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1. Co je farmakogenetika a co

farmakogenomika a jaka jsou
jejich teoreticka vychodiska




Néco malo z historie

Termin: ,,Farmakogenetika“
1959 Friedrich Vogel

Termin: ,Farmakogenomika“
1997 7?7

Nastdva exponencidlni nardst
praci s touto tematikou

PubMed: pres 27 tisic védeckych publikaci, témeér 600 od pocatku roku




TEORETICKA VYCHODISKA

FARMAKO genetika

Véda o dédicnosti

Véda zabyvajici se plisobenim
|éCiva na Zivy organismus
a naopak

FARMAKO genomika

Podobor mol. biologie
zabyvajici se lidskym genomem
jako celkem




DEFINICE

jsou
obory zabyvaji se otazkami FARMAKOLOGIE
+¢* jak pusobi lék na pacienta (farmakodynamika)
+» jak pusobi pacient na lék (farmakokinetika)
z Uhlu pohledu genetiky, resp. genomiky

g N\

FARMAKOGENETIKA FARMAKOGENOMIKA
Studium jednotlivych gen( Studium celého genomu a
zapojenych do jeho ovlivnéni léCivem
farmakologickych procesu




DEFINICE

FARMAKOGENETIKA

X
FARMAKOGENOMIKA

Oba pojmy jsou nékdy zameénovany....



DEFINICE

FARMAKOGENETIKA studuje rozdilné ucinky lé¢iva u
rozdilnych pacientu in vivo, které jsou dany pritomnosti dédicnych
variant gend.

Farmakogenetika se zaméruje na variabilitu pacientu

FARMAKOGENOMIKA studuje rozdilné ucinky potencialnich

|éCiv in vivo i in vitro na genovou expresi jako celek. Hodnoti
expresni profily.

Farmakogenomika se zaméruje na variabilitu potencidlnich lécCiv



2. Molekularne biologicka podstata

genového polymorfismu a
nasledky mutaci




JAKA JE PODSTATA
VARIABILITY GENU?

Je to existence
nékolika ALELOVYCH VARIANT kazdého genu,
které vznikly béhem evoluce mutaci
a dédi se z rodicu na déti



Jednotlivé variantni alely genu se lisi v DNA strukture

Tyto rozdilné ,variantni“ alely kéduji rozdilné
yvariantni proteiny“

(enzymy, receptory, iontové kanaly, strukturni
proteiny, membranove transporteéry....)



ALELOVA VARIANTA S FREKVENCI > 1%

\ 4

COMMON GENE POLYMORPHISM
(bézny genovy polymorfismus)
Polymorfni (variantni) alela

ALELOVA VARIANTA S FREKVENCI < 1%

¥

VZACNA ALELOVA VARIANTA

Mutantni alela



VYSKYT
alelovych variant se lisi

mezi ﬁ mezi
jednotlivcemi

populacemi

Rozdily mezi populacemi komplikuji
farmakogenetické klinické studie




Priklad populacnich rozdilu

Relativni alelicka frekvence CYP2D6 variantnich alel (v %)

Alelicka frekvence (%)
Kavkazska | Asiska Afro- Arabska

americka
populace populace populace
yopulace

CYP2Do6

Schimizu et al. Drug Metab. Pharmacokinet. 18 (1): 48-70, 2003.
Ingelman-Sundberg. Pharmacogenomics J. 5(1): 6-13, 2005.




ALELOVE VARIANTY
VZNIKAJI MUTACI

1) BODOVE MUTACE

- zaménové (substituce)
- posunové (delece, inzerce) - frameshift

Nejcastejsi mutaci je zaména jediného nukleotidu =
= single nucleotide polymorphism = SNP (pfes 90 %)
= jednonukleotidovy polymorfismus

V soucasné dobé nalezeno asi 2 miliony SNPs-U



ALELOVE VARIANTY
VZNIKAJI MUTACI

2) TANDEMOVE REPETICE

- minisatelity (VNTR)
(10-60 nukleotidu, vznikaji inzerci nékolika kopii)

- mikrosatelity (STR)
(2-6 nukleotidl opakujici se az 60x)

Nejbéznéjsi typ: CACACACA... tvori 30-60%
dinukleotidovych repetic




Klinické nasledky mutace
zavisi na jeji
LOKALIZACI

1. Mutace v oblasti kodujici casti genu (exonu)

2. Mutace v regulacnich oblastech genu
(obecné 5' useku genu)

3. Mutace v oblasti rozhrani exonu a intronu

4. Mutace v nekédujicich oblastech genu
(intronu)



Klinické nasledky mutace
zavisi na jeji
LOKALIZACI

Regulaéni oblast genu Introny

4.—./4.—./\H
e

Exony

Rozhrani exon/intron



CO MA VETSI DOPAD NA
FUNKCNOST
KODOVANEHO PROTEINU

ZAMENA NUKLEOTIDU (zamé&nové mutace)

' 4

Vede ke zméné jediné AK

nesynonymni nebo nonsense
mutace

L

Nevede ke zménée AK
(synonymni (ticha; silent) mutace

DELECE, INZERCE (posunové mutace)

/meéna cteciho ramce »

zmeéna vsech AK od mista mutace,
pripadné predcasny vznik stopkoddnu




ZAMENA (SUBSTITUCE) NUKLEOTIDU(-U)
LOKALIZOVANA

\/

** na rozhrani exonu a intronu

\/

** v regulacnich oblastech genu

Maiji stejny klinicky dopad na funkcnost kédovaného
proteinu jako posunové mutace



Synonymni (tiché) mutace
Nesynonymni mutace

Nonsense mutace

G

U
Uuu

fenylalanin

tyrosin | UGU | cystein

UucC

fenylalanin

tyrosin UC—IC| cystein

UUA

leucin

stop UGAJ| stop

UUG

leucin

stop UGG | tryptofan

cyu

leucin

histidin | CQUQ arginin

cuc

leucin

histidin arginin

CLIA

leucin

glutamin arginin

CUG

leucin

A

izoleucin

treonin

glutamin arginin

asparagin serin

AUA

izoleucin

treonin

asparagin serin

izoleucin

treonin

lysin arginin

ALG

metionin

treonin

lysin arginin

valin

alanin

valin

alanin

kys. glycin
asparagova glycin

valin

alanin

valin

alanin

kys. ghycin
glutamova ghycin




NASLEDKY MUTACI

1. Mutace v oblasti kddujici ¢asti genu (exonu)

|

zména AK v proteinovém retézci

" zména aktivity metabolickych enzymu, vazebna afinita
k substratu

" zména transportni aktivity membranovych proteinu

= zmeéna ve strukture receptoru, bunécnych strukturach

= zmeéna elektrofyziologie iontového kanalu

= zmeéna Vv proteinech signalnich kaskad



NASLEDKY MUTACI

2. Mutace v regulacnich oblastech genu

(promotor nebo obecné 5' useku genu)

|

Zmeéna genoveé exprese

* nedostatek nebo nadbytek kddovaného proteinu
(enzym, strukturni protein, receptorovy nebo
kanalovy protein...)



NASLEDKY MUTACI

3. Mutace v oblasti rozhrani exonu a intronu

1

chybny sestrih primarniho transkriptu
pre-mRNA na mRNA

= zkraceni nebo prodlouzeni proteinového retézce
= ztrata nebo omezeni funkénosti kddovaného
proteinu, vyjimecne nabyti noveé funkce.



NASLEDKY MUTACI

4. Mutace v nekodujicich oblastech genu

1

Primy vliv na proteinovy retézec nemaji, presto
mohou mit zprostredkovany klinicky dopad

Az 97% genomu clovéka jsou tzv. nekodujici oblasti.
Nekteré useky jsou velmi konzervativni a maji
regulacni funkce. (,,Ostrovy genetické stability®).
Jsou velmi dulezité pro preziti jedince



SHRNUTI

Rozdilna geneticka vybava je zodpovedna za
individualni rozdily ve
farmakokinetice/farmakodynamice:

< U¢innost/neucinnost poddvaného lé¢iva
¢ VVyskyt zavaznych nezadoucich ucinkd

Common Gene polymorphism

Bézny genovy polymorfismus



Rada gen0 je polymorfnich, oviem NE kazdy genovy
polymorfismus ma klinicky viditelny dopad

GENOVE POLYMORFISMY

1. Ovlivnujici farmakokinetiku
2. Ovlivnujici farmakodynamiku

3. Asociované s rizikem vyskytu
patologii



Kde se v lekove odpovedi uplatnuji
proteiny

/ protemny

Distribuce leciva

Zmeéna prodrug léCiva | «— Enzymy
na ucinnou latku

Vazba lééiva na cilovou | 4| Strukturni || Enzymy
strukturu — drug targets proteiny l
Vazba na receptor a Zmena iontoveho Enzymova
spusteni signalni hospodarstvi a reakce
kaskady elektrofyziologie buriky

Enzymy; membranove
transportni proteiny;

Eliminace léciva | <«




Ovlivnujici
FARMAKOKINETIKU —
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ABSORPCE, DISTRIBUCE A EXKRECE LECIV

Geny kodujici transportéry a membranové prenasece

= Aniontové, kationtové a peptidové prenasece
napr. OAT1 az 3, OATP8, OCTN2, PepT1, OATP1B1 (SLCO1B1)
= Proteinové transportéry s multidrug rezistenci
MRP1 az MRP6
= P-glykoproteinové transportéry s multidrug rezistenci
MDR1 (ABCB1 gen), MDR3, SPGP...

KLINICKY DOPAD:

= Tvorba pozménénych, nefunkcénich transportéru
= Nedostatecné mnozstvi transportnich proteinu
= 7ména vazebné afinity prenasecu k substratum




Ovlivnujici
m FARMAKOKINETIKU |
* METABOLISMUS LECIV

Geny koduijici biotransformacni enzymy

- : 2" wom— )
R * 1 _'_’ D) y

Enzymy l. biotransformacni faze

¥ Enzymy cytochromu P 450: CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4
% MTHFR (metylen tetrahydrofolat reduktaza)
% DPD (dihydropyrimidin dehydrogendza) (5-FU)

Enzymy Il. biotransformacni faze

#* TPMT (thiopurin S-methyl transferaza)

% NAT1, NAT2 (N-acetyl transferazy)

#* UGT1A1 (uridin-difosfat glukuronosyl transferdza 1A1)



KLINICKY DOPAD:

= Snizeni/ zvyseni aktivity daného enzymu
=  7Zména vazebné afinity k substratim

SNIZENI AKTIVITY enzymu

Zpomaleni metabolickych déjia ->
- zpomalené odbouravani léCiva =
- hromadéni lIéciva v organismu =
-> rust nezadoucich ucinkli az intoxikace

U PROLECIVA miiZe sniZzena aktivita enzymu znamenat
vytvoreni nedostatecného mnozstvi aktivniho metabolitu
a nedostatecnou ucinnost léciva




KLINICKY DOPAD:

Snizeni / zvyseni aktivity daného enzymu
Zmeéna vazebné afinity k substratim

ZVYSENI AKTIVITY enzymu

Zrychleni metabolickych déju -
- zrychlené odbouravani léciva =
- nedostatecné mnozstvi léciva v organismu -
- nedostatecna ucinnost léciva




GENOVE POLYMORFISMY
versus
LEKOVE INTERAKCE

Pozor na situaci, kdy enzymova aktivita jiz

snizena geneticky je dale utlumena pfitomnosti
INHIBITORU muze byt velmi nebezpecné predevsSim
za situace, ze neexistuje alternativni cesta
odbouravani léciva jinym enzymem.

Lékové interakce mohou byt klinicky zavaznéjsi u
pacientu s variantnimi alelami v genech kddujicich
biotransformacni enzymy




DVA DULEZITE POJMY...

GENOTYPIZACE je stanoveni genotypu = homozygot pro
standardni alelu, heterozygot, homozygot pro variantni alelu

FENOTYPIZACE je zarazeni pacienta na zékladé vysledk(i

meéreni aktivity enzymu (TDM) mezi ultrarychlé, rychlé, stredni,
pomalé metabolizéry dle metabolické aktivity daného enzymu
nebo izoenzymu

OBA PRISTUPY MAJi VYHODY | NEVYHODY



GENOTYPIZACE (Laborator Iékaiské genetiky)

Vyhoda:
Genotyp se po cely zivot cloveka neméni, jeho stanoveni Ize
udélat jednou na cely zivot

Nevyhoda:

Samotné urceni genotypu v daném genu nam nic nerekne o

" interakci s vnéjsim prostredim (interagujici dal3i 1é&iva nebo slozky
potravy)

» kompenzacni schopnosti organismu (pfitomnost dalsich
genovych polymorfismi??)



FENOTYPIZACE (TDM monitoring)

Vyhoda:

Stanoveni fenotypu (aktivity enzymu) v jednom konkrétnim
Case je schopno zachytit vSechny vlivy soucasné (genetické i
negenetické), ale v jednom konkrétnim cCase

Nevyhoda:
Skutecna aktivita enzymu je velice proménliva v Case (z hlediska
negenetickych faktoru), je nezbytné provadét stanoveni

opakované.

RMs - rapid metabolisers HH

IMs — intermediate metabolisers H

S = standardni a.
V = variantni a.

PMs — poor metabolisers




Ovlivnujici
FARMAKODYNAMIKU

=
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GENY KODUIJICI PROTEINY, KTERE JSOU CILOVYMI
STRUKTURAMI LECIV

= Receptorové proteiny
B., B,, Bs rcp....Receptory pro dopamin, serotonin, angiotenzin I,
sulfonylureu, estrogenovy , glukokortikoidni, ryanodinovy receptor

= Cilové enzymy (,,drug targets” pro léciva)
VKORC-1, ACE, LTC-4 syntaza, cholesterol-7%-hydroxylaza

PROTEINOVE SLOZKY SIGNALNICH KASKAD

Podjednotky G-proteinu, signalni molekuly

I LECIVO MA SNIiZENOU
UCINNOST NEBO JE NEUCINNE



Asociovaneé s rizikem
vyskytu patologii

GENY KODUIJICI PROTEINY S VYZNAMNOU FUNKCI :

= v metabolismu endogennich latek

ALOX5 + LTC4 syntaza. Enzymy katalyzujici tvorbu leukotriend.
Polymorfismy asociovany s vyskytem ASTMATU.

Cholesterol-7-a-hydroxylaza. Enzym katalyzujici pfeménu
cholesterolu na zluCové kyseliny. Jeho hladina neprimo koreluje s
hladinou cholesterolu v plazmé = HYPERCHOLESTEROLEMIE.

AMPD = adenosin monofosfat deaminaza. Klicovy enzym
pro katabolismus adeninu a adenosinu. Ma vyznam pro
metabolismus svald = METABOLICKA MYOPATIE.



" v bunécnée signalizaci
Receptor pro LDL ¢astice = FAMILIARNI HYPERCHOLESTEROLEMIE
CCR5 receptor = REZISTENCE K AIDS
Gen LQT3 (SCNA) pro a-podjednotku I, & BRUGADUV SYNDROM
Gen LQT1 (KCNQ1) pro a-podjednotku I, = TEZKY PRUBEH LQTS

= v aktivaci/inaktivaci imunitniho systému
produkce cytokinU, proces adheze leukocytd, ...
Glykoprotein ICAM1 = ZANETLIVA ONEMOCNENI
HLA systém = PREDISPOZICE napf. SLE nebo K CELIAKII
NOD2/CARD15 = CROHNOVA CHOROBA

KLINICKY DOPAD:

U nositell variantnich alel (zvl. u homozygotu) je
signifikantne vyssi riziko VZNIKU patologického stavu,
pfipadné hrozi ZAVAZNEJSi PRUBEH ONEMOCNENI




3. Priklady klinicky

vyznamnych genovych
polymorfismu




ZNACENIi GENOVYCH

POLYMORFISML e
Rt e O ORFISMU RS o e e
ki AR R SR

1. Trivialni znaceni - SNP (substitué¢ni mutace)

_‘—> na urovni PROTEINOVEHO fetézce

Gly389Arg G389R
na urovni NUKLEOTIDOVEHO fetézce

G20967A| |20967G>A

2. FASTA format (pro ucely prace s databazi)

rs45625835 | = reference sequence

V databazi uvedeny krome vlastniho polymorfismu i okolni sekvence




ENZYMY
CYTOCHROMU P 450

CYP2D6

Predstavuje sice pouze 4 % aktivity vSech izoenzymd, ale
biotransformuje témeér 25 % klinicky pouzivanych IéCiv. Genové
polymorfismy maji vyznamneé;jsi klinicky dopad tam, kde
metabolismus nema alternativni cesty.

V genu pro CYP2D6 bylo identifikovano vice jak 100 polymorfismu,
které vedou od uplné deficience enzymu, pres jeho snizenou
aktivitu az k ultrarychlému metabolismu.



Rozdéleni populace podle fenotypu v CYP2D6

Rychli
fetabolizator: Pomali
metabolizéri
(PMs)
Homozygotni

nositelé variantnich
alel snizujicich

Ultrarychli metabolizatofi

metabolizatof aktivitu enzymu,
’ prip. vedoucich k
inaktivaci enzymu

Rychli metabolizéri (RMs)
Vétsinova populace, tj. nositelé standardnich alel + heterozygoti pro
alely snizujici aktivitu

Ultrarychli metabolizéri (URMSs)
Nositelé duplikovanych a multiduplikovanych gent




CYP2D6

Standardni (wild) alely:
CYP2D6*1 a CYP2D6%*2

Variantni alely:
*3, *4, *5 - kdduji inaktivni enzymy
*10,*17 - kéduji enzymy se snizenou aktivitou

Variantni alela CYP2D6*4 (G1934A = chybny sestfih)

V Kavkazské populaci - 12-21%, Asiaté 1%, Afroamericané 2%
Variantni alela CYP2D6*10 (substituce C188T ~ Pro34Ser)

V Kavkazské populaci - 1-2% , Asiaté az 51%, Afroamericané 6%

Duplikace az multiplikace genu CYP2D6

(mUze byt 2,3,4,5, az 13 kopii genu za sebou ). Jsou pricinou
ultrarychlého metabolismu.

Nejvyssi vyskyt v populacich Stredniho vychodu a na severu Afriky.




CYP2D6

7% populace patri mezi lidi s nizkou aktivitou,
kolem 1% s vysokou aktivitou enzymu CYP2D6

Klinické dusledky snizené aktivity CYP2D6

Desetinasobné zvyseni plazmatické koncentrace ATOMOXETINU
u déti pfi stejné davce = vy3&i riziko NU (terapie hyperaktivity)
Smrt ditéte léCceného FLUOXETINEM (antidepresivum) priCitana
predavkovani v disledku polymorfismu v genu CYP2D6)
Nedostatecny analgeticky u¢inku TRAMADOLU (analgetikum) v

mensi mire se tvori metabolit, ktery ma jesté vetsi analgeticky ucinek nez
samotna latka tramadol.

Rezistence k analgetickému ucinku KODEINU (5-10% kodeinu se
preménuje na morfin demetylaci enzymem CYP2D6). Pri nedostatecné
aktivité tohoto enzymu — vznika vice glukuronid, ktery nema analgeticky uc.



Klinické dusledky zvysené aktivity CYP2D6

e Vyssi procento metabolizace KODEINU na MORFIN = intoxikace
* Riziko recidivy u pacientek s nadorovym onemocnénim prsu
|éCenych TAMOXIFENEM, ktery je rychle metabolizovan

CYP2D6 genové polymorfismy mohou mit vliv na
zavaznost otrav amfetaminy, opioidnimi analgetiky a
antidepresivy

(Haufroid V, Hantson P. 2015)

Extaze je také substrat enzymu CYP2D6




SNAHA O CAYP2D6W

Amitriptylin | Imipramin
IN DIVI DUALIZACI TE RAPI E Cinnarizin Methoxyamfetamin
Ajmalin | Metoprolol
:> Bupranolol | Mexiletin
Chlorpromazin Mianserin
zmena doporuceneho davkovani SesipmEml | S ERe
. . Flunarizin | Ondansetron
ANTIDEPRESIV (”SperldOn...) u Dextromethorphan Paroxetin
- 2 e : Fluphenazin | Perfenazin
pacientu s genovymi polymorflsmy \" i it | Propafenon
genu pro CYP2De6. Fluvoxamin Propranolol

Citalopram | Risperidon
Haloperidol Thioridazin
Captopril Timolol

Clomipramin Tramadol
Kodein Trimepranol
Hydrocodon Tropisetron

..""Muze dojit ke zméné doporuceného davkovani az o 80 % pro PM
Pro pacienty s fenotypem URM jsou zatim znama ojedinéla data, ktera
naznacuji nutnost zvysit davkovani nékterymi antidepresivy 2—3krat“....



DALSI IZOENZYMY CYTOCHROMU P 450

vyznamné z hlediska pritomnosti genovych polymorfismu

CYP2C9

Podili na metabolismu napr. warfarinu (S-izoforma), fenytoinu,
nesteroidnich antiflogistik, losartanu, karbamazepinu, diclofenaku...

Standardni (wild) alela:
CYP2C9*1

Variantni alely:
*2 - redukce afinity enzymu k substratu. Vyskyt: 8-13 % Kavkazand
*3 - zmeéna substratoveé specificity Vyskyt: 6-9 % Kavkazand




Pacienti s genovymi polymorfismy v CYP2C9 E\Y"_f‘fgt I,
mitriptylin

potrebuji pro udrzeni stejneho INR 2-3 nizsi b
davky WARFARINU. A to 5-6 x. Diclofenac
Flurbiprofen

) . . , . ., Glibenclamid
Situace je komplikovana stereoizomerii Giifrepind
warfarinu. ilipiziofl

. . . L, !

S-warfarin majoritné metabolizovan CYP2C9 |n:2:e:cin
R-warfarin metabolizovan CYP3A4 a CYP1A2 Losartan

Phenytoin
Piroxicam
Tolbutamid
Torsemid
Warfarin

Pomér S:R v plazmé se muUze ménit.

Komplikace mohou byt u hypoglykemizujicich
ANTIDIABETIK (derivaty sulfonylmocoviny) ktera jsou
metabolizovana CYP2C9. Snizeny metabolismus =
vyrazna hypoglykémie



Primeérna denni davka warfarinu
u jednotlivych genotypt CYP2C9 pro dosazeni cilového INR

*1/

Nevludova —Hanzelkovad L. 2008




CYP2C19

Podili se na metabolismu napr. omeprazolu (minoritné i CYP3A4)
citalopramu (ze 60 %), diazepamu...rovnéez se podili na konverzi
proléciva klopidogrelu na jeho aktivni metabolit.

Standardni (wild) alela: CcYpP2Cc19*1

Variantni alely:

CYP2C19*2 inaktivni enzym (aberantni splicing)
Vyskyt: 15 % Kavkazant 12-23 % AsiatU

CYP2C19*3 inaktivni enzym (* stop kodonu)
Vyskyt: 0,4% Kavkazanu 1% AsiatU

CYP2C19*17 (rs12248560) ultrarychly metabolismus
Vyskyt: az 21 % Kavkazan(, 2,7 % AsiatU

Asi 3% Evropanu ma kompletni deficit CYP2C19 (*2 *2)




Lécba omeprazolem + amoxicilinem

Cure Rate ]
— Rapid metabolizers 28.6% 3
— Intermediate metabolizers  60%
— Poor metabolizers 100%

Furuta, T. et. al. Ann Intern Med 1998;129:1027-1030

Odezva pacienta na lécbu je nejlepsi u PMs.

CYP2C19 katalyzuje preménu antimalarika PROQUANILU na
vlastni aktivni metabolit = nedostatecné efektivni terapie
malarie u PMs (v asijskych populacich az 20 % PMs.)



Popsany pripady neucinnosti antiagregacni
terapie (KLOPIDOGREL, TIKLOPIDIN)

u jedincu s variantnimi alelami, ale také pri
soucasném uzivani s OMEPRAZOLEM =
ZVYSENE RIZIKO KVS PRIHOD z dGivodu
neucinnosti antiagregancii (proléciva)

V takovém pripadé je doporuceno nahradit omeprazol
rabeprazolem (nebo lansoprazolem, pantoprazolem ) nebo
klopidogrel prasugrelem (nebo tikagrelorem)

- CYP2C19
 Amitriptylin
| Citalopram
| Clomipramin

Diazepam
Imipramin
Lansoprazol
Mephenytoin
Moclobemid

| Omeprazol
| Proguanil
{ Propranolol

! i ‘
{ Trimipramin



N-acetyl transferaza 2 (NAT2)

V genu NAT2 popsano 7 genovych polymorfismu charakteru
zameny (substituce).

Nositelé *4 a *12C jsou rychli metabolizéri

Nositelé ostatnich variantnich alel pomali metabolizéri

Klinicky dasledek SNIZENE aktivity NAT2 = vzrista riziko NU

* IZONIAZID = periferni neuropatie

 SULFONAMIDY = hypersenzitivni reakce

 HYDRALAZINY = syndrom podobny jako lupus (SLE)

Klinicky dasledek ZVYSENE aktivity NAT2 =

 AMONAFID (prolétivo - inhibitor topoizomerazy Il) = rychli
acetylatori = efektivnéjsi myelosuprese, ale i vyssi riziko
leukopenie




DPD (dihydropyrimidin-dehydrogenaza)-gen DPYD

Katalyzuje fluoropyrimidiny, napr. 5-FU na neaktivni metabolit.
Vyznam pro ucinnost + toxicitu kombinaci protinadorovych IécCiv
obsahujicich 5-FU.

Standardni (wild) alela: *1

Variantni alely:

*2A - chybné rozpoznani mista sestrihu. Vznika kratky protein =
inaktivni enzym

*13 - snizena aktivita enzymu.

Vyskyt: 1-5,8 % Kavkazand ma polymorfismus ovliviujici funkci enzymu DPD




MTHFR (methylen-tetrahydrofolat-reduktaza)

Katalyzuje konverzi 5,10 methylen-tetrahydrofolatu na 5-methyl-
tetrahydrofolat.

Variantni alely vedou ke snizeni aktivity enzymu = zpomalena
metylace homocysteinu na methionin = akumulace
homocysteinu v plazmé = kardiovaskularni riziko

Nejznameéjsi polymorfismy:
Ce77T A1298C

= ZvysSena prevalence tromboembolickych poruch u nositelt
= U homozygotnich nositelek variantnich alel zvysené riziko
spontannich abortu

= ZvysSena toxicita cytostatika CMF (cyklofosfamid, MTX, 5-FU)



UGT1A1 (uridin difosfat glukuronosyl transferaza)

Tento enzym detoxifikuje rozdilné endogenni substance vcetné

bilirubinu a podili se na biotransformaci IRINOTECANU* na
netoxické metabolity.

Genovy polymorfismus je na Urovni promotoru = snizena exprese
=> SNIZENA AKTIVITA

4

® | FAMILIARNI HYPERBILIRUBINEMIE (cca 12% populace)

VYSOKE RIZIKO TOXICITY (myelotoxicita, préjmy) u
pacientu uzivajicich IRINOTECAN

* IRINOTECAN se pouziva v terapii nadorovych onemocnéni napr. u
kolorektalniho karcinomu.



TPMT (thiopurin S-methyl transferaza)

TPMT se podili na metabolismu thiopurinovych |éCiv (AZATHIOPRIN,
MERKAPTOPURIN (6-MP), THIOGUANINY). ‘

11 % Evropanl ma shiZzenou
katalytickou aktivitu TPMT
0,3 % Evropant ma kompletni
deficit tohoto enzymu

Standardni alela: TPMT*1

Variantni alely jsou SNP
TPMT*2: G238C
TPMT*3B: G460A
TPMT*3C: A719G
TPMT*3A: kombinace
G460A + A719G

|écba akutni lymfoblasticke
leukemie, imunosupresivum, |écba
IBD... napf. Crohnova choroba.

VYSKYT VARIANTNICH ALEL

V POPULACICH

Kavkazska - TPMT*3A, TPMT*3C,
TPMT*2

Africka - TPMT*3C
Afro-americka - TPMT*3C,
TPMT*2

Asijska - TPMT*3C




TPMT (thiopurin S-methyl transferaza)

Pritomnost variantnich alel = snizeni aktivity enzymu TPMT

tézké, Zivot ohrozujici toxicity pri uzivani thiopurint

¥

zvl. pro KREVNI KMENOVE BUNKY

Standardni (wild) alela: ‘

Standardni davka
MYELOSUPRESE

Variantni alely:
Heterozygoté: 65 % standardni davky

Homozygoté: 6-10 % standardni davky

FATALNiI LEUKOPENIE

Genetické testovani TPMT je dnes v klinické praxi rutinni




TRANSPORTERY

= ABC transportéry proteinové a P-glykoproteinové povahy
(MDR, MRP, BCRP, P-gp, LRP)

= SLC transportéry (SLC2A1, SLCO,...0AT, OATP, OCT,0CTN)
(aniontové, kationtové a polypeptidové transportéry)

Pro farmakokinetiku léciv jsou nejvyznamneéjsi genové
polymorfismy v ABC transportérech.

Pritomnost polymorfismu v genech kdédujicich transportéry ovliviuji efflux
|éCiva z bunky (nadorové bunky)

NiZKA HLADINA VYSOKA HLADINA
cytostatika v nadorové “ cytostatika v
bunce nadorové bunce

RELAPS RIZIKO ZAVAZNYCH NU




MDR1 (ABCB1)

koduje ATP-dependentni effluxovou P-glykoproteinovou pumpu.
Chrani bunky proti xenobiotikim. Velkym problémem je zvySena
exprese v nadorovych bunkach = multidrug rezistence

Nejvice studované polymorfismy v tomto genu:
= 1236C>T

= 2677G>T/A

= 3435C>T

Studovany jsou obvykle spolecné.

Ovlivnuji biologickou dostupnost cytostatik, kinetiku takrolimu,
ondansetronu, popsano vyssi riziko CML a neefektivita terapie,
nachylnost k UC, vznik kortikorezistence......



VKORC1 Uéinnost WARFARINU

= gen kodujici C1 podjednotku transmembranového proteinu - ,vitamin
K epoxid reduktaza“ -VKOR. V genu jsou znamy dva polymorfismy
vyskytujici se v tésné vazbé.

C1173T (vintronu)
— G1639A (v promotoru)

= homozygotni nositelé variantnich alel AA maji az 10,5 x vyssi
riziko predavkovani warfarinem.

|

Efekt je jesté potencovan pritomnosti variantnich alel v
genu pro CYP2C9 nebo Iékovymi interakcemi.



Inicidlni davka WARFARINU podle CYP2C9 a VKORC1 genotypQ,
doporuceno CPIC a upraveno z FDA material(

VRORCI CYP2CY

w]E] E[EY R[] = *9 /%

3
F F = J

— -

5-Tmg >-Tmg 3-4mg  3-4dmg 3-4mg

5-Tmg 34 mg 3-4mg 34mg 0532mg 052

34dmg 3-4mg 0.3-2mg 053-2mg 0.53-2mg 0.5-2

Rozpéti jsou odvozena z mnoha publikovanych klinickych studii

Konsorcium pro zavadéni farmakogenetickych poznatkd do klinické praxe
(CPIC - Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium)
doporucuje pouzivat tuto davkovaci tabulku pokud nelze pouzit
farmakogeneticky algoritmus na strankach
http://www.warfarindosing.org Ten predikuje optimalni davku warfarinu i
s ohledem na dalsi faktory.



http://www.warfarindosing.org/

GENETICKY
MODIFIKOVANE
CILOVE STRUKTURY LECIV

ALOX-5 (arachidonat 5 lipoxygenaza) - polymorfni dseky v
promotor. oblasti

Polymorfismus v tomto enzymu se vyskytuje u pacientu s
bronchialnim astmatem.
Redukce terapeutické odpovédi na ZILEUTON - inhibitor ALOX-5.

ACE (angiotenzin konvertujici enzym) - delece/inzerce repetit. .
vintronu 16

Jedinci se dvéma delecnimi alelami maji 2x vyssi hladinu ACE v
plazmé - predispozice k hypertenzi, Spatna progndza v pripadée
srdecniho selhani a slaba terapeuticka odpoved na ACE inhibitory.



DEFICIT G6PD |, fabismus ¢i favismus”

Glukodza - 6 - fosfat dehydrogenaza katalyzuje redukci NADP* na
NADPH = ochrana bunék pred oxidacnim stresem, zvl. u
erytrocytu. Pokud chybi hrozi hemolyza erytrocytu.

V genu, ktery je na chromozomu X bylo identifikovano vice nez
180 variantnich alel (90 % SNPs). Vyskyt variatnich alel zvl. v
oblastech s vyskytem malarie.

U jedincl s mutaci (hemizygotni chlapci, homozygotni
divky) je zvysené riziko akutni hemolyzy 24-72 hodin

po podani léCiv: acetylsalicylova kys. ASA, nitrofurantoin,
sulfametoxazol, chloramfenikol, ciprofloxacin,....



UCINNOST FARMAKOTERAPIE MUZE BYT
KOMPLIKOVANA | V PRIPADECH

FAMILIARNI HYPERCHOLESTEROLEMIE

= V genu pro LDL receptor bylo popsano vic nez 680 mutaci po
celém genu. Vedou ke zkraceni receptorového proteinu nebo
jeho uplnému chybéni

= SNP v genu kodujicim cholesterol-7-a-hydroxylazu =
odchylky LDL c¢astic.

FAMILIARNI HYPERINZULINEMIE

Nalezeny mutace v ATP-draslikovém kanale, ktery je soucasti
receptoru pro sulfonylureu (SUR) — delece, substituce,
alternativni sestrih — vznikaji nefunkéni formy receptoru



Polymorfismy
asociovaneé s rizikem
vyskytu patologii

Mutace v genu NOD2 /CARD15 predisponuji svého nositele k
nespecifickym strevnim zanétiim = IBD, zvl. CROHNOVA CHOROBA
> (&) v =F

. NAS LABORATORE PACIENT LEKAR
Pritomnost obou

variantnich alel genu Crohnova choroba: stanoveni mutaci R702W, G908R, 3020insC v
ICAM-1 (CD54) zvySuje BESEREERIEUEE

u svého nositele fincis ot
pravdepodobnost
vzniku zanétlivych
onemocnéni (¢asto
autoimunitni etiologie)




,TROMBOFILNi“ GENY

Jsou to geny, jejichz variantni alely predisponuji své nositele k
hluboké Zilni trombdze (HZT), tromboembdliim a jinym

porucham rovnovahy mezi prokoagulacnimi a antikoagulacnimi
faktory.

Faktor V

Faktor Il (protrombin)
Faktor XIlI

Protein C (PROC) = prirozeny antikoagulacni faktor
(MTHFR)

Studovany z hlediska trombofilii jsou také polymorfismy v dalSich
genech: gen pro PAI-1, receptor PROC, gen pro TNF-a



FAKTORYV  Leidenska mutace

Podstatou je bodova mutace G1691A - zaména AK Arg506Gin
ve stepnych resp. inaktivacnich mistech aktivovaného C proteinu
(APCR)

/ména tohoto stépného mista = snizeni degradace faktoru V a
VIII.

Vyskyt

5% Evropanu. Nevyskytuje se mimo Evropu!

4-8x zvysené riziko vyvoje Zilni trombdzy u heterozygotu
50-80x vyssi riziko u homozygotu.

V kombinaci s uzivanim hormonalni antikoncepce riziko jesté
mnohem vyssi.

Mutace je asociovana s rekurentnimi casnymi potraty
(Recurrent Pregnancy Loss — RPL)



FAKTOR II- PROTROMBIN

Substituéni mutace G20210A. Pfitomnost zvy3uje riziko rozvoje ZT
Vyskyt:
2% v Kavkazské populaci

Nékdy stanovovan haplotyp s oznaéenim FV R2 haplotype

(H1299R) = kombinace 4 mutaci (3 mutace v genu pro FV,
vCetné Leidenské + 1 mutace v protrombinu). Bylo zjisténo, ze
produkty gend v tomto haplotypu ovlivauji protrombindzovy
komplex.

FAKTOR Xlil

Polymorfismus V34L nalezen v kddujicim useku genu pro
podjednotku A faktoru Xlll. Variantni alele pripisovan protektivni
efekt proti HZT.




PROTEIN C

Systém proteinu C (PROC) a proteinu S (PROS) je jeden z nejdulezitéjsich
mechanismu down-regulace procesu krevniho srazeni. PROC se vaze na
komplex trombin-trombomodulin = *APC.

APC + PROS -> proteolyza Va a Vlia.

Deficit PROC je rizikovym faktorem pro tromboflebitidu,
hlubokou zilni trombdzu a plicni tromboembolismus.

V soucasnosti studovany tri polymorfismy v promotoru genu pro

orotein C -1654 C/T, -1641 A/G and -1476 A/T

u nichz byla nalezena korelace s plazmatickou hladinou PROC =
riziko rozvoje HZT.

Vsechny tri polymorfismy se dedi spolecné v haplotypu.
Nékteré z haplotypu jsou protektivni, jiné trombofilni



Priloha €. 3LP IFCOR
Seznam vySetreni KLINICKE LA

PracoviSté Brno Vini¢ni Laborator molekuliarni diagnostiky

Detekce mutaci a polymorfismu trombofilnich faktoru
Faktor II — stanoveni mutace G202 10A metodou real-time PCR
Faktor V (Leiden) — stanoveni mutace Arg506Gin (G1691A) metodou real-time PCR
MTHFR (C677T) — stanoveni mutace C677T (Ala222Val) metodou real-time PCR
MTHFR (A1298C) — stanoveni mutace A1298C (Glu429Ala) metodou real-time PCR

Faktor XIII — stanoveni mutace Val34Leu metodou real-time PCR
Faktor PAI-1 — stanoveni polymorfismu 4G/5G metodou real-time PCR

VySetfovany material: nesrazhiva krev (EDTA)
Stabilita vzorku: 2-8°C mésic
-20°C po delsi dobu
Doba odezvy: 1-10 dni
Druh veli¢iny: pritomnost/nepfitomnost mutace
Hodnoceni: wild type = negativni = nemutovany homozygot
homozygot — mutovany homozygot
heterozygot — heterozygot




Urcita kombinace alel genU
kodujicich HLA molekuly
predisponuje sveé nositele k vyskytu
CELIAKIE (HLA-DQ2, HLA-DQS8, DRB1).

Jedinec muize mit rizikovy genotyp
a po cely zivot neonemocneét. Je
vsak prakticky vylouceno, aby
jedinec s celiakii nemeél rizikovy
genotyp

Nékteré HLA haplotypy asociovany s:

= kozni hypersenzitivitou nebo

= S poskozenim jater vyvolanych
nekt. |éCivy:

Allopurinol, karbamazepin, abacavir

Q

Ceneticke vyseteni predispozice celialkie

Celiakie je celoZivotni geneticky podminéné autoimunitni onemocnéni, které se manifestuje
po ruzné dlouhé dobé konzumace obilovin s obsahem lepku (glutenu). Vyskytuje se pouze
u pacientl s genetickou predispozici, ktera je silné asociovana s HLA-DQA1*05-DQB1*02
(HLA-DQ2) a HLA-DQA1*03-DQB1*0302 (HLA-DQ8). Test na pfitomnost ¢&i nepfitomnost
alel HLA sérotypt DQ2 a DQ8 je pouzivan jako jeden z marker( potvrzujicich diagnézu
(pozitivni nalez), nebo jako marker pro vylouceni podezfelé diagnézy (negativni nalez).

Incizace [k wySetfent na celial

« gastrointestinalni symptomy (chronicky nebo intermitentni prajem, bolesti bficha)

« pozitivni rodinna anamnéza (piibuzni prvniho fadu - rodice,sourozenci)
deficience IgA

« neprospivajici déti s ristovou retardaci, opozdénou pubertou

« jina autoimunitni onemocnéni (diabetes mellitus I. typu, hepatitida, thyreoiditida)

« infertilita, opakované potraty

« exantém — dermatitis herpetiformis

« osteopor6za nepfiméfena véku

« anémie, pfedevsim sideropenicka

« neuropsychiatrické abnormality (polyneuropatie, ataxie, epilepsie, Uzkosti/deprese)

« Downuv, Turnerav,Williamsuv syndrom

Vithody genetickeho vySeiden] predisporice celialdes

« vySetieni se provadi jednou za Zivot

« odbér biologického materidlu nezatéZuje pacienta

« vysledek vySetfeni neovliviiuje bezlepkova dieta

« méné faledné negativnich vysledka v porovnani s imunologickymi testy

« negativita HLA-DQ2, HLA-DQ8 s celiakii spojenych haplotypii umoziuje
vylouéit onemocnéni celiakii bez bioptického vysetieni

« dle doporuéeni Evropské spoleénosti pro détskou gastroenterologii,
hepatologii a vyzivu (ESPGHAN) zroku 2012 u pacientil s presvédéivou
klinikou a vysokou pozitivitou protilatek (TG 2 IgA > 10x nad normu) pozitivita
HLA-DQ2 nebo DQ8 umoziiuje stanovit diagnézu celiakie bez bioptického
vysSetieni




Pritomnost genového polymorfismu pouze
ukazuje na STATISTICKY VYSSI
PRAVDEPODOBNOST vyskytu daného jevu
(patologie, zdvazného NU, neudéinnosti terapie),
ktery ovsem nemusi nastat.



Néekteré genové polymorfismy se sdruzuji do
blokti — haplotypu, které se dédi spolecné (en block).

K urceni daného haplotypu lze identifikovat jen nékolik ,,znacek”.
Jako tyto znacky mohou slouzit SNP (jednonukleotidovée
polymorfismy).

HAPLOTYPOVE MAPOVANI LIDSKEHO GENOMU
(Projekt HapMap).

Jiz dnes Ize hodnotit pomoci tzv. SNP Cipu nékolik set tisic SNP
najednou. Problémem je interpretace a vyuziti obrovského
mnozstvi takto ziskanych dat



4. Moznosti vyuziti
farmakogenetiky a
farmakogenomiky v klinické
praxi, rizika a omezeni




KLINICKE MOZNOSTI
VYUZITI
FARMAKOGENETIKY

1. PERSONALIZOVANA MEDICINA

,Personalised medicine, precision medicine”

= multidisciplinarni védni obor, zabyvajici se optimalizaci
|é¢ebnych a diagnostickych postupu u konkrétniho pacienta s
vyuzitim modernich metod.

SPRAVNA DIAGNOZA
SPRAVNA LECBA
PRO SPRAVNEHO PACIENTA
VE SPRAVNEM CASE



2. INDIVIDUALIZACE FARMAKOTERAPIE

v’ farmakoterapie ,usita na miru“ pro konkrétniho pacienta
tak, aby byla NEJEFEKTIVNEJSI a méla NEJMENE NU

v vybér vhodné kombinace pfi maximalnim snizenf rizika
lékovych interakci

v’ Uprava davkovani respektujici genovy polymorfismus

IDEALNI LECIVO:
= Efektivni |écba nebo prevence nemoci
= Minimalni nezadouci ucinky



3. PREDISPOZICE K PATOLOGICKYM STAVUM

= Upresneni diagnozy
= Predikce rozvoje choroby

4

K cemu nam toto zjistéeni bude ?

" Vyhnout se vysoce rizikové farmakoterapii
= Uprava Zivotniho stylu

L Oddaleni nastupu choroby

Zmirnéni projevi nemoci



Pharmacogenetic and Pharmacogenomic Knowledge
Base (PharmGKB)

CIL: vytvofit dokonaly zdroj informaci o interakcich mezi
genetickou variabilitou a |ékovou odpovedi www.pharmgkb.org

Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium
(CPIC)

CIL : vytvofit volné dostupné, recenzné hodnocené GUIDELINES
PRO DAVKOVANI LECIV pro ty, ktefi maji pfistup k preventivnimu
genetickému testovani

,CLINOMICS” (Aplikovana klinomika) studuje genomicka
data spolecné se souvisejicimi daty klinickymi



Genetické predispozice nelze
ani precenovat ani
podcenovat !

INDIVIDUALNI RIZIKO
KLINICKYCH KOMPLIKACI

je vysledkem vzajemnych interakci mezi
VNEJSIMI FAKTORY + GENETICKYMI FAKTORY



GENETICKE FAKTORY Vytvoii podminky

 Genotyp: geny kodujici receptory , iontové kandly,
metabolické enzymy , transportéry..... a dalsi

NEGENE'“CKE' FAKTORY Jsou spoustécem patogeneze

Negenetické zmény
Faktory vnejsiho prostredi DNA, RNA, protein(

« NUTRICNI FAKTORY, Zivotni styl = Epigenetické zmény v DNA

(koureni, konzumace alkoholu, (metylace, acetylace)
sportovni aktivity) pozitivni * Rozdilna inaktivace chr. X
mysleni... e Posttranslacni modifikace
e DRUG-DRUG INTERAKCE proteinu (alternativni
sestrih)

(soubézné podand léciva)



Spoluprace personalizované mediciny a
farmaceutického prumyslu — specificky cilend 1é¢iva

v HERCEPTIN: lé¢ba HER2 pozitivnich metastatickych ntdor
prsu

v/ GLEEVEC: Ié¢ba pacient( s Filadelfskym chromozomem —
pozitivni chronicka myeloidni leukémie

v/ ERLOTINIB: Ié¢ba nemalobunééného karcinomu plic
Nejefektivnejsi v pripade, ze nadory jsou pozitivni na receptory
pro epidermalni rastovy faktor

v ILOPERIDON: Lé¢ba schizofrenie. Spoleénost identifikovala
geneticky marker, ktery predikuje dobrou odpovéd na |éCivo

v MARAVIROC: |é¢ba HIV.



Vyuziti znalosti genovych polymorfismu ve
farmakoterapii pri hledani novych léciv

CCRS5 je chemokinovy receptor, predeviim na membrané bunék
imunitniho systému. Mj. zprostfedkovava vstup HIV-1 vird do bunék

Th lymofocytu.

nedostatek receptoru

Pred zahajenim lécby nutno
provést TEST TROPISMU!

&

MARAVIROC

(antiretrovirotikum)

V genu identifikovana delece 32bp dlouha
(A32 alela) = chybny receptorovy protein =

$

Homozygotni nositelé této alely
jsou prirozené rezistentni vUci
infekci kmenem HIV-1

o




M-tropni kmeny HIV-1 (virus R5)
vstupuji pres CCR5 receptory

T-tropni kmeny HIV-1 (virus X4)
vstupuji pres CXCR4 receptory

MARAVIROC (Celsentri) je indikovan k 1écbé

pacientU infikovanych
jen prokazatelnym CCR5-tropnim HIV-1 kmenem




FARMAKOLOGIE - |

Dékuji vam za pozornost



