FARMACOGENETICA:
verso la personalizzazione
della terapia
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Le reazioni avverse ai farmaci

(ADR=ADVERSE DRUG
REACTION)

costituiscono la quarta causa
di morte negli Usa

dopo l'infarto del miocardio,
1 tumori e l'ictus
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La maggior parte di queste
imprevedibili morti e dovuta
a variabilita individuale nelle

risposte ail farmaci



L'aspetto speculare di questa
variabilita e la mancata efficacia
di un determinato trattamento
farmacologico con esposizione
del paziente ai soli effetti collaterali
o tossici del trattamento stesso

-



-

senza alcun beneficio
terapeutico



La variabilita individuale
nelle risposte ai farmaci

-

ha basi genetiche




risiede in differenze di sequenza
esistenti a carico dei geni
codificanti per le proteine
coinvolte nella risposta

ad un determinato trattamento
farmacologico



Che cosa e la
Farmacogenetica?



La FARMACOGENETICA
e la disciplina che studia le
basi genetiche
della risposta individuale
ai farmaci



I geni che influenzano la risposta
ad un determinato trattamento
farmacologico possono essere

distinti in due grandi classi
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=» Geni codificanti per il bersaglio
terapeutico primario, come
per esempio recettori o enzimi

=» Geni codificanti per proteine
coinvolte nell’assorbimento,
metabolismo ed escrezione
del farmaco



I geni che influenzano la risposta
ai farmaci possono presentare
varianti alleliche nella popolazione,
cioe, in altri termini, essere
polimorfici



Tali polimorfismi sono spesso
a carico di singole basi e vengono

pertanto definiti @

Single Nucleotide
Polymorphisms
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Different people can have a
different nucleotide or base at
a given location on a chromosome
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Patients with efficacy
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Si definiscono polimorfici
tutti quegli alleli (o loci)
che sono presenti almeno
nell’1% della popolazione



Polimorfismi nei
gruppi sanguigni
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Gli SNPs
vengono classificati

Iin 3 distinte categorie



SNP delle regioni codificanti
(cSNP).

SNP perigenici (pSNP) che
interessano le regioni
regolatorie al 5', le regioni
specificanti i 5’ e 3’ non tradotti
del mRNA, gli introni..

SNP che si trovano random
(rSNP) nelle regioni
intergeniche.



CSNPs

POLIMORFISMI A SINGOLO
NUCLEOTIDE
DELLE REGIONI CODIFICANTI
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DSNPs

POLIMORFISMI A SINGOLO
NUCLEOTIDE
DELLE REGIONI PERIGENICHE
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Si ritiene che in media vi siano 4 cSNP
per gene; se si assume che nel genoma
umano vi siano 35.000 geni, si stima che
vi possano essere trai 120.000 e

1 200.000 cSNP che, con altri appropriati
calcoli, si traducono nel fatto che un
individuo-tipo e eterozigote per circa
30.000 aminoacidi
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Polimorfismi in enzimi
responsabili
del metabolismo dei farmaci
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Figure 1. The Effect of Drug Metabolism on Excretion.

Drug
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Lipophilic (or fat-soluble) drugs are metabolized to form relatively more hydrophilic (or water-soluble) metabolites than

the parent drug, and these metabolites are thus more easily excreted.
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PHASE 11




Schema dei principali
meccanismi molecolari
che possono causare
un alterato metabolismo
dei farmaci nell’'uomo
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Effetti dei polimorfismi
del citocromo P450
nel trattamento
farmacologico di

“poor metabolizers”
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Fig. 8. Cure rates for H. pylori infection by dual therapy with 20 mg
of omeprazole plus 2000 mg of amoxicillin for 2 weeks (OPZ/AMPC)
and the dual therapy with 20 mg of rabeprazole plus 1500 mg of
amoxicillin for 2 weeks (RPZ/AMPC) as a function of the CYP2C19
genotype groups.

See the legend of Fig. 2 for the abbreviations.




CYP2D6 Tricyclic Cardiotoxicity Tramadol
Antidepres. Codeine
Haloperidol Parkinsonism Ethylmor.
Perphenazine
Perhexiline Neuropathy
SSRIs Nausea
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Frequenza di individui
portatori di alleli
con copie multiple
del citocromo P450
CYP2D6
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0 Functional CYP2D6 genes

1 Functional CYP2D6 gene

2 Functional CYP2D6 genes

B 3 Functional CYP2D6 genes
13 Functional CYP2D6 genes

re
3
=
o
=
£
@
=
S
iy
=
e
=
=}
Z
3
=
w
Lo
(=R

Figure 4. Pharmacogenetics of Nortriptyline.

Mean plasma concentrations of nortriptyline after a sin-
gle 25-mg oral dose are shown in subjects with 0, 1, 2, 3,
or 13 functional CYP2D6 genes. Modified from Dalén et
al.22 with the permission of the publisher.




Struttura degli Oppioidi
e degli antagonisti
degli Oppioidi correlati
chimicamente alla morfina
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NONPROPRIETARY
NAME

Morphine
Heroin
Hydromorphone
Oxymorphone
Levorphanol
Levallorphan
Codeine
Hydrocodone

Oxycodone
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Figure 4. Pharmacogenetics of Nortriptyline.

Mean plasma concentrations of nortriptyline after a sin-
gle 25-mg oral dose are shown in subjects with 0, 1, 2, 3,
or 13 functional CYP2D6 genes. Modified from Dalén et
al.22 with the permission of the publisher.




20-230 million subjects 15-20 million subjects
have no CYP2DE have CYPZDE gene
arzymeas (PMs) duplications (LIMs)

* Too slow drug metabolism

* Too high drug levels at * Too rapid drug metabolism

ordinary dosage » Mo drug responsa at

« High risk for ADRs ordinary dosage

» Ma response from cartain (non-responders)

prodrugs (e.g. codeine)
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Mutation CYP2D6 Function Effect on steady state concentration Clinical effect Possible
(equal dosage) consequences
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PHASE 11
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Polimorfismi genetici
in bersagli primari di farmaci
ed effetti sulla risposta
farmacologica



Receptor/target

b2-Adrenergic receptor

5-Lipoxygenase promoter

Angiotensin-converting enzyme
(ACE)

Cholesteryl ester transfer
protein

Stromelysin

Angiotensin-II T receptor

Medication

Albuterol

ABT-761
(zileuton)

Enalapril,
lisinopril,
captopril

Pravastatin

Pravastatin

Perindopril
nitrendipine



Receptor/target
Sulfonylurea receptor

5-Hydroxytryptamine 2C receptor
5-Hydroxytryptamine 2A receptor

Serotonin transporter promoter
Dopamine D2 and D3 receptors

Vitamin D receptor

Glucocorticoid receptor

Medication
Tolbutamide

Clozapine

Clozapine
and other
neuroleptics

Fluvoxamine
Antipsychotics

1,25-Dihydroxy
vitamin D3

Dexamethasone



Receptor/target

Nicotinic receptor

Delta opioid receptor
Potassium channels

HERG

KvLQT1

hHCNE?2

Medication

Acetylcholine
(-) nicotine

Heroin

Quinidine
Cisapride

Terfenadine,
disopyramide
meflaquine

Clarithromycin



Receptor/target Medication

Sodium channels

SCN5A Mexiletine
Inositol-plp Lithium
HLA-DRB1 Cyclosporin A
Apolipoprotein E4 Tacrine
Ryanodine receptor Halothane or

succinylcholine

Prothrombin Oral
contraceptives

Peroxisome proliferator-activated 1Insulin
receptor
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Effetti farmacologici del
polimorfismo in posizione 389
del recettore Beta-1
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Receptor Effect Expected Effect
Sympathetic Polymorphism in Vitro in Vivo
g a,cDel322-325  Decreased Increased

function norepinephrine
release at synapse

=N
{ )

r’ . B,Arg389 Increased Increased response
Norepinephrine function at cardiomyocyte

a,c-Adrenergic receptor
(activation inhibits norepinephrine release)

B,-Adrenergic receptor
(activation stimulates contractility)

Cardiomyocyte




Effetti farmacologici del
polimorfismi nelle posizioni
164, 16 e 27 del recettore
Beta-2
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La cascata dell’acido
arachidonico
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Associazione farmacogenetica
tra il genotipo del promotore
di Alox5 e la risposta
al trattamento anti-asma



IL PROMOTORE DEL GENE ALOX5
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Allele frequencies
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Polymorphism Host genome Tumour gencime

=

a Inproteins that affect
drug availatiity to
PurmOLr

b Inproteins that affect
umour drug sensitivity

¢ In proteins that
affect towicity

Nature Reviews | Cancer




a DPD — Dihydropyrimidine dehydrogenase

Als Gl Als 51

~3% heterozygous

A
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' }

High 5-FU touicity MNormal 5-FL tolerability

b Tumour

Diwdro 5-FU (inactive)

Thymidhlate synthesis (15)

Enhancer region

28 bp repeats

t

repeats

\\\ threa tandem — . ~

repeats

- - response to 5-FU
5-FdUMP| —— TS

'S activity = Poor antitumour
response 1o 5-FU

Mature Reviews | Cancer



CYP3A  (Owidized

Iinotecan .
innotecan

| =

SN-38 (active) = Antitumour
activity

b Transcription factor IID

Promoter Exons
4

12 3 5
LA [IEIEREAE]

~y \‘%F}%

Mut Wt
(TA)7 TAA (TAJgTAA

l |

JExpression TExpression

l l

Low Narmal
glucuronidation glucuronidation

l l

Diarrhosa Tolerance
leucopaenia

Nature Reviews | Cancer




Listing of the allelic polymorphisms
of the p-opioid receptor

Nucleotide position Nucleotide Amino acid Amino acid Allele
exchange position exchange frequency
Ala—>Val 1.5-22%
Asn—>Asp 10-16%
Ser=>Cys <1%
Asn—>Asp <1%

Arg—>His <1%
Arg—>His <1%
Ser—=>Pro <1%



cSNPs 1n the p-opioid receptor

codon 40: Asn-=Asp (10-16%)

odon B: Ala—=Val {15-22%) /
codon 147: Ser—+Cys (rare)

= = codon 132: AsSn—+Asp (rare

/
extracellular

av/aNa
QNN
intracellular ' ' ,f

codon 260: Arg—+His (rare) - /
codon 265: Arg -+ His (rare)
codon 268: Ser — Pro (rare)’
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Monogenic disorder Complex disorder
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Gli studi farmacogenetici
pOSSONO essere
di tipo

diretto o indiretto



Gli studi diretti

= Sono finalizzati all’'identificazione
di varianti alleliche nelle regioni
codificanti (cSNP) o, regolatorie
(PSNP), di geni prescelti “a priori”
sulla base delle conoscenze
a disposizione



I polimorfismi
o
gli aplotipi
(combinazione di
polimorfismi)
identificati vengono utilizzati
in studi di
associazione allelica
per verificare
se essi correlino con un determinato

profilo farmacogenetico
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Crossing-over tra cromosomi
omologhi durante la meiosi






Meccanismo di insorgenza di
“Linkage disequilibrium”
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Gli studi indiretti

Si avvalgono di SNPs anonimi localizzati
su tutto il genoma, particolarmente nel
DNA intergenico, sfruttando la loro
associazione in "Linkage disequilibrium”
con i geni responsabili dello specifico
profilo farmacogenetico
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La Farmacogenetica € un processo
che si sviluppa in 3 fasi distinte

= La fase della scoperta e
catalogazione degli SNPs

= La fase della ricerca di correlazioni
tra la presenza di definiti SNPS
(Aplotipi) e determinati profili
farmacogenetici

= La fase diagnostica






a Current state of drug development research

Proportion of patients
who respond 10 drug
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Population of patients with given disease:
all or nearly all respond to different drugs according to genotype
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