= =
m &

1

FARMAKOGENETIKA I

Doc. RNDr. Ladislava Bartosova, Ph.D.
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KLINICKE MOZNOSTI VYUZITI
FARMAKOGENETIKY

1. PERSONALIZOVANA MEDICINA

,Personalised medicine, precision medicine‘

= multidisciplinarni védni obor, SPRAVNA DIAGNOZA
zabyvajici se optimalizaci SPRAVNA LECBA
|éCebnych a diagnostickych PRO SPRAVNEHO PACIENTA

postupu u konkrétniho pacienta s

vyuzitim modernich metod. VE SPRAVNEM CASE
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2. INDIVIDUALIZACE FARMAKOTERAPIE

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

vybér vhodné kombinace pri maximalnim snizeni rizika
lékovych interakci

Uprava davkovani respektujici genovy polymorfismus

IDEALNI LECIVO:
= Efektivni Iécba nebo prevence nemoci
*  Minimalni nezadouci ucinky
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3. PREDISPOZICE K PATOLOGICKYM STAVUM

K ¢emu genotypizace?

= Upresnéni diagnozy

* Predikce rozvoje choroby

K ¢emu nam toto zjisténi bude ?

* Vyhnout se vysoce rizikové

farmakoterapii
= Uprava zivotniho stylu

—

Oddaleni nastupu choroby
Zmirnéni projevi nemoci
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4. VYUZITI FARMAKOGENETIKY PRI
DESIGNU KLINICKYCH STUDII

Mit na zreteli genetickou diverzitu subjektu
klinickych hodnoceni

| kvalitni |éCivo mize byt odmitnuto z dtvodu nizké
Géinnosti a vysokého procenta NU v pfipadé, Ze se
ve studii ndhodné sejde vice jedincu urcitého
variantniho genotypu.

==
m e
o=
e

=



Klinicky vyznamné
genove polymorfismy
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Svétové organizace zabyvajici se vyuzitim
farmakogenetickych znalosti v klinické praxi

Pharmacogenetic and Pharmacogenomic Knowledge Base
PharmGKB)

~

CiL: vytvofit dokonaly zdroj informaci o interakcich mezi genetickou
variabilitou a lékovou odpovedi www.pharmgkb.org

,yCLINOMICS* (Aplikovana klinomika) studuje genomickd
data spolecné se souvisejicimi daty klinickymi.

Klinomika ma byt mostem mezi zakladnimi biologickymi daty a jejich
ucinkem na lidské zdravi

= =
m
O =

-



Svétové organizace zabyvajici se vyuzitim
farmakogenetickych znalosti v klinické praxi

Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium

(CPIC). Konsorcium pro zavadéni farmakogenetickych poznatkd
do klinicke praxe. SNAHA O INDIVIDUALIZACI TERAPIE =

CiL : vytvofit volné dostupné, recenzné hodnocené GUIDELINES
PRO DAVKOVANI LECIV pro ty, ktefi maiji pfistup k preventivnimu
genetickému testovani.

Guidelines CPIC jsou navrzeny tak, aby klinickym lékafim pomohly pochopit,
jak optimalizovat terapii IéCivem za predpokladu, ze maji k dispozici
vysledky genetickych testl pacienta

https://cpicpgx.org/guidelines
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https://cpicpgx.org/guidelines/

CPIC guidelines published, in progress, or planned

Gene - Drug Current CPIC level* Status

TPMT, NUDT15 - thiopurines A Bublished

CYP2C19 - dopidogrel A Published; update in progress
CYRP208 VKORCT, CYP4F2 — warfarin A Published

CYP2D6 - codeine A Published; update in progress
HLA-B - abacavir A Published

SLCO1BT - simvastatin {other in drug class will be evaulated when updated) A Published

HLA-B - allopurinal (HLA-A will be evaluated when updated) A Published

CYP2D6, CYP2019 - TCA= (ABCET will be evaluated when updated) A Published

HLA-B/HLA-A - carbamazepine/oxcarbazeping A Bublished

DPYD - 5FU f capeditabine A Bublished

IFNL3 - peglntran A Published

CFTR - lvacaftor A Published

GEPD - rashuricase A Published

CYPZC9, HLA-B - phenytoin (3CN1A will be evaluated when updated) A Bublished; update in progress
CYF2D6, CYP2(C18 - 55RIs [ABCET will be evaluated when updated) A Published

C¥YF345 - tacrolimus A Bublished

UGT1AT - atazanavir A Published

CYP2C19 - voriconazole A Published

C¥F2D6 - ondansetrons/tropisetron A Published

(VEINE _ tarnnvifen A Puhlishsar
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Level Definitions for CPIC Genes/Drugs

CPIC
LEVEL

CLINICAL CONTEXT LEVEL OF EVIDENCE

Genetic information should be used to change prescribing of affected drug Preponderance of
evidence is high or
moderate in favor of
changing prescribing

Genetic information could be used to change prescribing of the affected drug Preponderance of
because alternative therapies/dosing are extremely likely to be as effective and as evidence is weak with
safe as non-genetically based dosing little conflicting data
There are published studies at varying levels of evidence, some with mechanistic Evidence levels can vary

rationale, but no prescribing actions are recommended because (a) dosing based
on genetics makes no convincing difference or (b) alternatives are unclear, possibly
less effective, more toxic, or otherwise impractical or (c) few published studies or
mostly weak evidence and clinical actions are unclear. Most important for genes
that are subject of other CPIC guidelines or genes that are commonly included in
clinical or DTC tests.

There are few published studies, clinical actions are unclear, little mechanistic basis,  Evidence levels can vary
mostly weak evidence, or substantial conflicting data. If the genes are not widely
tested for clinically, evaluations are not needed.

STRENGTH OF
RECOMMENDATION

At least one moderate or
strong action (change in
prescribing)
recommended.

At least one optional
action (change in
prescribing) is
recommended.

Mo prescribing actions are
recommended.

Mo prescribing actions are
recommended.
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POLYMORFISMY OVLIVNUJICI
FARMAKOKINETIKU a
FARMAKODYNAMIKU LECIV
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ENZYMY CYTOCHROMU P 450

Ovlivriuji farmakokinetické déje (metabolismus [éCiv)

CYP2D6

Predstavuje sice pouze 4 % aktivity vSech izoenzymd, ale
biotransformuje témeér 25 % klinicky pouzivanych I€civ.

Genové polymorfismy maji vyznamnéjsi 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.
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CYP2D6 Rozdéleni populace podle FENOTYPU

Rychli DAry
120 metabolizatofi )
: metabolizéer
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g A variantnich alel
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( S) Metabolicky pomér debrisoquin : 4-hydroxydebrisoquin
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multiduplikovanych
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pro alely snizujici aktivitu



CYP2D6

Rozdéleni populace podle GENOTYPU

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

Variantni alely:
*3, %4, *5 - kdduji inaktivni enzymy

*10,*17 - kdduji enzymy se snizenou aktivitou

Variantni alela CYP2D6*4 (G1934A = chybny sestiih)
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

(m0zZe byt 2,3,4,5, az 13 kopii genu za sebou ).

Jsou pricinou ultrarychlého metabolismu.

Nejvyssi vyskyt v populacich Stfedniho vychodu a na severu Afriky.
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Klinické dusledky pritomnosti variantnich alel | CYP2D6

7% populace patfi mezi lidi s nizkou aktivitou,
cca 1% s vysokou aktivitou enzymu CYP2D6

Klinické dasledky snizené aktivity CYP2D6

* Desetinasobné zvySeni plazmatické koncentrace ATOMOXETINU u déti pri stejné
ddvce = vys3iriziko NU (terapie ADHD - hyperaktivita s poruchou pozornosti)

= Smrt ditéte Ié¢eného FLUOXETINEM (antidepresivum) pri¢itana predavkovani v
ddsledku polymorfismu v genu CYP2D6)

* Nedostatecny analgeticky Gicinku TRAMADOLU (analgetikum) vV mensi mite se tvofi
metabolit, ktery ma jesté vétsi analgeticky ucinek nez samotna latka tramadol.

= Rezistence k analgetickému ucinku KODEINU (5-10% kodeinu se premériuje na morfin
demetylaci enzymem CYP2D6). Pri nedostatec¢né aktivité tohoto enzymu - vznika vice glukuronid,
ktery nema analgeticky ucinek



Klinické dusledky pritomnosti variantnich alel | CYP2D6

7% populace patfi mezi lidi s nizkou aktivitou,
cca 1% s vysokou aktivitou enzymu CYP2D6

Klinické dasledky zvysené aktivity CYP2D6

= VysSSiprocento metabolizace KODEINU na MORFIN = intoxikace

* Riziko recidivy u pacientek s nadorovym onemocnénim prsu lécenych
TAMOXIFENEM, ktery je rychle metabolizovan

= CYP2D6 genové polymorfismy mohou mit vliv na zavaznost otrav amfetaminy,
opioidnimi analgetiky a antidepresivy (Haufroid V, Hantson P. 2015)

Tanecni droga extaze je také substrat enzymu CYP2D6 !
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CYP2(C9

Podili na metabolismu napr. warfarinu (s-izoforma) nebo fenytoinu.

Standardni (wild) alely: Variantni alely:
CYP2C9*1

*2 - redukce afinity enzymu k substratu
Zameéna Arg144Cys
Vyskyt v Kavkazské populaci: 8-13%

*3 -zména substratové specificity
Zameéna lle359leu
Vyskyt v Kavkazské populaci: 6-9%

S-warfarin majoritné metabolizovan CYP2C9q
R-warfarin metabolizovan CYP3A4 a CYP1A2

R-warfarin ma pouze 30%ni ucinnost S izomeru, ale je ho v plazmé vice, coz kompenzuje jeho nizsi
Ucinnost. Pomér S:R v plazmé se mlZe ménit.



CYP2C9

Inicialni davka WARFARINU podle CYP2Cg a
VKORC1 genotypt, doporuc¢eno CPIC a upraveno
z FDA material(
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GG >-Tmg >-Tmg 3-dmg 34d4mg 34dmg 03-2mg
= AQG 5>-Tmg 3-9mg 3-dmg 34dmg 0532mg 03-2mg
: l AA 34dmg 3-4dmg 053-2mg 053-2mg 05-2mg 0.3-2 mg

Rozpéti jsou odvozena z mnoha publikovanych
klinickych studii

1 *1F2 A3 *2p2 *2/*3 *3/*3

Pacienti s variantnimi alelami v CYP2Cq
genu potrebuji pro udrzeni stejného
INR 2-3 nizsi davky WARFARINU.



Ovlivnéni Gcinnosti warfarinu (farmakodynamika)

Kéduje C1 podjednotku transmembranového proteinu
VKORC1 ,,vitamin K epoxid reduktazového systému* =VKOR.

Polymorfismus v tomto genu ovliviiuje farmakodynamiku (mechanismus
Ucinku) warfarinu.

Nalezeny dva polymorfismy v tésné vazbeé
-1639 G >A v promotorové oblasti - je vyznamnéjsi z klinického hlediska

C1173T vintronu Standardni alela: -1639 GG

Variantni alely: -1639 GA; -1639 AA



Az 20 % populace patfi k vysoce rizikové skupiné nositell
polymorfismu VKORC1 AA nebo VKORC1 GA a soucasné
alespori jedné mutace CYP2C9 (2%, 3%)

Efekt obou téchto polymorfismu se vzajemné potencuje !
Lekové interakce a interakce s potravou obsahujici vitamin K

CPIC - Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium
doporucuje pouzivat farmakogeneticky algoritmus na
strankach - davkovaci tabulku
predikujici optimalni davku warfarinu i s ohledem na dalsi
faktory.


http://www.warfarindosing.org/

CYP2C19

Podili se na metabolismu napr. omeprazolu (minoritné se odbouravé i CYP3A4)
citalopramu (ze 60 %) a jinych antidepresiv, vorikonazolu
(antimykotikum)...rovnéz se podili na konverzi proléciva klopidogrelu na jeho

aktivni metabolit.

Standardni (wild) alela:
CYP2C19*1

Variantni alely:

CYP2C19*2 -inaktivni enzym (aberantni splicing)
rs4244285 Vyskyt: 15 % Kavkazan( 12-23 % Asiat(l
CYP2C19*3 -inaktivni enzym (* stop koddnu)
rs4986893 Vyskyt: 0,4% Kavkazanl 1% Asiat(
CYP2C19*17 ultrarychly metabolismus

rs12248560 Vyskyt: az 21 % Kavkazand, 2,7 % Asiat(l

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




Lécba omeprazolem (IPP) v kombinaci s ATB pfi
eradikaci Helicobacter pylori

Deficit CYP2C19 vyrazné zpomaluje odbourdvani omeprazolu a zvysuje tak jeho
|éCebny ucinek. U PMs (alely *2, *3) se zvysSuje 7-12 x AUC OMEPRAZOLU oproti
RMs

Cure Rate Variantni alela v CYP2C19 mdze tedy

— Rapid metabolizers 28.6% paradoxné vest k lepsi odpovédi

— Intermediate metabolizers  60% pacienta na lécbu (Furuta et al. 1998,
Furuta et al. 2001, Hagymasi et al. 2011)

— Poor metabolizers 100%

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

Odezva pacienta na lécbu je nejlepsi u pomalych metabolizérd.



FARMAKODYNAMIKA

Klinicka a experimentalni gastroenterclogie: plvodni prace

doi: 10.14735/amgh20181

Personalizovana terapie pacientt
s gastroezofagealni refluxni chorobou -

metodika stanoveni genového profilu
CYP2C19

Personalized therapy in patients with gastroesophageal reflux
disease —methodology of CYP2C19 gene profile’s determination

P. Bofilova Linhartova™?, L. Bartosova®, A. Kienek®, L. Barto#, ). Dolina®, F. Marek®, Z. Kala*, L. lzakovitova Holla*?
! Stomatologickd klinika LF MU a FN u sv. Anny v Brné

2 (Ustay patologické fiziologie, LF MU, B

? Farmakologicky dstav, LF MU, Bmo

Chirurgickd klinika LF MU a FN Brno

£ Ustav biochemie, PFE MU, Brno

f Interni gastroenterologickd kiinika LF MU a FIN Brno

Sowhrm: Uvod: Konzervativni l6¢ba refluxni choroby jicnu (GERD - gastroesophageal reflux disease) je v soucasnosti opfena o skupinu lékd, které
nejucinnéji potlacuji sekreci kyseliny solné v zaludku, a to tzv. inhibitory protonové pumpy (IPP). | kdyz se nejedna o kauzalni 1écbu onemocnéni,
Jsou jako léky volby 2 latého standardu®. Cilemn retrospektivni studie bylo zmapovat medikace pacientd s GERD v riznych
stupnich onemocnani, analyzovat jejich individualni variabilitu v genu kédujicim enzym cytochrom P450 (CYP2C19) a navrhnout metodiku pro
Jjednoduché stanoveni genového profilu pacienta s GERD pro zefektiviéni terapeutickych postupd. Metedy: Do studie byle zafazeno celkem
276 osob s GERD po chirurgickém zakroku se znamou farmakologickouw anamnézou - 94 pacientd s neerozivni refluxni chorobou, 121 5 refluxni
ezofagitidow a 61 s Barrettovym jicnem (BE - Barrett's esophagus) nebo adenokarcinomem jicnu (EAC - esophageal adenocardinoma). Stanoveni
genotypd dvou polymorfizmd genu CYPZCT® (*17 rs12248560 a *2 rsd244285) bylo zaloZeno na principu gPCR. Vysledky: Vice naz 90 %
pacienti ufivalo IPP (¢ soprazal/pantoprazol). Ackoli ve sledované kohoré piedepsana davkovani IPP odpovidala doporugeni pro
udrkovaci terapii, u pacient( nebyla zohlednéna mira schopnost] déinnou latku metabolizovat. Bylo zjisténo, Je nositeld genotypovych kembinaci

Variantni alely:

CYP2C19*2 - inaktivni enzym (aberantni splicing)
rs4244285 Vyskyt: 15 % Kavkazanl 12-23 % Asiat(l
CYP2C19*3 - inaktivni enzym (* stop koddnu)
rs4986893 Vyskyt: 0,4% Kavkazana 1% Asiatud
CYP2C19*17 ultrarychly metabolismus

rs12248560

Vyskyt: aZz 21 % Kavkazand, 2,7 % Asiat(

wybra
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v
nych polozek: 1; 362 kB

21 % Kavkazanu!

Do centra pozornosti se v poslednich letech dostava polymorfismus, ktery

muze vést k nelispésnosti terapie v disledku rychlého odbouravani léc
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs12248560

c @ ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs12248560

Reference SNP (rs) Report

4 Switch to classic site

FEEDBACK

rs12248560

Organism
Position
Alleles
Variation Type

Frequency

Variant Details

Homo sapiens

chrl0:94761900 (GRCh38.p12) @
C=A[C=T

SNV Single Nucleotide Variation

T=0.19899 (24987/125568, TOPMED)
T=0.2052 (641231250, GhnomAD)
T=0.153 (767/5008, 1000G) (+ 5 more)

Genomic Placements

Clinical Significance

Fregquency

Aliases

Submissions

History

Publications

Sequence name

& Download 0 » S (7]

Current Build 153
Released July 9, 2019

Clinical Significance Reportedin ClinVar

Gene : Consequence CYP2C19:2KB Upstream Variant

Publications 84 citations
Genomic View See rs on genome
Q
*  Change

CYP2C19 RefSeqGene
CYP2C19 RefSeqGene
GRCh37.p13 chr 10
GRCh37.p13 chr 10
GRCh38.p12 chr 10
GRCh38.p12 chr 10
LOC110599570 genomic region

LOC110599570 genomic region

NG_008384.2:2.4220C=A
NG_008384.3:2.4220C=T
NC_000010.10:2.9652165TC=A
NC_000010.10:2.96521657C>T
NC_000010.11:2.94761900C=A
NC_000010.11:2.94761900C>T
NG_055436.1:2.1260C=A

NG_055436.1:2.1260C=T

Gene: CYP2C19, cytochrome P450 family 2 subfamily C member 19 (plus strand) : 2KB Upstream Variant


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs12248560

Popsany pripady neucinnosti antiagregacni terapie KLOPIDOGRELU

1) ujedincd s variantnimi alelami pro CYP2C19 gen, ale také
2) pfisoucasném uzivani OMEPRAZOLU

v

ZVYSENE RIZIKO KVS PRIHOD

z duvodu neudinnosti
KLOPIDOGRELU (prolécivo)

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



N-acetyl transferaza 2 (NAT2)

V genu NAT2 popsdno 7 genovych polymorfism(i charakteru zamény (substituce).

* Nositelé *4 a *12C jsou rychli metabolizéri (RMs)
= Nositelé ostatnich variantnich alel pomali metabolizéfi (PMs)

Klinicky désledek SNiZENE aktivity NAT2 = vzrasta riziko NU
* IZONIAZID = periferni neuropatie

 SULFONAMIDY = hypersenzitivni reakce

 HYDRALAZINY = syndrom podobny jako lupus (SLE)
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DPD (dihydropyrimidin-dehydrogenaza)-gen DPYD

Katalyzuje fluoropyrimidiny, nap¥. kapecitabin (aktivni metabolit 5-FU)
Genové polymorfismy maji vyznam pro ucinnost + toxicitu
kombinaci protinadorovych léciv obsahujicich 5-FU.

Standardni (wild) alela:
*1

Variantni alely:

*2A - chybné rozpoznani mista sestfihu (bodova
mutace) . Vznikd kratky protein = inaktivni

enzym
*13 - zameéna nukleotidu = snizena aktivita
enzymu.

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

MU

MED



MTHFR (methylen-tetrahydrofolat-reduktaza)

Katalyzuje konverzi 5,10 methylen-tetrahydrofolatu na 5-methyl-tetrahydrofolat.
(metabolismus kys.listové)

o /F

Nejznaméjsi polymorfismy:

C677T A1298C

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

= ZvySena prevalence tromboembolickych poruch u nositel(
= U homozygotnich nositelek variantnich alel zvysSené riziko
spontannich abortu
» ZvysSena toxicita nékt. cytostatik (cyklofosfamid, MTX, 5-FU) MU
E



UGT1A1 (uridin difosfat glukuronosyl transferaza)

Tento enzym detoxifikuje rozdilné endogenni substance vcetné bilirubinu.

Genovy polymorfismus na tGrovni promotoru = sniZena exprese &
SNIZENA AKTIVITA enzymu UGT1A1

=> FAMILIARNI HYPERBILIRUBINEMIE (cca 12% populace - PMs)

= Gilbertuv syndrom (mutace v,,TATA boxu“ - ovl. transkripci)

= Vysoké riziko toxicity u pacientd uzivajicich IRINOTECAN*
(myelotoxicita)

= Priterapii AZATANAVIREM** musi byt u 20-60% pacientt Ié¢ba
predcasné ukoncena kvili rozvoji zloutenky

* IRINOTECAN se pouziva v terapii nadorovych onemocnéni napfr. u kolorektalniho
karcinomu. ** AZATANAVIR - antivirotikum proti HIV-1 viru
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TPMT (thiopurin S-methyl transferaza)

TPMT se podili na metabolismu thiopurinovych Iéciv (AZATHIOPRIN,

MERKAPTOPURIN (6-MP), THIOGUANINY).

Standardni (wild) alely:
TPMT*1

!

Variantni alely jsou SNP

TPMT*2 G238C

TPMT*3B  G460A

TPMT*3C A719G

TPMT*3A kombinace G460A + A719G

écba akutni lymfoblastické
eukemie, imunosupresivum,
eécba IBD... napr. Crohnova
choroba.

= =
m e
O =

-




Vyznamna populaéni variabilita

TPMT

VYSKYT VARIANTNICH ALEL V POPULACICH

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

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

11 % Evropanl ma sniZzenou
katalytickou aktivitu TPMT

0,3 % Evropanui ma kompletni

deficit tohoto enzymu
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TPMT

Pritomnost variantnich alel = snizeni aktivity enzymu TPMT

¥

tézké, zivot ohrozujici toxicity pfi uzivani thiopurin(

3

zvl. pro KREVNI KMENOVE BUNKY

Davkovani azathioprinu

Standardni (wild) alela TPMT: < L
Terapeuticka davka dle SPC

MYELOSUPRESE
Variantni alely TPMT :

Heterozygoté: 65 % standardni terapeutické davky @
Homozygoté: 6-10 % standardni terapeuticke davky

FATALNI LEUKOPENIE
M

Genetické testovani TPMT je dnes v klinické praxi rutinni a nejéastéji provadéné \
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Na metabolismu thiopurinovych léciv (merkaptopurin) se podili i
dalsi enzymy, napr.

NUDT15 Nudix hydroldza 15

, %
Sta|.1dard,n| aIeI: 1 | genotypy tohoto genu jsou Feseny v
Variantni alela *3 CPIC guidelinech

NUDT15*1/*1 normalni metabolizatori Zvjené riziko thiopuriny

* * [ J [ B 4 r [ r 0
NUDT15*1/ *3 mterm’edlarnl metaboll.za,torvl. } indukované leukopenie,
NUDT15*3/*3 pomali (poor) metabolizatofi neutropenie a myelosuprese
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TRANSPORTERY

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

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

Pro farmakokinetiku léciv jsou nejvyznamnéjsi
genové polymorfismy v ABC transportérech.

Pritomnost polymorfismu v genech kddujicich transportéry ovliviuji
efflux [éciva z buriky (nddorové buriky)
VYSOKA HLADINA
cytostatika v nddorové ﬁ Cytostatika v
burice nadorové bunce
RELAPS RIZIKO ZAVAZNYCH NU

MU
M E

NiZKA HLADINA
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MDR1 (ABCB1)

kéduje 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:
= 3435C>T - méniexpresiproteinu v duodenu, ovliviiuje absorpci digoxinu

= 2677G>T/A
= 1236C>T

Studovany jsou obvykle spolecné.
Ovlivnuji biologickou dostupnost cytostatik, kinetiku takrolimu,

ondansetronu, popsano vyssi riziko CML a neefektivita terapie,
nachylnost k UC, vznik kortikorezistence......
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DALSI PRIKLADY transportérd...

BCRP (ABCG2)

Breast Cancer Resistance Protein.
Funguje jako effluxova pumpa témér ve vsech tkanich

Zjisténa pozitivni korelace mezi vysokou expresi BCRP a Spatnou odezvou
pacientu na terapii u AML.

Rovnéz pacienti s CML |éCeni TKI (inhibitory tyrozinkindzy) napr. imatinib jsou na
lécbu rezistentni

SLCO1B1 (OATP1B1)

Organic Anion Transporting Polypeptide
Transportér je na bazolateralni membrané hepatocytl a podili se na pfijmu
napr. bilirubinu, statind, metotrexatu

Haplotyp s variant. alelami *15, *16 a *17 = VYSSI RIZIKO SIMVASTATINEM
INDUKOVANA MYOPATIE az rhabdomyolyza



POLYMORFISMY OVLIVNUJICIi CILOVE STRUKTURY léc¢iv

ALOX-5 (arachidonat 5 lipoxygendza) - polymorfni Gseky v promotor. oblasti

Polymorfismus v tomto enzymu se vyskytuje u pacient(i s bronchidlnim
astmatem.

Redukce terapeutické odpovédi na zileuton - inhibitor ALOX-5.

ACE (angiotenzin konvertujici enzym) - Inzerén&/dele¢ni polymorfizmus v intronu 16

Jedinci se dvéma dele¢nimi alelami (genotyp DD) maji 2x vyssi hladinu ACE v
plazmé — predispozice k hypertenzi a ICHS. Spatna progndza v pripadé
srdecniho selhani a slaba terapeuticka odpovéd na ACE inhibitory.
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Uéinnost farmakoterapie muze byt komplikovana
i 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 astic.

FAMILIARNI HYPERINZULINEMIE

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

nefunkcni formy receptoru
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POLYMORFISMY ASOCIOVANE S
RIZIKEM VYSKYTU PATOLOGII
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Deficit gluk6zo-6-fosfat dehydrogenazy (deficit G6PD)

,,fabismus ¢i favismus‘ patri celosvétové mezi nejcastéjSi enzymatické defekty

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

V genu G6PD (na chromozomu X) bylo identifikovano vice nez 180 variantnich alel (90
% SNPs). Vyskyt variantnich alel zvl. v oblastech s vyskytem maldrie.

U jedinct s mutaci (hemizygotni chlapci, homozygotni divky) je zvySené
riziko akutni hemolyzy 24-72 hodin po podani léciv: acetylsalicylova kys.
(ASA), nitrofurantoin, sulfametoxazol, chloramfenikol, ciprofloxacin,....
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Polymorfismy ovlivnujici funkci imunitniho systému

Mutace v genu NOD2 /CARD15 predisponuji svého nositele k
nespecifickym stfevnim zanétiim = IBD, zvl. CROHNOVA CHOROBA nebo

také sarkoiddza.
Tento gen koduje intracelularni molekulu regulujici apoptozu a aktivaci

jaderného faktoru NF-k[.

V genu byly popsany napf. substitu¢ni polymorfismy Arg702Trp (rs2066844)
a Gly9o8Arg (rs2066845) a posunovad mutace Leu1007fs insC (rs2066847 ) vede k
naruseni ¢teciho ramce pri translaci a k tvorbé inaktivniho proteinu.
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PFitomnost obou variantnich alel genu ICAM-1 (CD54) zvy3uje u
sveého nositele pravdépodobnost vzniku zanétlivych onemocnéni
(Casto autoimunitni etiologie). Gen kéduje intraceluldrni adhezni
molekulu, ktera hraje vyznamnou roli v procesu zanéetu a regulaci

vaskularni permeability

Napr. SNP Lys469Glu (rs5498) vede ke zméné funkce proteinu, ktery je dalezity
pro adhezi B-bunék a dendritickych bunék = alterace imunitniho systému =
predispozice k autoimunitnim onemocnénim
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Urcitda kombinace alel genu kddujicich HLA
molekuly predisponuje své nositele k
vyskytu CELIAKIE (HLA-DQ2, HLA-DQ8, DRB1).

Jedinec muze mit rizikovy genotyp a po cely
zivot neonemocnét. Je vsak prakticky
vylouceno, aby jedinec s celiakii nemél
rizikovy genotyp

Nékteré HLA haplotypy asociovany s:

= kozni hypersenzitivitou nebo

= s poskozenim jater vyvolanych nékt. [éCivy:
allopurinol, karbamazepin, abakavir

Genelicle wsetieni predispozice celialkie

Celiakie je celoZivotni geneticky podminéné autoimunitni onemocnéni, které se manifestuje
po ruzné dlouhé dob& konzumace obilovin s obsahem lepku (glutenu). Vyskytuje se pouze
u pacientu 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 markeru potvrzujicich diagnézu
(pozitivni nalez), nebo jako marker pro vylou€eni podezielé diagn6zy (negativni nalez).

IndikaceRruysetienifinafceliakii

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 |. typu, hepatitida, thyreoiditida)
infertilita, opakované potraty

exantém — dermatitis herpetiformis

osteoporéza nepfimérena véku

anémie, piedevsim sideropenicka

neuropsychiatrické abnormality (polyneuropatie, ataxie, epilepsie, uzkosti/deprese)
Downuyv, Turnerav,Williamsuv syndrom

Viihodly genetického vySeden

vy$etieni se provadi jednou za Zivot .

odbér biologického materialu nezatéZuje pacienta

vysledek vysetfeni neovliviiuje bezlepkova dieta

méné fale$né negativnich vysledkd v porovnani s imunologickymi testy

negativita HLA-DQ2, HLA-DQ8 s celiakii spojenych haplotypi umoziuje
vylouéit onemocnéni celiakii bez bioptického vySetreni

dle doporuéeni Evropské spolec¢nosti pro détskou gastroenterologii,
hepatologii a vyzivu (ESPGHAN) zroku 2012 u pacienti s presvédéivou
klinikou a vysokou pozitivitou protilatek (TG 2 IgA > 10x nad normu) pozitivita
HLA-DQ2 nebo DQ8 umoziiuje stanovit diagnézu celiakie bez bioptického
vysetreni
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Predispozice k maligni hypertermii (MHS)

Je to autozomalné dédicné onemocnéni = poruseni vapnikového
metabolismu ve svalové burice. Spousté¢em muze byt kombinace inhalacniho
anestetika a sukcinylcholinu.

PROJEVY: uvolnéni velkého mnozstvi Ca iontl, nekontrolovatelnd svalova
kontrakce = hypermetabolismus = uvolnéni tepla = zvyseni produkce CO2,
laktatu

Gen RYR1 kddujici ryanodinovy receptor na membrané ER

Gen CACNA 1S kédujici podjednotku alfa 1S napét'ové rizeného
vapnikového kanalu
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Polymorfismy ovliviujici hemostazu
,,TROMBOFILNI* GENY
Jsou to geny, jejichz variantni alely predisponuiji své nositele k hluboké

Zilni trombdze (HZT), tromboembdliim a jinym poruchdm rovnoviéhy
mezi prokoagulacnimi a antikoagulacnimi faktory.

Faktor V

Faktor Il (protrombin)

Faktor XIlII

Protein C (PROC) = pfirozeny antikoagulacni faktor. APC rezistence.
MTHFR

Studovany z hlediska trombofilii jsou také polymorfismy v dalsich

genech: gen pro PAI-1, receptor PROC, gen pro TNF-a MUN]I
MED




FAKTORYV | Leidenska mutace v genu pro faktor V

Podstatou je bodova mutace G1691A — zaména AK

Faktor V je pak odolny proti Stépeni aktivovanym proteinem C (APC), protoze
vazebna (Stépnd mista), kde se APCvdaze na FV jsou zménéna.

Zména tohoto stépného mista = snizeni degradace faktoruV a VIII.

VYSKYT

5% Evropani. Nevyskytuje se mimo Evropu!

4-8x (jiné zdroje: 5-10x) zvySené riziko vyvoje Zilni trombdzy u heterozygotl
50-80x (jiné zdroje: 80-100x) vyssi riziko u homozygotu.

V kombinaci s uzivanim hormonalni antikoncepce riziko jesté mnohem vyssi.
Mutace je asociovdna s rekurentnimi ¢asnymi potraty (Recurrent Pregnancy
Loss — RPL)

Dalsi nalezené variantni faktory V:

Cambridge, Hong Kong, Liverpool. Mutace Liverpool (lle 359Thr) je pravdépodobné
rovnéz asociovana se zvysenym rizikem trombotickych onemocnéni.
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FAKTOR II- PROTROMBIN

Substitu¢ni mutace G20210A. Pritomnost zvysuje riziko rozvoje zilni trombdzy
VYSKYT: 2% v Kavkazské populaci

Nékdy stanovovan haplotyp s ozna¢enim FV R2 haplotype

(H1299R) = kombinace 4 mutaci (3 mutace v genu pro FV, véetné
Leidenské + 1 mutace v protrombinu). Bylo zjisténo, Ze produkty gen( v
tomto haplotypu ovliviuji protrombinazovy komplex.

FAKTOR XllI

Polymorfismus Val34Leu nalezen v kédujicim useku genu pro podjednotku A
faktoru Xlll. Variantni alele pfipisovan protektivni efekt proti HZT. FXIIl kédovany
variantni alelou je aktivovan trombinem rychleji nez standardni varianta

MEU



PROTEIN C

VVVVVV

mechanismu kontroly procesu krevniho srazeni. PROC se vaze na komplex
trombin-trombomodulin =*APC.

APC + PROS — proteolyzaVa a Vlla.
Deficit PROC je rizikovym faktorem pro tromboflebitidu, hlubokou zilni

trombdzu a plicni tromboembolismus.

V soucasnosti studovany tri polymorfismy v promotoru genu pro protein C

1654 C/T, -1641 A/G and -1476 AT
u nichz byla nalezena korelace s plazmatickou hladinou PROC = riziko rozvoje
HZT.

VSechny tfi polymorfismy se dédi spolecné v haplotypu.
Nékteré z haplotypu jsou protektivni, jiné trombofilni.
Je nezbytné studovat jednotlivé kombinace, nikoliv polymorfismy zvlast
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Polymorfismy byly nalezenyiv
transmembranovém RECEPTORU

PRO PROTEIN C
Blokdda EPROCR muze akcelerovat
vyvoj trombu in vivo.

V genu pro tento receptor bylo
nalezeno nékolik mutaci — nejcastéji je

studovan SNP A6936G.

Nalezené vysledky ukazuiji, ze
EPROCR muze hrat vyznamnou
roli v nachylnosti a rozvoji HZT.

Priloha €. 3 LP IlFCOR

Seznam vysetreni

Pracoviité Broo Viniéni Laborator molekulirni diagnostiky

Detekce mutaci a polymorfismu trombofilnich faktoru
Faktor II — stanoveni mutace G202 10A metodou real-time PCR
Faktor V (Leiden) — stanoveni mutace Argd06GIn (G 1691 A) metodou real-time PCR
MTHFR (C&677T) — stanoveni mutace C677T (Ala222Val) metodou real-time PCR
MTHFR (A1298C) — stanoveni mutace A1298C (Glud29Ala) metodou real-time PCR
Faktor X111 — stanoveni mutace Val34Leu metodou real-time PCR.
Faktor PAI-1 — stanoveni polvmorfismu 4G/50G metodou real-time PCR.

VyEetfovany materidl: nesrazliva krev (EDTA)
Stabilita vzorku: 2-8°C mésic
=20°C po del3i dobu
Doba odezvy: 1-10 dni
Druh veli¢iny: pritomnost/nepfitomnost mutace
Hodnoeceni: wild type = negativni = nemutovany homozygot
homozygot — mutovany homozygot
heterozy got — heterozygot
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Genetické predispozice nelze ani
precenovat ani podcenovat !

INDIVIDUALNI RIZIKO
KLINICKYCH KOMPLIKACI

je vysledkem vzajemnych interakci mezi
VNEJSIMI FAKTORY + GENETICKYMI FAKTORY
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GENETICKE FAKTORY

Vytvori podminky

« GENOTYP: geny kodujici receptory , iontové kanadly,
metabolické enzymy , transportéry..... a dalsi

NEGENETICKE FAKTORY

Jsou spousteécem patogeneze

Faktory vnéjsiho /\ e
Negenetické zmény

prostredi

NUTRICNI FAKTORY, Zivotni
styl (koureni, konzumace
alkoholu, sportovni aktivity)
pozitivni mysleni...

DRUG-DRUG INTERAKCE
(soubéZné podand léciva)

DNA, RNA, protein(

« EPIGENETICKE ZMENY V DNA
(metylace, acetylace)

e ROZDILNA INAKTIVACE CHR. X

e POSTTRANSLACNI MODIFIKACE

proteind (alternativni sestfih) ~ MUN I
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Dekuji Vam za pozornost
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