Genomika a jeji
uplatnéni ve farmacii

Vyvoj leCiv

Personalizovana medicina



Genomika

e Studium genomu

* mapovani (pocet chromozomu, polohy gend, jejich poradi a vzdalenost,
sekvenovani genomu)

* anotace genomu (proces identifikace umisténi genu a vSech kddujicich
oblasti v genomu a urceni toho, co tyto geny délaji. Identifikace nekoduijici
RNA)

e bioinformatické nastroje

* konstrukce genovych map

* analyza genové exprese

e pusobeni gent, mechanismy genovych interakci

e komunikace mezi jadernym a organelarnimi genomy
e cilené umlcovani gend (napf. RNAI)

* fenotypové profilovani



Genomika

e Strukturni —vyzkum struktury gent a predevsim celych genomi

* Funkcni genomika — anotace genomd, hledani gent a urcovani jejich
funkce

e Komparativni — porovnavani genomu ruznych organismu

* Populacni — porovnavani genomu v ramci populace (vyzkum vlivu
konkrétnich podminek)

* Vypocetni — prace s genomickymi daty pomoci bioinformatickych
vypocetnich metod

* Personalni — sekvenace genomu a analyza, snaha lékariim do
budoucna poskytnout presné informace o genetickych predispozicich
pacienta



Genomika ve farmacii

* Farmaceuticka praxe
* Potreba novych IéCiv
* Vyzkum a vyvoj |éCiv

* Personalizovana medicina

* analyza genové exprese

» profilovani (DNA, RNA a proteinové Cipy)

» pokrocilé biotechnologie (GMO organismy)

» produkce terapeuticky vyuzitelnych latek (biofarmaceutika)



Farmakogenomika

 vztah variability genomu a

* snazi se vysveétlit variabilitu |Iékové odpovéedi a hledat pricinu v
rozdilech na Urovni genomu

e uplatneéni:

* vyuziti farmakogenomickych dat pro objasnéni mechanismu
ucinku nového léku v podminkach in vivo

* sledovani efektu podané latky na globalni expresi genetické
informace na Urovni transkriptomu, proteomu ¢i metabolomu

* pouziti metod genomiky pro objevovani novych IécCiv a blizsi
charakterizaci téech znamych



Farmakogenomika

* dynamicka povaha genomu!!!

* mezi sekvenci nukleotidl a expresi genu neexistuje zZadny
mechanisticky vztah

* uplatiuje se zde rada regulacnich pochodl a Uprav na vSech
urovnich:

e posttranskripéni Upravy
e posttranslacni Upravy

* regulace exprese zavisla na RNA (RNAi)



Vysvéetleni pojmu

* Posttranskripcni upravy

e primarni transkript (pre-RNA) vznikly prepisem podléha dalsim
posttranskripénim Upravam

* hlavnim regulacni krok exprese genetické informace

 pripojeni Cepicky (napojeni metylguaninového nukleotidu na 5’konec a
chrani RNA retézec pred stépenim exonukleaz)

 sestfih pre-mRNA - splicing (strukturni geny eukaryotl obsahuiji
nekodujici sekvence, introny, které jsou vystépeny a vznika tak retézec
RNA tvoreny pouze s exony)

» polyadenylace 3’konce mRNA (enzymem poly A polymerdzou je na konci
RNA pfipojeno asi 250 adenosin nukleotidu, ktery chrani RNA retézec
pred stépenim exonukleaz)



Vysvéetleni pojmu

* Posttranslacni upravy
» proteind po jejich nasyntetizovani ribozomem

* proteiny mohou byt modifikovany kdykoliv béhem doby jejich existence
a dokonce i béhem jejich syntézy.

e odstranéni prvniho Met z N-konce polypeptidu
* odstranéni tzv. signalniho peptidu z N-konce

* modifikace postrannich retézci aminokyselinovych zbytkd
(oxidace cysteinovych zbytkU, fosforylace, hydroxylace, ...)



Vysvéetleni pojmu

* RNAI

* mechanismus, jimz jsou v bunikach likvidovany dvouretézcové molekuly
RNA (double-stranded RNA, dsRNA)

* mechanismus vznikl jako obrana bunék proti infekci virovou dsRNA

* v soucasnosti se RNAi hojné vyuziva v genovém inzenyrstvi k cilenému
utlumu exprese studovanych genu (tzv. gene knockdown, gene silencing
nebo RNA silencing)

* fetézec RNA, ktery je komplementarni k mRNA s ni mGze vytvofrit
dsRNA, mRNA je pak mechanismem RNAI likvidovana a nemuze vstoupit
do procesu translace
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Farmako

VS.

Farmako

oba pojmy zameénovany

farmako

rozdilné ucinky léciva na rGzné pacienty
geneticka variabilita pacientt (polymorfismus)

individualizace farmakoterapie

farmako
rozdilné ucinky léciv na genovou expresi
expresni profil

pouziti metod genomiky pro objevovani novych IéCiv a
blizsi charakterizaci téch znamych



kdy se objevila 1957 1997
co zkouma nékolik gent cely genom
co sleduje zmeény v genech genovou expresi
co chce ovérit bezpecnost |éCiva ucinnost léciva

individualizace
farmakoterapie vyzkum a vyvoj léCiv
vyuziti
vysvétleni nezadoucich cile pro nova léciva
ucinkd



Genova exprese

* bunécna Uroven - analyza a integrace signall prichazejicich z vnitfniho i
vnejsiho prostredi

» specificka odpovéd v Case a prostoru

* zmeény exprese vybrané sady genu

* po podani farmaka dochazi k adaptivnimu posunu v expresi stovek az
tisict gend

* Uroven transkriptomu - cRNA a cDNA expresni Cipy (microarrays)



Analyza genové exprese

» profilovani genové exprese je analyza aktivity (exprese) tisict genu,
samostatné nebo najednou, za ucelem vytvoreni globalniho obrazu
biologickych funkci

* mereni aktivity celého genomu soucasné v konkrétni bunce nebo tkani
nebo dokonce organu

» profilovani genové exprese je v posledni dobé v popredi pokroku v
personalizované mediciné (zejména v oblasti rakoviny a transplantaci)

* na urovni transkriptomu: cRNA a cDNA expresni Cipy (microarrays)



* cDNA expresni Cipy (microarrays)
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Vyzkum a vyvoj lécCiv

farmaceuticky pramysl celi radé vyzev, véetné relativné nizké
produktivity a Uspéchu pfi uvadéni novych |ékl na trh

* dUvody, pro¢ farmaceutické spolec¢nosti investuji do farmakogenomiky:

* novy nastroj pro objev a vyvoj léciv, marketing novych |ék

* jednodussi a rychlejsi klinické testy na definovanych skupinach
e oziveni starych vyrazenych |éCiv

* farmakogenomicka charakterizace, pouziti neinvazivnich metod

* individualni preskripcni protokol s mensimi vedlejsimi ucinky a lepsi
ucinnosti (personalizovana medicina)



PHARMACOGENETICS

SELECTING
RESPONDERS/NONRESPONDERS
(Pharmacogenomics)

TARGET VARIABILITY

(Pharmacogenomics)

DISEASE GENETICS
(Pharmacogenomics)




/ / . / \J e
Vyzkum a vyvoj |éCiv
primarni faze klinického testovani IéCiv (nejednoznacné vysledky v
porovnani s placebem a mozné vyhody genotypizace probandu)

farmaceutické spolecnosti také pouzivaji farmakogenomiku k vyvoji a
prodeji [&éCivych pripravkud pro lidi se specifickymi genetickymi profily

studiem léku pouze u lidi, u nichz je pravdépodobné, ze z toho budou
mit prospéch, mohou farmaceutické spolecnosti byt schopny urychlit
vyvoj léku a maximalizovat jeho terapeuticky prinos

pokud dokazeme identifikovat geny, které zpUsobuji zavazné vedlejsi
ucinky, preskripce pouze vybrané skupiné pacientd, kteri tyto geny
nemaji

to by umoznilo nékterym jednotlivelm dostavat potenciadlné Zivot
zachranujici léky, které by jinak mohly byt zakazany, protoze predstavuiji
riziko pro ostatni pacienty



Moznosti vyuziti farmakogenomiky

1215 years |

Target assay
construction
and screening

Target
identification

Target validation, |
hits-to-leads
medicinal
chemistry safety

"Phasell: | Phaselll

Target
screen

Target screen
S$1-4 million

efficacy, | efficacy,
safety | safety
Efficacy proof of concept
— |
2 years 5
——
Safety package e’

$12-15 million

Nature Reviews | Drug Discovery

Pharmacogenetics in drug discovery and development: a translational perspective, Allen D. Roses, 2008



Moznosti vyuziti farmakogenomiky

Understanding of

*  Major pathways for drug

metabolism and transport *  Genotyping if in vivo clearance labelling and dose
mediated via single

polymorphic pathway
*  Assessment of varlabillity in PK

*  Potential for inhibition
and induction of DME and

transporters

* DA sample collection for *  Pharmacogenomic
retrospective studies

evaluation for additional

adjustments

Preclinical

Phase |

First in Human

[

DNA sample collection for
retrospective studles
Genotyping if in vitro clearance
mediated via single polymorphic

pathway
Assessment of variability in PK

Pharmacogenomic biomarkers
used for trial design and
stratification of patients into
subpopulations

Definition of labelling and dose
adjustments

Pharmacogenomics in Drug Development, Lena Gustavsson, 2014



Drug targets

* Uspéch mnoha projektl v oblasti navrhovani |ékl je zdsadné omezen
povahou cile -, druggable targets”

* schopnost cile byt modulovan malymi molekulami (které jsou Casto
vhodné pro oralni podani)

* navrhovani sloucenin s vhodnymi biofarmaceutickymi vlastnostmi,
které jsou stale schopné vazat se na své cile s prislusnou afinitou

* ne vsechny malé molekuly mohou byt |éky a ne vSechny proteiny
mohou byt cile

e protein musi obsahovat vazebné misto, které je komplementarni



Gene
expression

Bioinformatics
integration

Forward
genetics

DNA profiling

Identify gene function

e druggable targets N oo

and role in modulating
disease

Identify binding sites and
evaluate potential for
binding small molecules

+ druggable

Drug Discovery Today



Klasicka vs. reverzni genetika

 klasicka genetika (forward genetics)
* hledanim gen, které jsou zodpovédné za urcity znamy projev, fenotyp
e zacCina se u znamého projevu a hleda se neznama sekvence DNA

* vyhledavani v knihovnach inzerénich mutantl podle vnéjsiho fenotypu,
metabolického profilu, exprese genl zajmu

* identifikace mutovaného lokusu (plasmid rescue, inverzni PCR)

» vyuziti knihoven bodovych mutantl v pfimé genetice: fragmentacni
analyza a pozi¢ni klonovani



Klasicka vs. reverzni genetika

* reverzni genetika (reverse genetics)
* zname sekvenci genu, ale nezname (presné) jeho ulohu

* jaky fenotyp bude zplisoben mutaci tohoto konkrétniho genu?

» cilena mutageneze (pozmeéni se sekvence genu - napriklad ho mutaci
uplné vypneme) a budeme sledovat projev této mutace

* analyzy sekvencné specifickych mutantu

* analyza fenotypu a potvrzeni pri¢inné souvislosti mezi fenotypem a
inzeréni mutaci

e uml€ovani gent pomoci RNAi (mechanismus ucinku RNAI, pfiprava
konstruktt pro umléovani genli pomoci RNAI)



Klasicka genetika

JForward Genetics”

Reverzni genetika

Reverse Genetics"

doména modelovych organismi

Zname gen

https://www.prf.jcu.cz/zmb/menu/modelove-organismy.html



A Drug Discovery Phase Registration Phase
“*Genome-to-Lead" “Lead-to-Product”

) S \ [ Approved
Product
. Lol 3
o bA 'O .g —
s22| 52
gl 8 °€ STB| 23
2ol 5 20 ® >€E £
Sl Ecso Becl s
QI T=2 gLl <~
' c C') o o Qo
x| 89 =20 &
= 2 >
o
>

A “Genome-to-Lead” Approach for Insecticide Discovery: Pharmacological Characterization and Screening of Aedes aegypti D1-like Dopamine Receptors, Jason
Meyer, Karin F K Ejendal, Larisa Avramova et al., 2012



Individualizace farmakoterapie

* vSeobecny trend

e prizpUsobeni lééby na miru urcitému pacientovi

e konec 19. stol. —sir W. Osler

* ,Neptej se, jakou nemoc ma pacient, ale radéji jaky pacient
nemoc ma.”




Sir William Osler

e kanadsky Iékar

* jeden ze ¢tyr zakladajicich profesord nemocnice Johns Hopkins
(Baltimore, Maryland)
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Individualizace farmakoterapie

* velké mnozstvi lé€Civ
* farmakologické ucinky, nezadouci ucinky, |ékové interakce

* snaha o racionalni vybér léCiva (zvySovani efektivity |éCby, dosazeni max.
ucinku a minimalizace toxicity)

* klinické studie,

* pusobeni kazdého Iéciva je dano souhrou farmakodynamickych a
farmakokinetickych vlastnosti v zavislosti na
a aktualnim

* pro kazdého nemocného je to jedinecny soubor faktorl, které mohou
modifikovat oCekavany efekt podaného lécdiva

» optimalizace Ié¢ebného ucinku tak muze byt narusena odliSnou
nemocného



Variabilita |ékove odpovedi

Zevni prostredi

koureni
dieta
alkohol
Nemocny
y Lédivo
| genetika | divkovni
vek <+—— |nterakce ——» VROvanl
) farmakokinetika
pohlavi _
o farmakodynamika
onemocnéni
Y

Variabilita lékové odpovédi



Major Drugs Ineffective For Many

Hypertension Drugs 10-30% m
ACE Inhibitors

Heart Failure Drugs 15-25%

Beta Blockers

Anti Depressants 20-50% *ﬂ_
Cholesterol Drugs 30-70%
Statins

Beta-2-agonists

Pharmacogenomics, Dr. Siddhartha Dutta, Senior Resident, AlIMS, Jodhpur




Personalni genomika

» odvetvi genomiky, které se zabyva sekvenovanim a analyzou genomu
jednotlivcu

e genotypy jednotlivcd jsou identifikovany pomoci ¢aste¢ného nebo Uplného
sekvenovani genomu (next gen sequencing metody)

« dllezita pro identifikaci genetické predispozice jedince k béZznym
onemocnénim

e k ucCinnosti a nezadoucich ucinkt na bézné léky

¥

e eliminuje se nepredvidatelna odezva na léky v disledku genetickych
polymorfismd, které ovliviiuji metabolismus, clearance a toleranci




Genotypizace

* Pr:

e mutace v genu cytochromu P450 CYP2D6 vedou k pomalym, strednim,
extenzivnim a ultrarychlym metabolizatordm

* kazda z téchto fenotypovych podskupin ma rtzné reakce na léky, které
jsou znacné metabolizovany cestou CYP2D6 (od tézké toxicity po uplny
nedostatek ucinnosti)

 existuje nékolik prikladu, kdy by bylo mozné pouzit prospektivni
genotypizaci k zajisténi toho, aby byla terapie cilena na odpovidajici
fenotypy s odpovidajicim metabolismem a ucinnosti



Responder Genotype

or Phenotype

Nonresponder Genotype

or Phenotype

TPMT Thioguanine, azathioprine, Extensive Metaboliser Poor Metaboliser
mercaptopurine
CETP Pravastatin B1 B2
ACE Enalapril Insertion (I) Deletion (D)

5-HTT Fluvoxamine Long (1) Short (s)
CYP2C9 Warfarin Extensive Metaboliser Poor Metaboliser
CYP2D6 Desipramine Extensive Metaboliser Poor Metaboliser

HER2 Trastuzumab HER2neu positive HER2neu negative

Table | Examples of genes that have well-established responder or non-responder genotypes and phenotypes

https://www.ddw-online.com/pharmacogenomics-a-new-paradigm-for-drug-development-1103-200010/




Individualizace farmakoterapie

jiz znamych polymorfismi nam pomuze stanovit
nejefektivnéjsi terapii
* stanoveni genl nebo proteinl z odebrané télesné tekutiny
(krev, mog, sliny, mozkomisni mok, atd.)

* chipy
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https://www.slideshare.net/nileshkucha/chapter-19-pharmacogenomics




DNA target capture probe
affixed to bead:

90 bp complementary to
SNP region

N
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https://www.slideshare.net/nileshkucha/chapter-19-pharmacogenomics




Complementary DNA from
Patient DNA bound to probe

AN

https://www.slideshare.net/nileshkucha/chapter-19-pharmacogenomics




Single-nucleotide extension
(biochemical reaction)

https://www.slideshare.net/nileshkucha/chapter-19-pharmacogenomics




lHlumina SNP Genotyping

. ‘ Individual
Single-nucleotide with “T*

product
fluorescently
labeled

genotype at
this site

https://www.slideshare.net/nileshkucha/chapter-19-pharmacogenomics



1.2M Chip (1.2 million SNPs)
2 Samples/Chip
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https://www.slideshare.net/nileshkucha/chapter-19-pharmacogenomics




Individualizace farmakoterapie

Higher dose of

Lower dose of
drug X’ drug 'X'
recommended

recommended

ba

acogenom
sts

An alternative
drug 'Y’

Optimal dose
of drug 'X'
recommended

recommended

https://link.springer.com/chapter/10.1007/10_2019 110



Individualizace farmakoterapie

* maximalni ucinnost |éCby
* minimalizace nezddoucich ucinku
e zvyseni bezpecnosti terapie

* snizeni financnich nakladu

* identifikace kauzalnich polymorfismu (dlouhodoby vyzkum)
* variabilita Iékové odpoveédi je obvykle

* nakladani se ziskanymi daty



Klinicka praxe

* screeningoveé vysetrovani pred zahajenim terapie u vSech pacientU

* identifikace pacientl s nepfimérené vysokym rizikem pfi standardnim
zplsobu poufZiti [éCiva

* indikani omezenich nové registrovanych |ék

Lécivo Biomarker
Cetuximab EGFR, KRAS
Dasatinib Ph+ CML
Erlotinib EGFR
Gefitinib EGFR-TK
Imatinib Ph+ CML
Maravirok CCR5
Nisotinib Ph+ CML
Panitumumab EGFR, KRAS
Rasburikaza G6PDH

Farmakogenomika — soucasnost, budoucnost, perspektiva,
Ondrej Slanaf, Klinicka farmakologie a farmacie | 2012; 26(3)

Trastuzumab HER2




Klinicka praxe

* nebo ve skupiné starsich léku, kde byl farmakogeneticky vyzkum iniciovan
az béhem bézného pouzivani léku

» farmakogeneticka vysetreni, ktera se provadéji pred zacatkem lécCby:

Lécivo Gen

Azathioprin TPMT

6-merkaptopurin

6-thioguanin

Abakavir HLA-B*5701

Karbamazepin, fenytoin HLA-B*1502
(asijské populace)

Klopidogrel CYP2C19
Irinotekan UGT1AT
Warfarin CYP2C9, VKORC

. Farmakogenomika — soucasnost, budoucnost, perspektiva,
S5-fluorouracil DPD Ondfej Slanat, Klinicka farmakologie a farmacie | 2012; 26(3)




