na identickych zkouSenych jednotkach, v téze laboratofi,
tymz operatorem, za pouziti téhoz vybaveni, béhem kratkého ¢asového rozmezi* [77].

Opakovatelnost Ize tedy definovat jako piesnost za podminek opakovatelnosti [78].

Reprodukovatelnost

Reprodukovatelnost je tésnost souhlasu mezi vysledky méfeni stejného analytu
ve vzorku/vzorcich stejného materidlu, kdy jsou jednotlivd meéfeni provadeéna
za ruznych podminek (experimentator, pfistroj, misto, podminky, cas), avSak stejnou
metodou [77]. ,,Reprodukovatelnost lze tedy vyjadiit jako piesnost za podminek

reprodukovatelnosti” [78].

Robustnost
Robustnost je schopnost metody poskytovat piijatelné vysledky méteni
I v ptipadé, Ze dojde k malym odchylkam od méficiho postupu ¢i sloZzeni vzorku. Udava

spolehlivost metody pii béZzném pouzivani [77].

1.4.3 Validace metody s pouZitim komer¢éné vyrabénych diagnostickych

souprav s IVD a CE znackou

V piipadé€ pouziti téchto souprav je dovoleno provést pouze zkracenou validaci,
tedy verifikaci, k ovéteni, Ze souprava vykazuje stejné parametry pti praci v laboratofi,
jaké jsou uvedeny vyrobcem.

Manipulace s touto soupravou vSak podléha ptesné specifikovanym pravidlim.
Diagnosticka souprava se musi pouzivat pouze podle navodu a pro ucely deklarované
vyrobcem. Postup verifikace je v tomto piipade stejny jako Validace pievzaté metody.

Zkracena validace (verifikace) musi spliiovat ndsledujici parametry. Musi byt
uréeny parametry piesnosti, a to opakovatelnost, ktera je testovdna vzajemnym
porovnanim v jedné sérii v jednom dni nejlépe jednim pracovnikem (je doporuceno
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testovat jeden vzorek Sestkrat) a reprodukovatelnost, ktera se ovéfuje vzajemnym
porovnanim mezi riznymi sériemi (opét je doporuceno provéfit Sestkrat na jednom
vzorku). Dale je tfeba stanovit systém vnitini kontroly kvality a jeho dodrzovani.
Stanoveni robustnosti je ovéfovani metody vici ptripadnym odchylkdm zptisobenym
pouzitim napf. jiné polymerazy, jiného termocykleru ¢i jinych komponent [76, str. 59].

U verifikace téchto souprav je uvedeno i externi hodnoceni kvality molekularné
biologickych metod. Dle ptilohy II Doplitku k doporu¢eni vyboru Ceské spoleénosti
klinické biochemii o validaci a verifikaci analytickych metod v klinickych laboratofich
ze dne 16. 11. 2004 [72] bude po zavedeni do rutinniho laboratorniho provozu metoda
zatazena do systému externi kontroly kvality.

V ramci zavedeni nové metody se zavedly 1 nové Zadanky na toto vySetfeni
(obrazek ¢. 6).

Obriazek & 6: Zadanka na vySetieni polymorfismi VKORC1 a CYP2C9

Zadanka o vysetfeni polymorfizmi genii VKORC1 a CYP2C9 Lahoratorni CISIO.:
Ustav klinické blochemie a patobiochemie 2, LF UK a FN Motol Celkovy pocet poZadavki:
V UVALU 84, PRAHA 5, 2 - G, telefon: 22443 5313, potrubnl podta 5313, 6330 - - o

Prednosta: Prof. MUDr. R. Prisa, CSc. VK;;’ néhrady A_J ( —]

I

Materldl: P|n3a krev
D PGX Thrombo Strip Assay — PCR s reverzni hybridizaci

Vysetieni polymorfizmi VKORC1 a CYP2C9

ODDELENI: Telefon:

0 1 O O 0 O L O

GiSLO POJISTENCE POJISTOVNA Rodné &islo (pokud se lisi od éisla pojisténce)
Tl O CLI1]
PRIJMENI PsC Odbornost Diagnéza
e - i
[
T | [ ]
JMENO &z Datum Jmencovka a podps lekafe
PN Mol 32 Tecey $TVRD Neratamce 5 1o, Weastove T2 255 0! Berzar =l IVVETZIGE 311672876 1o 1N ':‘!
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2  Cil prace

Cilem prace bylo na zakladé ovéreni ziakladnich verifika¢nich parametri
metody (opakovatelnost, reprodukovatelnost a robustnost) zavést metodu
na identifikaci genotypti asociovanych s antikoagula¢ni terapii do rutinniho

laboratorniho provozu.
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3 Charakteristika metod

3.1  Reagencni souprava PGX Trombo na stanoveni polymorfismii

asociovanych s antikoagulacni terapii

K vySetfeni mutaci a polymorfismid monitorujicich antikoagula¢ni terapii jsme
zvolili komeréni soupravu PGX thrombo Strip Assay od vyrobce ViennalLab
Diagnostics. Podrobna specifikace diagnostické soupravy je v tabulce ¢. 5.

Tabulka & 5: Specifikace diagnostické soupravy PGX thrombo Strip Assay

od vyrobce ViennaLab Diagnostics

Katalogové |Nazev Baleni Dodavatel Vyrobce

Cislo

4-730 PGX Trombo Strip Assay |20 stripd PentaGen s.r.o |ViennalLab

TP05B SuperTag DNA 500 j (1000 |PentaGens.r.o |ViennalLab
polymeraza jednotek)

Pomoci této metody se vySetfuji polymorfismy genit VKORCI a CYP2CO.
V genu VKORCI1 se vySetiuje polymorfismus -1639 G>A a v genu CYP2C9
polymorfismy 430 C>T (CYP2C9*2) a 1075 A>C (CYP2C9*3), (obrazek ¢. 7).

Interpretace vysledki ze stripu je popsana v kapitole 4.1 Stanoveni genotypt ze stripu.

Obrazek €. 7: VySetirované polymorfismy na stripu

~—- Eerveny prouzek (homi East stupu)

JEEE] memne kontrolni prouzek

VKORC1  -1639 G>A
VKORC1 41639 G>A

CYP2CO 1075 A>C
CYP2CO 430 C>T
CYP2CO 1075 A>C
CYP2CO 430 C>T

L3 R Sy

el . zelen prouzek (spodai Est stripu)

Zeleny a éerveny prouzek — pro orientaci stripu
Kontrolni prouzek — prouzek pro kontrolu konjugace a barveni,
Cerveny a zeleny prouzek pro orientaci.(zbytecne, je dvakrat)
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3.1.1 Princip metody Obrizek & §:

Principem metody je Cyklus PCR
polymerazova fetézova reakce s reverzni
Jeden cyklus PCR reakce:
hybridizaci na  reagencni  stripy
s enzymatickou detekci. Cilem PCR je ?"°“1‘;‘ézc°“f’
oDonc 20000 emp
namnozeni vybranych useki DNA 195°C

e wana denAMUTAcCE templitu

do mnoha kopii, které po nasledné

hybridizaci dokaZeme lépe vizualizovat i Annealing primert
vzhledem K jejich mnozstvi. Prvnim ——
krokem PCR je denaturace dsDNA f—— _ —
pii teploté 95°C, ¢imz dojde k separaci j72c o i
na dvé ssDNA. Dalsim krokem je e
tzv. annealing, kdy dojde k hybridizaci amppe——t
primeri. na komplementarni mista
na sSDNA. Primery jsou useky nékolika e B ;E"ﬁ"hpnm e
desitek nukleotidt, které jsou navrzeny -
tak, aby hybridizovaly s ur¢itymi f:“": - ‘:’.m
S —UE e plit

sekvencemi a vymezily misto genu,

které nas zajima. Tento krok probiha Upraveno dle [83].

za teploty kolem 55°C, ale tato teplota je

variabilni v zavislosti na pouzitych primerech. Poslednim krokem je denaturace
probihajici pti 72°C. Pii tomto kroku se dosyntetizovdva DNA pomoci termostabilni
DNA polymerazy. Ta »sklada“ fetézec z jednotlivych nukleotida
podle komplementarity k templatu. Vysledkem jednoho cyklu PCR jsou dvé zcela
identické dsDNA (obrazek ¢. 7). PCR probiha v nékolika cyklech, kdy do nasledujiciho
cyklu vstupuji vzdy vSechny produkty z cyklu pfedchoziho. MnoZstvi kopii nadm tedy
exponencionalné roste podle vzorce 2", kdy n je pocet cykli. Na stripech je
nahybridizovand sonda, kterd odpovidd sekvenci hledaného polymorfismu.
Amplifikac¢ni produkt se zdenaturuje, aby se z dSDNA ziskala ssDNA, ktera je schopna
komplementarni vazby a pak uz dochdzi k hybiridaci, kterd je nasledné enzymaticky

detekovana [ 78, str. 1-23 ].
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3.1.2 Reagencie

Vsechny potfebné reagencie potiebné k provedeni jednotlivych krokd (izolace
DNA, amplifikace, hybridizace a detekce) jsou dodavany v jedné reagencni soupraveé

od vyrobce S vyjimkou DNA polymerazy, kterd je dodavana zvIast.

Obrazek €. 9: Testovaci strip

1. Lysis solution — lyza¢ni roztok - 50 ml

2. Gen*Tract Resin — pied kazdym pouZitim je nutné jej resuspendovat
3. Amplifika¢ni mix (zluté vicko) — ptipraven k pouziti, obsahuje 0,05%
Azid sodny (NaN3)

4. Taq Diluéni pufr (prihledné vicko)- diluéni pufr na pfipravu spravné
koncentrace Taq DNA polymerazy - obsahuje 0,05% NaN3

5. DNAT (modré vi¢ko) — obsahuje 1,6% NaOH (R36/38)

6. Hybridiza¢ni vanicky

7. Testovaci prouzky (stripy), (oObrazek ¢. 8)

8. Hybridizac¢ni pufr — pripraven k pouziti

9. Promyvaci roztok (Wash Solution A) — bilé vicko

10. Roztok konjugatu - obsahuje 0,05% NaN; a komplex streptavidin-
alkalicka fosfatdza

11. Promyvaci roztok (Wash Solution B) - obsahuje 0,05% NaNj3;

12. Barvici roztok (Color developper- obsahuje tetrazoliovou modf
(NBT — Nitro Blue Tetrazolium) a 5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat
(BCIP)

3.1.3 Pristrojové vybaveni

Ptesné nastavitelné mikropipety 1 pl- 10 pa 10 pl - 1000 pl
Orbitalni tfepacka (PST450 HL, Biosan)

Vyhtivany termoblok (Multiblock Lab Line)

Biohazardni box EBSCO Airstream Class |1
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Termocykler GeneQ thermal Cycler (Hangzhou Bioer Technology)
Termocykler PTC100 (MJ Research)

Centrifuga ALC 4214 (ALC International s r. 0)

Centrifuga Varifuge 3.0 (Heareus)[79]

Spotiebni material, ktery je zapottebi k zavedeni této metody zahrnuje 0,2 ml PCR
zkumavky (typ Vv zavislosti na pouzitém termocykleru), Spi¢ky (typ v zavislosti

na objemu pipetu), bunicina.

3.1.4 Pracovni postup Strip Assay

Odbér biologického materialu

Cerstva krev na izolaci DNA se odebere do zkumavky s EDTA nebo citratem.
Ke stanoveni lze pouZit 1 zmrazena krev odebrand do zkumavky EDTA nebo citratem
Nesmi se pouzit krev s pridavkem heparinu. Krev by neméla byt skladovéana déle nez 3
dny pti pokojové teploté nebo 1 tyden pii 2 — 8°C. Pouzita krev by neméla byt zmrazena
déle nez 1 rok a vice nez tiikrat opakované zmrazena a opét rozmrazend. Vzorky krve
pied vlastni izolaci vytemperujeme na pokojovou teplotu a promichdme pievracenim

zkumavky.

Pracovni postup zahrnuje pét zakladnich krokd, kterymi se budeme podrobnéji

zabyvat. Jedna se o izolaci, amplifikaci, hybridizaci a promyvani, barveni a detekci.
Izolace DNA

Izolaci DNA se zahaji vytemperovanim ptislusnych reagencii (Lysis solution
a GEN*TRACT) na pokojovou teplotu. Do 1,5 ml mikrozkumavky se $roubovacim
vickem se napipetuje 100 pl krve a piida se 1 ml Lysis Solution. Opétovnym
prevracenim Se obsah mikrozkumavky — promicha. Po 15 minutové inkubaci
pii pokojové teploté se zkumavky centrifuguji 5 min pii 3000 rpm (cca 1000 x g).
Po odsati 1 ml supernatantu se ptida 1 ml lyza¢niho pufru (Lysis Solution).
Po opétovném promichani nasleduje centrifugace po dobu 5 min pfi 12000 rpm
(cca 12,000 x g). Po odsati supernatantu se k 50 pul viditelného mékkého peletu prida
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200 pl resuspendované pryskyfice GEN*TRACT a smés se inkubuje 20 minut pii 56°C.
Po protfepani po dobu 10 sekund nasleduje 10 minutova inkubace pii 98°C
a opakované protiepani po dobu 10 sekund. Poté nasleduje posledni centrifugace 5
minut pti 12000 rpm. Vysledny supernatant ochlazeny na teplotu 0 — 4°C obsahuje
DNA templat vhodny pro okamzité pouziti v PCR. Pro dal$i uchovani je nutné
prepipetovat supernatant do Cisté zkumavky a uskladnit ho (pfi 2 — 8°C az tyden)

nebo zmrazeny pii -20°C.

Amplifikace

Amplifikace zacind nafedénim pracovni koncentrace (0,2 U/ul) Taq DNA
Polymerazy v Taq Dilu¢nim pufiru (Ciré vicko). Pro kazdy vzorek se piipravi jedna PCR
zkumavka, ktera se umisti na led. Do kazdé zkumavky se napipetuje 15 pul
Amplifika¢niho mixu, ktery se sklada z: 5 pl nafedéné Taq DNA Polymerazy (tj. 1 U)
a 5 ul vyizolované DNA. Pokud neni DNA vyizolovana izolaénim dle izola¢niho
protokolu navrzeného vyrobcem reagencni soupravy, doporucuje se pouzit DNA
s koncentraci 5 — 40 pg/ml (= 25 — 200 ng DNA na reakci). Zkumavky se pevné
uzaviou a predehieje se termocykler na 94°C. Po vlozeni reak¢nich zkumavek
do termocykleru se spusti amplifika¢ni reakce skladajici se z nasledujicich krokd:

Pre-PCR: 94°C/2 min

Vlastni reakce PCR: 94°C/15 s — 58°C/30 s — 72°C/30 s (celkem 35 cykla)

Amplifika¢ni produkty se vlozi na led nebo se uchovavaji pti 2 — 8°C pro dalsi pouziti.
Je mozné analyzovat produkty prostiednictvim elektroforézy v 2 — 3% agar6zovém

gelu. Délky fragmentt se nachazi v ptislusném originalnim manualu.

Hybridizace

Pted provedenim vlastni hybridizace se nastavi vodni hladina zhruba do "2 vysky
promyvaciho korytka. Vyhteje se lazen presné na 45°C (£0,5°C) a teplota se zkontroluj
kalibrovanym teplomérem. Vytemperuje se Hybridization Buffer a Wash Solution A
na 45°C. Testovaci prouzky, DNAT, Conjugate Solution, Wash Solution B a Color
Developer se nechaji vytemperovat pii pokojové teploté. Pripravi se promyvaci korytka

a vyjme se jeden prouzek pro kazdy vzorek pomoci ¢isté pinzety. Prouzkl se dotyka
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pouze V rukavicich. Prouzky se oznaci obycejnou tuzkou na okraji. Do spodni casti
korytka se napipetuje vzdy 10 pl DNAT (modré vicko) a 10 ul PCR produktu vzdy
ptimo do kapky DNAT. Vznikly roztok se promichd a po promichani zlstava modry.
Necha se 5 min inkubovat pfi pokojové teploté, potom se piida do kazdého sloupce
korytka 1 ml Hybridization Buffer (pfedehtatého na 45°C). Jemné se korytkem zamicha
a modrd barva zmizi. Prouzky se vlozi do pfislusného sloupce korytka s ozna¢enim
cervenou Carkou nahoru a uplné€ se ponofi. Inkubuje se 30 min pti 45°C na tiepané
platformé vodni lazn€. Nastavi se stiedni frekvenci tfepani (cca 50rpm), aby se tekutina
pohybovala, ale nestiikala ven. Vodni lazen se uzavie vikem, aby byla teplota stabilni.

Po skonceni inkubace se odsaje hybridizac¢ni roztok vakuovou odsavackou a okamzité

se pokracuje. Prouzky se nenechaji nikdy béhem celé procedury oschnout.
Promyvani

Nasleduje vlastni promyvani, kdy se ptida 1 ml Wash Solution A (predehiéatého
na 45°C) a stripy se kratce oplachnou (10 s). Odsaje se tekutina vakuovou odsavackou
a znovu se prida 1 ml Wash Solution A (45°C). Inkubuje se 15 min pii 45°C v ttepané
lazni. Posledni dva kroky (ptfidani Wash Solution A a inkubaci) se znovu zopakuji

a pristoupi se K vlastnimu barveni.
Barveni

1 ml Conjugate Solution se ptida ke stripim a zane 15 min inkubace
pii pokojové teploté na linedrni nebo orbitalni tiepacce. Tekutina se odsaje vakuovou
odsavackou a ptida se 1 ml Wash Solution B. Stripy se oplachnou, odsaje se tekutina
a opét se prida Iml Wash Solution B. Inkubace probiha 5 min pii pokojové teploté
na linedrni nebo orbitdlni tfepacce. Znovu Se odsaje tekutina vakuovou odsavackou
a prida se 1 ml Wash Solution B. Zopakuje se inkubace z ptedeslého kroku a opét se
tekutina odsaje. Nyni se ptida 1 ml Color Developer a inkubuje se 15 min pii pokojové
teplot¢ ve tm¢ na tfepaCce. Pfi pozitivni reakci se vytvoii purpurové prouzky.
Nékolikrat se prouzky oplachnou destilovanou vodou a ususi se ve tmé na filtracnim

papiru. Prouzky se nikdy nevystavuji intenzivnimu svételnému zafeni [79].
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Detekce

Fragmenty hybridizované na reagenc¢nich stripech se vyhodnoti pomoci software

Strip Assay Evaluator verze 2.0 a vys§i, dodavaného vyrobcem soupravy (Obrazek
¢. 10).

Obrazek ¢. 10: Vysledkovy list a zaznam hodnoceného stripu ze softwaru Strip

Assay Evaluator verze 2.0

2011-03-22

|assay Type | PGX-Thrombo StripAssay
Catalog No. 4-730, Revision 05/2007
Assay for the identification of genotypes associated with the response to coumarin anticoagulant therapy

Lot Number |-

Assay ID 2011-03-09 10:33
[Assay Date |Wednesday, March 09, 2011 - 10:33:25 AM

| Operator -
—
Sample ID | Strip 2 |
Patient \
Notes .
Result |VKORC1: -1639 G>A heterozygous; CYP2C9: *1/*1 |
[Details [VKORC1 (vitamin K epoxide reductase complex subunit 1):
; | -1639 G>A heterozygous
| [CYP2C9 (cytochrome P450 2C9):
‘ 1/ [
Etrip
‘ (i
l
o= -~ Red Marker Line (top) ‘
- - Control ‘—[ — R Mkex Line 109) |
| o o
1 e - } -~ VKORC1 -1639 G>A mutant [ [
| 2 - t - VKORC1 -1639G>A wild type EmdE ] e e
| ‘ Bt o bt ! — CYP2CO  1075A5C  mutent
- H - CYP2C9 1075A>C mutant L | —-CYP2C8  430CT  mutont
- P e CYP2CO 430C>T  mutant TR I&R W
. - ! .. CYP2C9 1075A>C  wild type ‘_"". - e
- - : - CYP2C9 430C>T  wild type [ |- i
| ¥ : |
‘ e -~ Green Marker Line (bottom) |
- |
I
|
| |
‘ 1
\ L
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3.2  Elektroforéza

Metodu elektroforézy jsme si zvolili jako dopliikovou pro kontrolu Cistoty
izolace DNA a amplifikace vzorku.

3.2.1 Princip metody

Principem metody je déleni latek bilkovinné povahy (v nasem ptipade
nukleovych kyselin) na zakladé¢ jejich odlisné pohyblivosti ve stejnosmérném
elektrickém poli v zavislosti na velikosti nukleové kyseliny, ktera je negativné nabita

a pohybuje se proto smérem od katody k anodé [80].

3.2.2 Reagencie

1. 2% agardza v 1x TBE pufru (0,04 M Tris-kyselina octova, 0,001 M EDTA)

2. Zasobni elektrodovy pufr 10x TBE (0,4 M Tris-kyselina octova, 0,01 M EDTA,
pH 8,0)

3. 10% Ethidium bromid

4. DNA marker (200 — 1500 bp)

5. nanaseci pufr (0,125% bromfenolova modr) [82]

Spotiebni material: mikrozkumavky 1,5 ml (eppenforfky), $pi¢ky, buni¢ina.

3.2.3 Pristrojové vybaveni

Piesné nastavitelné mikropipety 1 pl- 10 pa 10 ul - 1000 ul
Horizontalni elektroforeticka komirka
Zdroj napéti

UV transluminator

3.2.4 Pracovni postup

Ptipravi se 100ml 2% roztoku agarézy v 1x TBE pufru. Navazené mnozstvi
agar6zy (2 g) se dukladné rozvafi v pufru, aby vznikl Gplné ¢iry roztok. Ptida se 1 pl
ethidiumbromidu a dobie promicha. (Pozor! Pracuje se Vochrannych rukavicich,

ethidium bromid je mutagen a karcinogen!). Roztok agardzy se necha zchladit na 60°C,
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a potom se nalije do ptipravené vanicky s vlozenym hiebinkem tak, aby se vytvofil gel
o vysce asi 0,5 — 0,8 cm. Pomoci malé plastové pipety se odstrani vzduchové bubliny
a gel se necha asi 15 min tuhnout. Po dokonalém ztuhnuti gelu se opatrné vytahne
hiebinek a gel se vlozi do elektroforetické komurky naplnéné TBE pufrem. Gel musi
byt umistén tak, aby jamky pro nandSeni vzorkd byly blize ke katodé a to proto,
ze DNA pfi elektroforéze migruje smérem k anodé. Cely gel se musi pievrstvit asi 2 — 5
mm pufru. Vzorky pro elektroforézu se ptipravi smichanim 5 pl vzorku DNA se 3ul
nanaseciho pufru. Do jamky by mélo byt naneseno vice jak 10 ng DNA. Vzorky se
nanasi opatrné pomoci mikropipety tak, aby nedos$lo k rozliti vzorku mimo jamku.
Po naneseni vSech vzorkl se uzavie komtrka a pfipoji se ke zdroji elektrického napéti
a nastavime napéti 60 V, tzn. 1 — 5 V/cm gelu. Pti spravném zapojeni se na elektrodach
generuji bublinky jako produkt elektrolyzy vody a béhem nékolika minut zacne
bromfenolova modi migrovat z jamek smérem k anod¢. Elektoforéza se necha bézet asi
30 min a zastavi se vV dob¢, kdy bromfenolova modt urazi 2/3 drahy. Zdroj elektrického
napéti se vypne a odpoji se kabely. Gel se opatrné¢ vyjme, omyje destilovanou vodou
a prohlédneme pomoci UV transluminatoru [82].

Kontrola kvality této metody se provadi pomoci pouziti DNA markeru.
Ptitomnosti fragmentl je kontrolovéna elektroforéza v agar6zovém gelu v ptitomnosti
ethidium bromidu (lpg/ml). Pfi vizualizaci fragmentd v UV svétle je patrno 9
fragmenti DNA (200, 300, 400, 500, 600, 800, 1000, 1200 a 1500 pb). Fragment

o0 velikosti 500 bp je ve dvojnasobném mnozstvi (obrazek ¢. 11).

Obrazek €. 11: DNA marker 200-1500 pb

DNAmarker 200 - 1 500 bp
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4 Vysledky

4.1 Stanoveni genotypiu

Genotyp testovaného vzorku se urcuje pomoci prilozeného listu. Testované
stripy se umisti do navrzenych poli podle namalovaného schématu. Cerveny prouzek
na stripu je nahote a zeleny dole, poté se stripy prelepi lepici paskou.

Pozitivni reakce na hornim kontrolnim fadku indikuje spravnou funkci roztoku
konjugatu a barviciho roztoku. Tento prouzek by mél byt vzdy vybarven pozitivné.

Pro kazdy polymorfismus jsou na stripu 2 prouzky (mutant a ,,wild*“ type).
Na =zakladé¢ kombinaci jejich vybarveni se wurucje, zda je pacient pro dany
polymorfismus homozygot nebo heterozygot. Posledni variantou je homozygot, ktery
neni nosi¢em daného polymorfismu (obrazek ¢. 12). Pro vysledné vyhodnoceni neni

dilezita intenzita zabarveni signdlu ale ptitomnost signalu.

Obrazek €. 12: Hodnoceni genotypu

GENOTYPES
NOR HET HOM
mutant line -—-—Q— %_ﬁ
wild type Ine — — —_—
wild type line mutant line genotype

NCR positive negative normal
HET positive positive heterozygous
HOM negative positive homozygous mutant

Hodnoceni genotypt u polymorfismu genu CYP2C9 a jejich varianty jsou

znazornény v obrazku €. 13.
Obrazek €. 13: Hodnoceni CYP2C9 genotypu

CYPZCO GENOTYPES:

1 2 *

13 *ir2 23 *E3
1075 A=C midant e — 10T AT mutant
20T mubend b it Herlin — 430C>T  mutent
1075 MG widhype  —— — 0TS D wild boe
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4.2  Vysledky validace

Pfi zavadéni metody na detekci polymorfismt v genech CYP2C9 a VKORC1
jsme verifikovali nasledujici parametry — reprodukovatelnost, opakovatelnost

a robustnost.

Ptesnost za podminek reprodukovatelnosti byla testovana na 6 pacientskych a 1
kontrolnim vzorku opakované ve 3 na sob¢ nezavislych stanovenich. U vSech 6 pacientti
jsme nalezli ve 3 nezavislych sériich shodny genotyp. U kontrolniho vzorku jsme
nalezli shodny genotyp Vv prvnim a tfetim stanoveni. V druhém stanoveni se nepodatilo

kontrolni vzorek vyhodnotit (Tabulka ¢. 5).

Tabulka ¢. 5: Reprodukovatelnost

datum |5.11.| 41 | 9.3 [5.1L | 41 | 9.3, |511| 41 | 93, Vysledky mefent
méfeni | 2010 [ 2011|2011 | 2010 | 2011|2011 | 2010 | 2011 | 2011

VKORC1 CYP2C9 cyreco  [RESanvEeROn I

11639 G>A 1075 A>C 430 C>T VKORCL | W8
Pac. & 1 | N/N | N/N | N/N | N/N | N/N [ N/N [ N/N | N/N | N/N homoszglj”wm“ *1/%1
Pac. ¢.2 |M/N [ M/N | M/N | N/N | N/N | N/N [ N/N | N/N | N/N heterozygot *1/*1
Pac. &3 | N/N | N/N | N/N | M/N | M/N | M/N | M/N | M/N | M/N homozﬁgfj”vvﬂd“ *2/*3
Pac. &4 | N/N | N/N | N/N | N/N | N/N [ N/N [ N/N | N/N | N/N h°m°Z¥§;’ltj”Wild“ *1/%1
Pac. & 5 | M/N [ M/N | N/N | N/N | N/N | N/N | N/N [ N/N | N/N | heterozygot *1/*1
Pac. &6 |[N/N [N/N| 0 |N/N|NN| 0O [N/N|NN| 0 h°m°Z¥§;’Ltj”Wild“ *1/%1
K\‘/’;;glkm M/N| 0 |[M/IN|[NN| O [N/N[NN| 0 | NN heterozygot *1/*1

M/M — homozygot, M/N-heterozygot, N/N — homozygot wild typu
0 - nevyhodnoceno

Opakovatelnost byla testovana na jednom pacientském vzorku a jednom
kontrolnim vzorku stejnou metodou, stejnym experimentatorem, na stejném piistroji, na
stejném misté¢ a za stejnych podminek. Ve vSech 7 piipadech byl stanoven shodny
genotyp u pacientského a kontrolniho vzorku. Vysledky opakovatelnosti jsou shrnuty

v tabulce ¢. 6.
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Robustnost byla testovana stanovenim jednoho pacientského vzorku a jednoho

kontrolniho vzorku o zndmén genotypu ns dvou riznych termocyklerech (PTC 100 MJ

Research) a GeneQ BIOER). Ve vsech ptipadech byl na obou termocyklerech stanoven

shodny genotyp u pacientského i kontrolniho vzorku. Vysledky stanoveni robustnosti

jsou shrnuty v tabulce ¢. 6.

Tabulka ¢. 6: Opakovatelnost a robustnost

datum

o 30.3.2011 Vysledky méfeni Robustnost
mereni
VKORCL | CYP2co | cypacg | Wsledny | vysledny
enot enot Termocykler
1639 G>A | 1075A>C | 430C>T | oot | B80T y

Pac. ¢. 7 M/N M/N M/N heterozygot *2/*3 PTC100
Pac. ¢. 7 M/N M/N M/N heterozygot *2/*3 PTC100
Pac. ¢.7 M/N M/N M/N heterozygot *2/*3 PTC100
Pac. ¢.7 M/N M/N M/N heterozygot *2/*3 PTC100
Pac. €. 7 M/N M/N M/N heterozygot *2/*3 PTC100
Pac. ¢. 7 M/N M/N M/N heterozygot *2/*3 PTC100
Pac. €. 7 M/N M/N M/N heterozygot *2/*3 PTC100
ool M/N N/N N/N heterozygot *1/*1 PTC100

vzorek

Pac. ¢. 7 M/N M/N M/N heterozygot *2/*3 GeneQ
Pac. ¢. 7 M/N M/N M/N heterozygot *2/*3 GeneQ
Pac. ¢. 7 M/N M/N M/N heterozygot *2/*3 GeneQ
Pac. ¢. 7 M/N M/N M/N heterozygot *2/*3 GeneQ
Pac. ¢. 7 M/N M/N M/N heterozygot *2/*3 GeneQ
Pac. ¢. 7 M/N M/N M/N heterozygot *2/*3 GeneQ
Pac. ¢. 7 M/N M/N M/N heterozygot *2/*3 GeneQ
ol M/N N/N N/N heterozygot *1/*1 GeneQ

vzorek

M/M — homozygot, M/N-heterozygot, N/N — normal
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5 Diskuze

V ramci verifikace nové farmakogenetické metody jsme ovéfovali tii parametry,
reprodukovatelnost, robustnost a opakovatelnost. Ovéfeni parametri jsme provadéli
na sedmi vzorcich pacientti a jednom kontrolnim vzorku o znamém genotypu, ktery byl
ve vSech analyzach pouzit jako wvnitini kontrola stanoveni. Ve vSech analyzich
svyjimkou jedné analyzy pti verifikaci robustnosti byl stanoven stejny genotyp
kontrolniho vzorku. Ovéfeni robustnosti probihalo ve tfech na sobé nezavislych
analyzach ve dnech 5. 11. 2010, 4. 1. 2011 a 9. 3. 2011. Pfi druhé analyze nebylo
mozné vyhodnotit kontrolni vzorek z divodu nevybarveni stripu v oblastech
charakteristickych pro jednotlivé analyzované fragmenty (Obrazek ¢. 14). Vzhledem
k tomu, Ze kontrolni prouzek reagenéniho stripu, ktery charakterizuje spravnou funkci
konjugatu a vyvijeciho roztoku byl zabarven (obrazek ¢. 14), bylo mozné vyloudit
chybu pfi barveni a vyhodnocovani hybridiza¢niho stripu. Abychom vylou¢ili chybu pfi
izolaci DNA kontrolniho vzorku nebo pti amplifikaci, byl kontrolni vzorek analyzovan

elektroforézou v 2% agar6zovém gelu barveném etidiumbromidem (obrazek ¢. 15).

Obrazek €. 14: Nevybarveny kontrolni strip

Obriazek ¢. 15: Elektroforéza na 2% agarézovém gelu barveném etidiumbromidem

[pbl 1500 800 600 500 400 3 200 200 -1 500 bp

342 262 217
fragmenty PGX Thrombo
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Elektroforéza prokazala ptitomnost fragmenti o délkach 342, 262 a 217 bp
odpovidajicich jednotlivym variantam. Na zaklad¢ vysledkt elektroforézy tedy lze
usoudit, ze pravdépodobné doslo k chybé pii hybridizaci na reagenéni strip.

I pfes tento chybny vysledek vSak lze na zékladé¢ zhodnoceni vysledkl
verifikacnich parametri shoda ve vSech vysledcich opakovatelnosti i robustnosti
povazovat metodu za vylisovanou a je mozné ji uvolnit do rutinniho laboratorniho
procesu.

Polymorfismy je mozné vySetiovat fadou metod zarnujicich Siroké spektrum
postupti od RFLP az po sekvenaci, které jiz byly zminény v kapitole 1.4.1. Nasim cilem
bylo najit a zavést do laboratorniho provozu metodu, ktera je jednoducha, ekonomicky
vyhodna, dostupna, prakticka, reprodukovatelna a dostatecné specificka. PGX Thrombo
StripAssay tyto pozadavky splituje. Casova naroénost této metody je vzhledem ke své
vypovédni hodnoté nizka. Metodu lze provadét béhem jednoho dne, nebo je mozné
provadét metodu ve dvou dnech, kdy se v prvnim dni provede izolace DNA
s amplifikaci a druhy den hybridizace s naslednou detekci. Velkou vyhodou zvolené
metody je moZznost vySetfeni 3 polymorfismi ovliviiujici warfarinovou terapii na
jednom stripu. Pokud bychom chtéli pouzivat metodu RFLP, museli bychom
amplifikacni produkt vystavit pisobenim 3 rtznych restrikénich enzymi, ¢imz by se
zvysila jak ekonomicka a Casova narocnost, tak 1 narok na mnozstvi amplifikacniho
produktu. ZkuSenosti s typem této metody od ptislusné firmy jsme méli jiz diky
vySetieni polymorfismli asociovanych s onemocnénim kardiovaskuldrniho systému.
Velkou vyhodou je moznost vyhodnoceni stripi pomoci vyhodnocovaciho softwaru
dodévaného vyrobcem soupravy. [ pii softwarovém vyhodnoceni nemusi dojit k
uplnému vyhodnoceni reagencniho stripu. Velmi zdlezi zejména na spravné kvalité
scanovani. Proto je nutné provadét i nasledny vizualni odecet vysledkil pfimo ze stripu,
aby se zabranilo nespravné identifikaci. Nehodnoti se intenzita zabarveni signalu, ale
jeho pritomnost. Vysledky po vizualnim odecteni je mozno v softwaru editovat a tim

zaznamenat jejich spravnou interpretaci.
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6 Zavér

Na zaklad¢ wvysledki verifikace opakovatelnosti, reprodukovatelnosti
a robustnosti lze prokazat, ze metodu PGX Trombo Strip assay zalozenou
na polymerazové fetézové reakci s reverzni hybridizaci je mozné zavést do rutinniho
laboratorniho provozu. Zavedeni metody do laboratorniho provozu umozni rozsifit
spektrum dulezitych laboratornich analyz tykajicich se monitorovani antikoagula¢ni

terapie.
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7 Seznam pouzitych zkratek

A

Ala

Arg

AT

AT Il
a2-AP
BCIP

C

cDNA
CYP1A2
CYP2C9
CYP2C9*2
CYP2C9*3
CYP3A4
Cys

CSKB
DGGE

DNA
dsDNA
EDTA
FDA
FGN
Fll
Flla
FV
FVa
FVII
FVila
FVIII

Adenin

Alanin

Arginin

Antitrombin

Antitrombin 111

Alfa 2 antiplazmin

5-bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat

Cytosin

Copy deoxyribonukleova kyselina

Cytochrom P450, tiida 1, podtiida A

Cytochrom P450, tfida 2, podttida C, polypeptid 9

Cytochrom P450, tfida 2, podttida C, polypeptid 9 polymorfismus typu 2
Cytochrom P450, tfida 2, podttida C, polypeptid 9 polymorfismus typu 3
Cytochrom P450, tfida 3, podttida A, polypeptid 4

Cystein

Ceska spole¢nost klinické biochemie

Denaturating Gradient Gel Electrophoresis, denaturujici gradientova
gelova elektroforéza

Deoxyribonukleova kyselina

Double Stranded DNA, dvoufetézcova DNA

kyselinu ethylendiamintetraoctova

Food and Drug Administration, Sprava kontroly potravin a lé¢iv
Fibrinogen

Faktor 11

Aktivovany faktor I1

Faktor V

Aktivovany faktor V

Faktor VII

Aktivovany faktor VII

Faktor VIII
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FVilla Aktivovany faktor VIII
FIX Faktor 1X

FIXa Aktivovany faktor IX
FX Faktor X

FXa Aktivovany faktor X
FXI Faktor XI

FXla Aktivovany faktor XI
FXII Faktor XIII

FXllla Aktivovany faktor XIII
G Guanin

Gin Glutamin

Glu Kyselina glutamova
Gly Glycin

CHADS2 Congestive heart silure, Hypertension, Age, Diabetes mellitus, prior
Stroke - méstnava porucha srdce, hypehypertenze, stafi, diabetes
mellitus, ictus

INR International normalized ratio, mezinarodni normalizovany pomér

IVD MD In vitro diagnostic Medical Device

Leu Leucin

LMWH Low Molecular Weight Heparin, frakciovany nizkomolekularni heparin
Met Metionin

mRNA messenger Ribonucleotid Acid, messengerova ribonukleova kyselina
NBT Nitro Blue Tetrazolium, tetrazoliova modf

NCBI National Center for Biotechnology Information, Narodni centrum pro

biotechnologické informace

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man, online mendelovska dédi¢nost
u cloveka

P Pravdépodobnost

PAAG Polyakrylamidovy gel

PAI-1 Plazminogenem aktivovany inhibitor typ 1

PC Protein C

PCR Polymerase Chain Reaction, polymerazovy fetézova reakce

pH Potential of Hydrogen, vodikovy potencial

Phe Phenylalanin, fenylalanin
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PLG
Pro
PS
RFLP

RT-PCR
Ser

SNP
SOP
SSDNA

T

TAFI
TBE pufr
TF

Thr

TPA

Trp

Tyr

U

UFH
USA

uv

Val
VKORC1
VWF

Plazminogen

Prolin

Protein S

Restriction Fragment Length Polymorphism, polymorfismus restrik¢nich
fragmentt

Reverse Transcription PCR, reverzni polymerazovy reakce

Serin

Single Nucleotid Polymorphism, jednonukleotidové polymorfismy
Standardni operacni postup

Single Stranded DNA, jednofetézcova DNA

Thymin

Trombinem aktivovany inhibitor fibrinogenu.

Tris base, Boric acid and EDTA, tris baze, kyselina borita a EDTA
Tkanovy faktor

Threonin

Tkanovy inhibitor plazminogenu

Tryptofan

Tyrozin

Uracil

Unfractionated heparin, nefrakciovany heparin

United States of America, spojené staty americké

Ultraviolet, ultrafialové

Valin

Komplex vitaminu K epoxid reduktazy, podjednotka 1

Von Wilebrandtv faktor
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