TECNOLOGIAS PARA LA DETECCION DE VARIANTES FARMACOGENETICAS

El campo de la farmacogendmica (PGx) se esta desarrollando rapidamente. En los
ultimos 20 afios, no solo ha habido un gran progreso en el desarrollo de las pautas de
PGx, también ha habido un avance tecnolégico significativo que ha aportado nuevas
tecnologias para evaluar variantes genéticas. En un principio, solo las técnicas de
secuenciacion Sanger, de genotipado de un solo SNP (polimorfismo de un solo
nucleétido) y de genotipado de paneles de SNPs estaban disponibles como métodos
para la identificacion de variantes. Hasta la fecha, los paneles de SNPs siguen siendo la
tecnologia més utilizada en la practica clinica. Sin embargo, si bien es eficiente y tiene
un bajo coste, los paneles SNP no pueden detectar todas las variaciones genéticas
importantes, como nuevas variantes raras 0 variantes estructurales. Actualmente, se
encuentran disponibles multiples técnicas de secuenciacion (por ejemplo, exoma o
genoma completo), que producen gran cantidad de informacién genética [1-3]. Sin
embargo, estos todavia no se utilizan de forma rutinaria en la practica clinica, a pesar de

su potencial [4,5]

1. Paneles SNV

La prueba de paneles de SNP es la tecnologia mas utilizada en la practica de PGx, ya
sea a través de paneles comerciales o personalizados. Los cuales pueden contener un
conjunto preseleccionado de SNP, que, segun el panel o la plataforma, pueden variar
desde unas pocas variantes en un solo gen hasta miles de variantes en todo el
genoma.

Los paneles disponibles comercialmente contienen tipicamente variantes que estan
vinculadas a la respuesta al farmaco en las pautas de PGx o en PharmGKB [6]. La
evidencia subyacente a las variantes seleccionadas puede variar, desde arrays que solo
contienen las variantes mas fuertemente asociadas, hasta paneles que contienen todas
las variantes tedricamente asociadas con la respuesta al farmaco, por ejemplo, incluidos
todos los genes conocidos relacionados con el farmaco. Casi todas las paneles
disponibles utilizan PCR, secuenciacion por sintesis y nanoesferas o perlas, combinada

con una forma de deteccion de fluorescencia o quimioluminiscencia para identificar la



variante que esta presente en el sitio de interés [7-9]. Otra tecnologia es el uso de
espectrometria de masas, que se basa en las diferencias de masa entre el nucle6tido wt

y mutantes [10]. La preseleccion de variantes y la cantidad relativamente baja de datos

para procesar permiten un resultado rapido de bajo coste.

Arrays comerciales.

Hay muchos paneles disponibles que se pueden utilizar para PGx, por ejemplo el panel
ADME de VeraCode (lllumina) o VeriDose (Agena BioScience, cuya lista de variantes se
basa en un panel de genes bioldgicamente méas relevantes con un impacto clinico
conocido y sus variantes comunes clinicamente accionables. Ademas, es posible
expandir el panel si se desea [7,11].

Hay otros paneles méas extensos como Pharmacoscan (ThermoFisher) que incluye CNVs
y genes como HLA [9].

Estos tipos de paneles son ampliamente utilizados en estudios clinicos de
implementacion de PGx, tanto en la practica clinica como con fines de investigacion.

Arrays customizados

Esto es posible desarrollar un propio panel clinico personalizado con un conjunto mas
enfocado en variantes clinicamente procesables. Por lo general, estos paneles
personalizados se realizan utilizando pruebas basadas en un solo gen que cubren sélo
las variantes con aplicabilidad clinica directa.

Este formato permite una caracterizacion completa de algunos genes, asi como un
enfoque mas amplio centrado en un panel de variantes comunes en miltiples genes.

Este tipo de paneles también se utiliza en estudios de implementacion clinica.

Arrays de genoma completo

Hay disponibles arrays comerciales con cobertura de todo el genoma. Un beneficio
adicional del genoma completo es que también permiten el analisis GWAS ademas de
proporcionar informacion PGx. Ejemplos son Illlumina GSA que contiene mas de 600.000
SNV en todo el genoma, incluidos 17.750 marcadores PGx [12] y las matrices Axiom de

ThermoFisher que contienen cobertura de todo el genoma [13].



2. \Next\generation sequencing

Las tecnologias NGS alin no se aplican de forma rutinaria en PGx clinica. Sin embargo,
se utilizan a menudo en investigaciéon PGx y en estudios genéticos de enfermedades
[14,15].

Los paneles SNP solo cubren un conjunto limitado de variantes seleccionadas, mientras
que los datos de secuenciacion cubren el exoma o genoma completo.

Las tecnologias NGS son capaces de secuenciar lecturas de 100 a 200 pb con un alto
rendimiento, lo que permite la secuenciacion de un genoma completo en cuestion de
horas. Estas lecturas se alinean con el genoma de referencia y las variantes se identifican
en funcion de las variaciones con la referencia. Las aplicaciones de NGS se pueden
clasificar aproximadamente en tres enfoques: secuenciacion del exoma completo (WES)
se centra en la secuenciacion de las regiones codificantes del genoma, que cubre
aproximadamente el 1-2% de todo el genoma, secuenciacion del genoma completo
(WGS), cuyo objetivo es secuenciar todo el genoma, tanto las regiones codificantes como
las no codificantes y secuenciacion dirigida de una region o panel de genes de interés[16-
18].

Si bien NGS actualmente se puede realizar con costos relativamente bajos, la gran

cantidad de datos hace que el procesamiento sea mas desafiante

Uso de NGS para farmacogendmica

Si bien NGS se ha convertido en el estandar para el diagnéstico clinico y en la
investigacion, aln no se ha adoptado ampliamente para PGx clinico.

No obstante, en un entorno de investigacion, NGS se ha utilizado para PGx durante
varios afios.

WES solo cubre los exones y por lo tanto, por definicion, no puede cubrir todas las
variantes relevantes si estan ubicadas en las regiones intronicas o intergénicas.

WGS, por otro lado, también cubre regiones intronicas que conducen a una cobertura
ampliada. No obstante, las variantes intrénicas son de importancia clinica en PGx.

Un enfoque de secuenciacion dirigida puede combinar los costos mas bajos de WES con
los avances de los datos de WGS. Este tipo de panel va dirigido a genes de interés, tanto
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en regiones intrénicas como exodnicas. Esto resulta en costos mas bajos mientras se

mantiene la precision y abundancia de datos de WGS.

3. Long-Read Sequencing

Las tecnologias de secuenciacién de lectura larga han surgido en el campo y lentamente
estan ganando terreno sobre los enfoques de lectura corta en el campo de la
investigacion [18,19]. Tanto la tecnologia Pacific Bioscience (PacBio) como la Oxford
Nanopore Technologies (ONT) se estan convirtiendo en una parte integral de los
enfoques genéticos [20].

PacBio utiliza la secuenciacion SMRT (molécula Unica en tiempo real) para poder
secuenciar lecturas de hasta 45 kB. Las células SMRT utilizan micropocillos, cada uno
de los cuales contiene una Unica hebra de ADN que luego se secuencia mediante
ensamblaje y se registra en tiempo real [21].

Oxford Nanopore Technologies utiliza nanoporos a través de los cuales se extrae la
hebra de ADN; la interrupcion de la corriente es especifica de un codén, lo que permite
el ensamblaje completo de la secuencia de ADN [22].

Se puede generar una gran cantidad de datos mediante secuenciacion de lectura larga,
pero el procesamiento es significativamente mas intensivo en comparaciéon con los
paneles SNP y NGS.

Long-Read para farmacogenética

Se ha demostrado que la secuenciaciéon de lectura larga es capaz de resolver loci
complejos en todo el genoma [5,23]

Actualmente diagnésticos de enfermedades genéticas complejas ya utilizan la
secuenciacion de lectura larga. No obstante, solo se han realizado unos pocos estudios
de secuenciacion de larga duracion para farmacogenes.

El gen més complejo y estudiado minuciosamente en PGx es CYP2D6, que contiene
tanto SNPs como SVs. (Variantes estructurales) Se ha demostrado que con la
secuenciacion de lectura larga, el gen CYP2D6 (~ 6,6 kbp) puede secuenciarse en una
lectura completa y resolverse completamente en haplotipos en fase, incluidas las

variantes estructurales [24,25]. Lo mismo se ha observado para los genes HLA [5,23].



La secuenciacion de lectura larga en PGx esta actualmente, limitada a estudios de un
solo gen y no se han realizado estudios a gran escala que apliquen secuenciacion de

lectura larga en PGx clinica
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