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Faktory ovlivnujici biotransformaci

1. Interindividualni
e Zivociény druh
 Genetickeé faktory
e Pohlavi



Faktory ovlivnujici biotransformaci

2. Intraindividualni
e ek
e  Hormonalni vlivy
e Tehotentstvi
 Biologické rytmy
*  Stres
* Onemocneéni
e \yziva
 Intestinalni mikroflora
* Indukce a inhibice enzymu



Faktory ovlivnujici biotransformaci

Kvantitativni rozdily
Kvalitativni rozdily

Zpomaleni clearance — Toxicita
Zvyseni clearance — Selhani lécby



Mezidruhove rozdily

e Rozdily
 V zastoupeni, expresi a aktivité enzymu

* Nejcastejsi pokusné zvire - ...?
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Mezidruhove rozdily

e Rozdily
 V zastoupeni, expresi a aktivité enzymu

* Nejcastejsi pokusné zvire — potkan

 Nizka homologie lidskych a potkanich
izoforem CYP

¢ Reéeni?



Mezidruhove rozdily

e Rozdily
 V zastoupeni, expresi a aktivité enzymu

* Nejcastejsi pokusné zvire — potkan

 Nizka homologie lidskych a potkanich
izoforem CYP

*  Pro konkrétni mtb drahu vybrany urcity druh
zvirete, kde bude dosazeno nejpresnéjsi predikce
mtb premeény u cilového druhu.
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Mezidruhove rozdily - projevy

Jina biologicka dostupnost
 Jiny mtb ve strevech
 Jiny mtb béhem first-pass efektu
Prolécivo neni metabolizovano na aktivni latku

Jiny bio
U clové
U clové

ogicky polocas
<a aktivni metabolit (nepredp. vysoky uc.)

ka toxicky mtbolit (nepredp. vysoka tox.)



Genovy polymorfismus

 Vyskyt dvou a vice alelickych variant genu
e Vjedné populaci
 Nachazi se ve frekvenci vice nez 1 %



Genovy polymorfismus

Interindividualni variabilita
Kvalitativni a kvantitativni rozdily

Rozdily v genetické vybavé pro biotransformacni
enzymy a transportéry |éCiv

Mutace, delece, amplifikace genu



Genovy polymorfismus

Enzymovy defekt — autosomalné resesivni prenos
Enzymova aktivita je nizka = pomali metabolizatori (PM)

Duplikace genu — urychleni mtb
Rychli (RM) nebo ultra rychli metabolizatori (UM)

Heterozygoti — intermediarni metabolizatori (IM)

Homozygoti s normalnim genem — normalni
metabolizatori (EM)



Genovy polymorfismus

e Co muze byt zasazeno?
*  Rychlost transkripce
Stabilita mRNA
e  U¢innost translace
e Stavba enzymu
 Stabilita enzymu
 Substratova selektivita
 Katalyticka aktivita



Genovy polymorfismus

Defektni, chybéjici
Casteéné vadny

Funkéni zmény

Duplikace, amplifikace

Neprobiha mtb |éCiv
Snizeni rychlosti mtb 1éCiv

Zmeéna substratové selektivity, prip.
zvysena rychlost mtb léciv

Zvysena rychlost mtb IécCiv



CYP 1Al

Producent potencialné karcinogennich mtb PAH
Kuraci

4 polymorfni formy (nékteré: vice reaktivnich
metabolitu — riziko vzniku rakoviny)
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CYP 1A2

Kofein, teofylin
Warfarin, klozapin, fluoxamin, paracetamol
Karcinogeny, hepatotoxiny

Indukce: koureni, konzumace kofeinu

Pomali, normalni, rychli metabolizatori
(fenotypizace dle mtb kofeinu)



CYP 1B1

Prokarcinogeny (PAH), aflatoxiny, heterocykl. aminy
Steroidni hormony

Asociace s hormon dependentnimi nadory

Pomali (rychlejsi degradace enzymu), normalni,
rychli metabolizatori



CYP 2A6

Nikotin, nitrosaminy, aflatoxin B1
Indukce: glukokortikoidy (stres, namaha)
Polymorfismus — podil na vytvarcni kurackych
navyku a sile zavislosti:
Jraktivita - pomalejsi preména na kotinin
(nizsSi potreba cigaret, slabsi zavislost)
Jaktivita & nizsi riziko rakoviny plic
(prokarcinogenni nitrosamin NNK z tabakového
koure neni aktivovan)

Stres ovlivnuje kuracké navyky a spotrebu cigaret



CYP 2B6

Pesticidy, chemoterapeutika, antidepresiva
Cyklofosfamid — bioaktivace

Geograficky vyznamné rozdily

frekvence mutovanych alel:
CYP2B6*1 — 75 % (wild type)
CYP2B6*5 — 9 % (snizena aktivita)
CYP2B6*6 — 16 % (zvysena aktivita)
* 30 %bel.,, 40 % afroam., 60 % Papua-Nova G.



CYP 2C19

Omeprazol, diazepam, proguanil

EM: 4-hydroxylace S-mefenytoinu (antiepilept.) a
nasledné konjuguje s kys. Glukuronovou

PM: neni stereospecificky E — oba enantiomery
jsou odbouravany pomalou demetylaci na nirvanol



CYP 2D6

Beta blokatory, antiarytmika, antidepresiva,
neuroleptika, kodein,...

Neni indukovatelny
Vysoka variabilita
Biomarkery — spartein, debrisochin, dextrometorfan



CYP 2E1

Etanol, polutanty (PAH, nitrosaminy, org.
rozpoust.), paracetamol,...

Polymorfni alely jsou spojeny s vyssim rizikem
vzniku rakoviny (napr. plic) a alkoholismem



CYP 3A4

Vysoka variabilita (dana ale spise inhibici/indukci)
Obecné velmi vzacné polymorfismy

Polymorfismus PXR (regulace exprese 3A4)

P-gp
Polymorfismus — 26 variant
Modulace aktivity transportéru



Alkohol/aldehyddehydrogenaza

. ADH1A2*1 —riziko vzniku alkoholismu
Vax J€ Nizké — zvysené riziko

e ADH1A2*2
*  Vyax € VysSi — nizsi riziko
e  Ztrata aktivity anzymu — hromadéni
acetaldehydu — zrudnuti, nauzea — averze k alk.
e AZ50 % populace asiatu



N-acetyltransferaza 2

PM: pomala acetypace a riziko vzniku hepatitidy,
neurotoxickych poruch ¢i karcinomu moc. méchyre

PM —90 % arabské populace, 50 % USA a Evropa,
5-10 % asiatu
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Metyltransferazy

« Katechol-O-metyltransferaza (COMT)
e PM: 25 % bélochu

e RM: 25 % bélochu (selhani |[écby levadopou u
Parkinsonovy choroby)

Thiopurin-S-metyltransferaza (TPMT)
 Thiopurin, azoprin (lymfoblastic. leukémie)
e |[M+PM: myelotoxicky efekt (Uzké terap. okno)
e Jedno z prvnich fenotypovani na TPMT



UDP-glukuronosyltransferaza

Crigler-Najjaruv syndrom
e Zcelachybi UGT1A1

e  Umrti novorozenct disledkem poskozeni
mozku bilirubinem

Existuji i mirnéjsi varianty (snizeni aktivity na 20 %)

e UGT1A1*28 — Gilbertlv syndrom (30 % aktivity)
e 5-15 % bélochu



Farmakogenetika

Proc lidé reaguji na podani stejného |éCiva ve
stejné davce ruzné?

Studium vztahu mezi genetickou informaci jedince
a ucinkem léciva - sleduje vliv jednotlivych
genetickych variant v populaci na ucinek podané
latky.

Komplikovanéjsi situace: zasahuje-li geneticky
polymorfismus do farmakodynamickych procesu
nebo je zavisly na interakci nékolika genu



Farmakogenetika

Exprese genu muze byt nizsi nebo vyssi u ruznych
etnickych skupin nebo zaviset na fazi vyvoje
organismu (novorozenci, déti, adolescenti, dospéli)

Napr. antidepresivum paroxetin (ze skupiny
selektivnich inhibitoru zpétného vychytavani
serotoninu - SSRI) = vyvolava u pacientl mladsich
18 let sebeposkozujici az sebevrazedné jednani na
rozdil od pacientu dospélych, kde k témto reakcim
nedochazi



Farmakogenetika

Sledovani predevsim jednobodovych mutaci.
Mapovani lidského genomu

Souvislost mezi variabilitou v sekvenci DNA a
klinickou odpovedi na |écbu.



Farmakogenetika

Nestandardni reakce na podani IéCiva

N/

Indikace k vysetreni polymorfismu
Urceni genotypu
Analyza DNA — PCR, Cipy

1x za zivot

Klinici: zbytecné, staci hladiny léCiv



Farmakogenetika

Vzorek DNA

PCR — amplifikace varizntnich alel
Transkripce RNA + fluorescencni znacka
Cip (parovani s oligonukleotidy)
Detekce fluorescence



Farmakogenetika

e Urceni fenotypu
* Podani specifického substratu

. Detekce a kvantifikace substratu a metabolitu v
biologickém materialu (HPLC-MS)

 Stanoveni vysledné enzymove aktivity (vicekrat)
e  Pomér substrat/metabolit
e PM —vysoky

eVvVvvVvV/



Farmakogenetika

* Genotyp
 Kvalitativni odhad
. Fenotyp

Kvantitativni odhad

e Jiné prostredi, dieta (indukce/inhibice)
*  Drug monitoring

e Potvrzeni



Polymorfismus a onko onemocneéni

e 5-10 % nadoru na podkladu kauzalnich genu
e BRCA1/2 - karcinom prsu
e  MLH, MSH — karcinom tlustého streva

e Moznosti lécby
 Prevence rizikovych faktoru (gen. | vnéjsich)
e ZlepsSovani diagnostiky
 Vyvoj farmakoterapie aj. typu lécby



Polymorfismus a onko onemocneéni

e Ué&innost chemoterapie:
e  Aktivita biotransformacnich enzymu
 |Inaktivace cytostatika
Aktivace proléciva
e  Aktivita transportéru
e Vstup léciva do bunky
Eflux z bunky

e  QObrana a variabilita bunky (opravy DNA,
bunécny cyklus, mezibunécna komunikace)



Polymorfismus a onko onemocneéni

e Aktivita enzymu zavisi na:
 Genové expresi (hladina mRNA)
 Vlivtrans-elementu (transkripcni faktory)
e Stabilita RNA
* miRNA
 Sestrih RNA
e Polymorfismy v kodujicich genech
e Metylace regulacnich sekvenci (promotory)



Polymorfismus a onko onemocneéni

Studium prediktivnich biomarkeru
(personalizovana terapie)
Studium genetické variability enzymu
biotransformace a transportu cytostatik



Geneticka informace

Latky obsazené v potravé pusobi primo ¢i neprimo
na lidsky genom a meéni tak jeho strukturu Ci
genovou expresi.

Nutricni vlivy mohou byt ruzné vyjadreny u jedincu
s ruznou genetickou vybavou (nutrigenetika) nebo
nutri¢ni vlivy mohou primo regulovat expresi genu
(nutrigenomika).

Za urcitych okolnosti muze byt dieta u nékterych
jedincu vyznamnym rizikovym faktorem vzniku
rady chorob.



Pohlavi

e Potkani
e 1932 —poprveé popsana rozdilnost
« Usamcu je metabolicka kapacita vyssi
e  Soucast prekliniky

. Pozor na mezidruhovou variabilitu.



Vek

Zacatek a konec zivota je provazeny obecné
snizenim metabolismu xenobiotik

Vyvoj nékterych enzymu je Casove specificky

Seniofri
Vek
Polyfarmakoterapie
Onemocnéni
— Pokles clearance



K

Senio

Zvysené mnozstvi tuku Zvyseny V a t, , lipofilnich leciv

Snizené mnozstvi celk. vody Zvysena plazmaticka konc. hydrofilnich |éCiv
Snizeny prutok jatry J eliminace |éCiv s vysokym firs-pass efektem
Snizena hmotnost jater Snizena rychlost eliminace

Snizeny pratok ledvinami Snizena exkrece hydrofilnich |éCiv a metabol.

Snizena glomerularni filtrace Snizena exkrece hydrofilnich 1é¢iv a metabol.



Tehotenstvi

e Metabolismus xenobiotik pod vlivem hormonu
hypofyzy, pohl. Hormonu, glukokortikoidu,
hormonu stitné zlazy a insulinu.

e ZvysSeni progesteronu
e Potkan —snizeni mtb xenobiotik
e  Clovék — etika
 QOjedinélé studie — zvyseni CYP2D6



Onemocheni

. Jaterni onemocneéni

*  Snizuji clearance a prodluzuje biologicky
polocas.

 Vdusledku multiplicity jaternich enzymu
podilejicich se na biodegradaci nemusi
onemocnéni ovlivnit clearance ani biologicky
polocas.

« Nadorové onemoc. — snizeni biotransformace
e Onemoc. Srdce — snizeni prutoku — snizeni mtb
 Toxicky ucinek az koma



Onemocheni

Ledvinné onemocnéni
 Renalni clearance je ovlivhéna

e Zmeénami ve vazbeé na bilkoviny (zmény
objemu)

« Krevnim prutoku (onemocnéni srdce)
Poctu funkcnich nefront (nemoc. ledvin)



Vyziva

Vliv na aktivitu CYP

Nedostatecny prijem MK, lipidU, proteinu
(pokles aktivity)

Ne u vSech — CYP2E1 (aktivita roste pfri
hladoveéni)

Sacharidy — uvazovany vliv na hormonalni
hladiny a pres né na CYP

Modulace aktivity CYP pridatnymi latkami
(konzervanty, barviva,...)

Interakce léciv a slozek vyzivy



Nutrigenomika

Chemickeé latky obsazené v bézné potravée ovlivnuji
rovnovahu mezi zdravim a nemoci po interakci s
genomem jedince

Latky obsazené v potravé pusobi primo ¢i neprimo
na lidsky genom a meéni tak jeho strukturu Ci
genovou expresi

Nékteré z cilovych genu pro latky obsazené v
potraveé ovliviuji nastup, incidenci, pribéhu a
zavaznosti nekterych chronickych chorob



Nutrigenomika

Stravovaci navyky u nékterych jedincu vyznamnym
rizikovym faktorem vzniku rady chorob

Stravovaci navyky mohou ovlivnit rovnovahu mezi
stavem zdravi a nemoci - zavislost na konkrétni
genetické vybave jednotlivce



Nutrigenomika

Nutrigeneticka interakce:
a) Staticka interakce

Perzistence laktazy - bodova mutace v promotoru
genu kodujiciho laktazu = zpusobila pretrvavajici
expresi genu a zabranila tak prirozenému
vyhasinani funkce laktazy v dospélosti

U mladat savcu (i clovéka) funkéni laktaza -
stepeni laktozy pritomné v mléce na
monosacharidy



Nutrigenomika

Nutrigeneticka interakce:
a) Staticka interakce

Exprese laktazy v enterocytech tenkého streva
podléha kontrole v prubéhu vyvoje: (a) je
utlumena v prubéhu fetalniho obdobi, (b) zvysuje
se okolo porodu a (c) klesa po odstavu

Cast dospélych pfirozené laktdzu netoleruje
Kulturni adaptaci na intoleranci laktozy predstavuji
kysané mlécné vyrobky s nizsim obsahem laktozy a
nekdy i pritomnosti bakterii secernujicich laktazu
(Lactobacillus acidophilus)



Nutrigenomika

Nutrigeneticka interakce:
b) Dynamicka interakce

Muze dochazet k rozdilné odpoveédi na zménu
dietniho rezimu dle genetické vybavy jedince

Pri sledovani muzské kohorty v obdobi 1988-1996
doslo k vyrazné zmeéné slozeni stravy - ale pouze u
nositelt alely CC-204 genu CYP-7A1, ktery kéduje
cholesterol-7alfa-hydroxylasu doslo k redukci hladin
cholesterolu, nositelé alely AA-204 na zménu diety
nereagovali




Nutrigenomika

Personalizovana dieta?

Geneticka vybava

Fenotyp jedince

Onemocnéni jedince
Farmakoterapie (aktivace/inhibice)



Dékuji za pozornost



