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Resumen

la répida implantacién clinica de las técnicas de secuenciacion masiva
en paralelo se debe a su capacidad para secuenciar un gran nimero de
regiones genéficas con un coste menor a las técnicas convencionales. Sin
embargo, su uso en el dmbito de la farmacogenética es, todavia, muy escaso.
Obijetivo: Disefio, desarrollo, implementacién y validacion de un panel
de secuenciacién masiva en paralelo de farmacogenética orientado a la
practica clinica.

Método: Se desarrolld un panel de sondas de captura hibrida (Sure-
Select®) para el andlisis de las regiones genéticas de interés clinico reco-
piladas mediante bisqueda bibliogréfica. Se emples la plataforma de
secuenciacion lllumina HiSeq 1500€. Se desarrollé un algoritmo de ané-
lisis bioinformatico para la anofacién de variantes puntuales, inferencia
de haplotipos y deferminacién de variantes esfructurales en los genes de
inferés. Los resultados obtenidos se validaron con materiales de referencia
Coriell® de los repositorios de farmacogenética.

Resultados: £l panel desarrollado permite el estudio de un tofal de
12.794 regiones comprendidas en 389 genes. los resuliados de valida-
cién mostraron una sensibilidad superior al 99% para variantes puntuales e
inserciones y deleciones pequefias. La imputacién de haplotfipos fue cohe-
rente con los resuliados consenso de los materiales de referencia caracte-
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Abstract

The rapid clinical implementation of next generation sequencing techni-
ques is due to ifs ability to sequence a large number of genetic regions at
lower costs than conventional techniques. However, its use in the field of
pharmacogenetics is sfill very limited.

Obijective: Design, development, implementation and validation of a
clinical pharmacogenetics nexi-generation sequencing panel.

Method: We developed a panel of hybrid capture probes [SureSelect®)
for the analysis of the genetic regions of clinical interest collected by lite-
rature search and using lllumina HiSeq 1500® sequencing platform. We
developed a bioinformatic algorithm for variant annotation, haplotype
inference and determination of structural variants in the genes of interest.
The results obtained were validated with Coriell® reference material from
the pharmacogenetic repositories.

Results: The developed panel allows the study of a fotal of 12,794 regions
comprised in 389 genes. Validation results showed a sensitivity greater than
99% for single nucleotide variants and small INDELs. Haplotype imputa-
fion was consistent with the consensus results in the characterized reference
materials. Furthermore, the developed tool was able to correctly identify
different types of CYP2D6 copy number variations as well as a wide variety
of HLAB alleles.
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rizados. Ademds, la herramienta desarrollada pudo identificar correc-
tamente diferentes tipos de variaciones de nimero de copias de CYP2D6,
asf como una gran variedad de alelos de HLAB.

Conclusiones: Esia tecnologia representa una altemnativa adecuada
para su empleo asistencial con ventajas frente a las técnicas convencio-
nales en su rendimiento de produccién y sus capacidades de estudio de
genes complejos (CYP2D6, HLAB).

Introduccion

la farmacogenética es la disciplina que estudia la influencia del geno-
fipo en la respuesta a los medicamentos. La farmacogenética clinica pro-
pone estrategias individualizadas para el manejo de los medicamentos en
base al genofipo de cada paciente. El fin dliimo de la farmacogenética es
la mejora de los resuliados en salud de los trafamientos farmacoldgicos,
eficacia y efectos adversos, asi como la mejora en relacién coste-beneficio;
por tanto, se trata de una esfrategia para el uso racional del medicamento!.

La incorporacién de los datos genéticos en los procesos asistencia-
les debe sustentarse en una buena tecnologia de secuenciacion de alta
calidad, asi como en procesos de andlisis e interprefacion de resulta-
dos estandarizados. El desarrollo en los dltimos afios de las técnicas de
secuenciacion masiva en paralelo o NGS (del inglés: nextgeneration
sequencing) ha supuesfo un salfo tecnolégico disruptivo. Se ha pasado
de la capacidad de andlizar decenas de variantes a la posibilidad de
estudiar decenas de miles de variantes en un Gnico esfudio. Su incorpo-
racién a los procesos de diagnéstico médico es cada vez més frecuente;
sin embargo, en el dmbito de la farmacogenética se continta empleando
tecnologias convencionales como reaccion en cadena de la polimerasa
cuantifativa, métodos de extension de primer tales como TagMan® (Ther-
mofisher®) o MassARRAY® (Sequenom®)?2.

El empleo de estas tecnologias convencionales no permite un estudio en
profundidad de todas las regiones genéticas de inferés y obliga a estudiar
solamente un subconjunto de ellas. Diversas revisiones y estudios comparati-
vos enfocados a las técnicas de farmacogenética han puesfo de manifiesto
que existen discrepancias en el andlisis e interpretacion de los resultados
entre los diferentes laboratorios y tecnologias. Estas discrepancias se han
afribuido a que los diversos laboratorios analizan regiones genéticas dife-
renfes sin incluir todo el espectro de variantes de interés*¢. Todo ello, des-

Tabla 1. Fuentes de informacion

Conclusions: This fechnology represents an appropriate alternative for
its clinical use with advantages over conventional fechniques in ifs through-
put and complex gene study capabilities (CYP2D6, HLA-B).

graciadamente, reduce el valor clinico de los estudios, mofiva la descon-
fianza en los resultados, dificultando y refrasando la incorporaciéon de una
farmacogenética de més valor en la préctica clinica asistencial.

En este articulo se expone el disefio, desarrollo, implementacién y vali-
dacion de un panel de secuenciacion NGS de farmacogenética orientado
a la préctica clinica.

Métodos

Definicion de las regiones genéticas
de inferés clinico

La seleccion de las regiones de interés se realizé mediante busqueda
bibliografica. Una regién se consideré clinicamente relevante si su and-
lisis aporta informacién que pueda modificar la estrategia terapéutica
asistencial para un farmaco (por ejemplo, seleccion del tratamiento, dosi-
ficacion, seguimiento del paciente). Las fuentes bibliograficas principales
empleadas comprenden gufas de practica clinica de sociedades cien-
tificas farmacogenéticas, fichas técnicas de agencias reguladoras del
medicamento y bases de dafos relacionadas con la genéfica que se
defallan en la tabla 1. las principales plataformas de farmacogenética
convencional analizadas fueron Affymetrix DMET® y Agena Bioscience
iPLEX®. Ciertas regiones genéticas como CYP2D6 o HLA-B requirieron de
un disefio especifico. Para CYP2D6 se disefiaron sondas para la captura
de todas las regiones codificantes y para las regiones de alta homologia
(CYP2D7 y CYP2D8) con el objeto de estudiar variaciones en el nimero
de copias o CNV (del inglés: copy number variation) y variantes esfructu-
rales. Para HLA-B se realizé un disefio de sondas frente a las secuencias
de referencia de la base de datos IMGT/HLA” similar a la aproximacion de
Wittig et al®.

CPIC Ke mmoFPhorma&)genetis Implentation Consortium hitps://cpicpgx.org/
Sociedad cientifica https://www.knmp.nl/patientenzorg/
elaboradora de guias | DPWG Dutch Pharmacogenetics Working Group medicatiebewaking/farmacogenetica/
de prdctica clinica pharmacogenetics-1
CPNDS Canadian Pharmacogenetics Group for Drug Safety http://cpnds.ubc.ca/
Acenci - FDA U. S. Food and Drug Administration https://www.fda.gov/
gencias reguladoras - .
del medicamento EMA European Medicines Agency https://www.ema.europa.eu/en
AEMPS Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios  https://www.aemps.gob.es/
PharmGKB Pharmacogenomics Knowledge Base https://www.pharmgkb.org/
Bases de datos PharmVar Pharmacogene Variation Consortium https://www.pharmvar.org/
;’elucionudas con PharmaADME http://www.pharmaadme.org/joomla/
armacogenética, . . . . .
genéfica médica ClinVar https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
y genética de dbSNP Single Nucleotide Polymorphism Database https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
poblaciones gnomAD Genome Aggregation Database https://gnomad.broadinstitute.org/
EVS Exome Variant Server http://evs.gs.washington.edu/EVS/
Predictores SIFT Sorting Intolerant From Tolerant https://sift.bii.a-star.edu.sg/
bioinformdticos de PMut Pathogenic Mutation Prediction http://mmb.pcb.ub.es/PMut/
los efectos de una
mufacion §obre CADD Combined Annotation Dependent Depletion https://cadd.gs.washington.edu/
Ll ]
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Disefio de las sondas de captura
y proceso de secuenciacion

Se disefiaron sondas de captura hibrida para dichas regiones genéticas
con software SureSelect® Design Tool (Agilent). Las muestras se han some-
tido a un proceso de exracciéon de ADN genémico automatizada (Qiasym-
phony SP®, Qiagen®). La preparacion del ADN gendmico se ha realizado
mediante el protocolo SureSelect XT® (Agilent Technologies®), en combina-
cién con un panel de sondas SureSelect Custom Target Enrichment®, que
captura selectivamente las regiones genémicas de inferés. La secuencia se
realizé con equipos lllumina HiSeq 15008, Todos los procedimientos
se han llevado a cabo siguiendo las especificaciones de los fabricantes®.

Andlisis e interpretacion de datos

Se empled un algoritmo de andlisis bioinformatico de desarrollo pro-
pio que permite la anotacién de variantes de tipo SNP (del inglés: sin-
gle nucleotide polymorphism), INDEL (inserciones-deleciones) y variantes
estructurales o CNV, estas Gliimas mediante el andlisis comparativo de la
profundidad de lecturas'®'. Las variantes identificadas se combinan con
el sistema de gestion del conocimiento de desarrollo propio que asocia a
cada variante valores especificos de calidad e informacién, datos esfruc-
turales y de SNP como dbSNP, 1000 genomas' EVS, asi como datos de
frecuencia de los alelos en distintas poblaciones, o valores de predictores
bicinforméticos como SIFT, PMut, CADD (Tabla 1"#14. A partir de las fuentes
de informacién (Tabla 1), especialmente PharmVar y PharmGKB, se desa-
rrollaron tablas en el sistema de gestion del conocimiento para realizar una
inferencia automatizada de haplotipos basadas en datos de variantes tipo
SNP y pequeias INDEL. La inferencia de haplotipos de CYP2D6 se rea-
liza con un médulo que filira los alineamientos procedentes de CYP2D7
CYP2DS8; este filirado tiene el objeto de evitar artefactos en las gréficas de
cobertura procedentes de las lecturas en regiones homélogas'®. Ademds,
este médulo normaliza los datos de profundidad de lecturas con una mues-
fra control con un nimero de copias CYP2D6 conocido y secuenciada en
la misma placa de andlisis. Esta normalizacién tiene el objeto de evitar
artefactos debido a la presencia de CNV en ofras muestras secuenciadas
en la misma placa”. La inferencia de alelos HLA-B se realiza con un médulo
especifico basado en el desarrollo de Wittig et al®.

Validacion analitica de los resultados
con materiales de referencia
La determinacién de SNPy pequefias INDEL (< 20 pb) se validé con la

muestra Coriell® NA12878. La muestra se proceso por triplicado y los resul-
tados obtenidos se compararon con los datos de referencia disponibles
para esfe material resultantes de la integracion de varios conjuntos de datos
procedentes de la secuenciacién del genoma completo en diferentes pla-
taformas de secuenciacién masiva'®. Mediante este andlisis se obtuvieron
los valores medianos de sensibilidad (Se) y especificidad (Sp) analiticas, asf
como los valores predictivos positivo [VPP) y negativo [VPN). Se realizé este
andlisis con tres filiros diferentes de calidad usando dos pardmetros de cali-
dad NGS "Qual” (del inglés: quality score) y "DP" (del inglés: sequencing
depth o profundidad de lecturas): alta [Qual > 49 & DP > 29, intermedia
[Qual > 49 & DP > 14], baja [Qual > 0 & DP > 0]

la determinacién de haplotipos farmacogenéticos basados en SNP y
pequefias INDEL se validd con la muestra Coriell® NA12878. Los resulta-
dos obtenidos se compararon con los datos de referencia para este mate-
rial resultantes de la infegracion de varios conjuntos de datos generados
con distintas plataformas de farmacogenética (proyecto Gel-RM)??'. Estos
datos incluyen los siguientes genes: CYPIAI, CYPIA2, CYP2A6, CYP2BO,
CYP2C8, CYP2C9Q, CYP2CI9, CYP2EI, CYP3A4, CYP3AS, CYPAF2, DPYD,
GSIMI, GSIPI, GSTTI, NATI, NAT2, SICI5A2, SLC22A2, SICOIBI,
SICOZBI, TPMT, UGTIAI, UGTI2B/, UGT2B15, UGI2B17, VKORCI. HLA-B
y CYP2D6, por su complejidad, se incluyeron un mayor nimero de proban-
dos, las muestras Coriell® NA12878, NA02016, NA17254 y NA1728],
que incluyen distinfos fipos de variantes estructurales de CYP2D6 vy ale-
los HLA-B de interés clinico [HLA-B*58:01)829? Mediante este andlisis se
obtuvo la concordancia entre los haplotipos deferminados y los haplotipos
de referencia.

Resultados

Regiones genéticas de inferés incluidas en el panel

El panel desarrollado incluye un total de 12.794 pares de bases com-
prendidas en 389 genes. En la tabla suplementaria 1 se incluyen el tamafio
de la regién en pares de bases que se estudia para cada gen y la cober-
tura promedio de la regién. Estas regiones se clasificaron en tres grupos:
genes principales, secundarios y candidatos, siguiendo los criterios infernos
que se detallan a continuacién:

— Genes principales (17): CYP2CI9, CYP2C9, CYP2D6, CYP3AS,
CYPAF2, DPYD, F5, GOPD, HLAB, IFNL3, RARG, SIC28A3, SICOIBI,
TPMT, UGTIAI, UGTIA6, VKORCI. Son genes descritos en las guias de
practica clinica elaboradas por los principales consorcios clinicos de far-
macogenética (Tabla 1). Por lo tanto, cuentan con los niveles de evidencia
mds altos y para todos ellos se han publicado esfrategias de dosificacion
personalizada en base al genotipo.

—  Genes secundarios (50): ABCBI, ABCC2, ABCG2, ACE, ADHIA, ADHIB,
ADHIC, ADRBI, ADRBZ, AHR, ALDHIAI, ALOX5, ASSI, COMI, CPSI,
CYPIAL, CYPIAZ, CYPZA6, CYP2CS8, CYP2EI, CYPZ)2, CYP3A4, DRDZ,
GSIMI, GSIPI, GSTT1, HMGCR, KCNJTT, MTHFR, NATT, NATZ, NQOI,
NRIIZ, P2RY1, P2RY1Z, POLG, PIGIS, SCNIA, SICIS5AZ, SICIQAI,
SIC22A1, SIC22A6, SICOA4, SICOIB3, SULTIAIL, TYMS, UGIZBIS,
UGT2BI17, UGT2B7, VDR. los genes secundarios, a pesar de no estar inclui-
dos en guias de practica clinica, consideromos que pueden fener inferés
clinico segun las fuentes de datos consultadas (Tabla 1). En esfe grupo
destacan los listados de biomarcadores farmacogenéticos de la Food and
Drug Administration, genes PharmGKB con niveles de evidencia de 2 o
superior, categorias A y B de prioridad CPIC o genes core del listado
pharmaADME. Aunque no se han publicado estrategias para la individuali-
zacion del tratamiento en base el genofipo, consideramos que la presencia
de variantes en estos genes puede ser de ufilidad para la evaluacion de la
respuesta al tratamiento en pacientes individuales tras un hallazgo clinico.

— Genes candidatos: corresponde a regiones genémicas incluidas en
alguna de las principales plataformas farmacogendmicas empleadas
habitualmente en la practica clinica???, o regiones descritas clasificadas
en los fuentes de informacion empleadas (Tabla 1) con niveles de eviden-
cia inferiores a los ofros grupos, por ejemplo, PharmGKB nivel 3 o 4, CPIC
C/D. Su estudio se contempla en un confexto de investigacion. El listado
complefo de genes y regiones se encuentra en el suplemento del articulo.

Validacion de la determinacion de SNP
y pequenas INDEL
Los resultados de la deferminacién de variantes genéticas de tipo sustitu-

ciones puntuales ([SNP] y pequefias inserciones/deleciones [INDEL) < 20 pb
se muesiran en la tabla 2. la sensibilidad y especificidad analiticas del

Tabla 2. Validacion de la determinacion de variantes genéticas
de tipo sustituciones puntuales (SNP)y pequenas
inserciones/deleciones (INDEL) < 20 pb

Calidad de secuencia Alta Media Baja
Voo S e P
Falsos negativos (FN) 0 0 4
Falsos positivos (FP) 0 0 0
Verdaderos negativos (VN) 12.241 12.222 12.217
Valor predictivo positivo (VPP) | > 99,99% > 99,99% > 99,99%
Valor predictivo negativo (VPN) | > 99,99% > 99,99%  99,97%
Sensibilidad (Se) >99.99% >99.99% 99,31%
Especficidod 59 29999% 2999%% 2 99.9%%.

Lo muestra NA12878 se procesé por friplicado vy los resultados se compararon con
los datos de referencia generados en diferentes plataformas de secuenciacion ma-
siva'®; se muestra la mediana de los valores para las tres ejecuciones. Los filtros de
calidad de secuencia se definieron como alta [Qual > 49 & DP > 29], intermedia
[Qual > 49 & DP > 14] o baja [Qual > 0 & DP > 0].
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ensayo fueron superiores al 99%. Por ofro lado, los VPP y VPN fueron
superiores fambién al 99% para todos los valores de calidad analizados.

Validacion de la determinacion de alelos
farmacogenéticos (haplotipos)

Los resultados de la determinacion de haplotipos farmacogenéticos con
la muestra Coriell® NA12878 se muestra en la tabla 3. Se dispone de
datos de referencia para 28 genes [cada uno con 2 haplofipos, 56 haplo-
tipos)?®?'; los resultados fueron diferentes en cuatro genes: CYP2D6, NAT2,
SICOIBI v UGT2BI7. Para los genes CYP2D6, NAT2 y SICOIBI las dife-
rencias fueron debidas a que la plataforma NGS desarrollada posee un
nimero mayor de regiones genéticas y por lo tanfo supera las capacidades
de defeccion de las plataformas empleadas en el proyecto GeT-RM202!.
Para CYP2D6, la plataforma NGS desarrollada defecté la presencia de
un reordenamiento de tipo hibrido D6/D7 en tandem, descrito en publica-
ciones anteriores??>. Para NATZ2 la técnica fue capaz de detectar el alelo
*12, este alelo sélo estd incluido en la plataforma Agena Bioscience iPLEX

ADME PGx Pro®. Para SICOIBI nuestra técnica identificd dos combi-
naciones posibles de haplofipos *1A/*15 y *1B/*5; esfe resuliado es
similar al que determina la plataforma Affimetrix DMET® v se debe a la
inclusion de los subalelos *1A y *1B. Para el caso de UGT2B1/ nuestra
técnica no detecté la presencia del haplotipo *2, que corresponde con
una delecion del gen. Este requisito no se incluyd en las especificacio-
nes del disefio. Teniendo esto en cuenta, la concordancia general en la
determinacién de alelos es superior al 98%. Si el andlisis se restringe
a aquellos genes incluidos en las principales guias de prdctica clinica
(Tabla 1), la concordancia se eleva hasta el 100%.

Validacion de los resultados de la identificacion
de variantes estructurales en CYP2D6

La técnica basada en el estudio comparativo de profundidad de lecturas
desarrollada fue capaz de identificar adecuadamente las variantes estructu-
rales presentes en las cuatio muestras control seleccionadas. Los resultados
del andlisis grafico de coberturas para CYP2D6 se muestran en la figura 1.

Tabla 3. Validacién de la determinacion de alelos farmacogenéticos (haplotipos)

Gen Alelos de referencia
CYP]A] ................................................................................ . /*..]....
CYP1A2 *1F/*1F
CYP2A6 *1/*1
CYP2B6 *1/*1
CYP2C8 *1/*3
CYP2C9 *1/*2
CYP2C19 *1/*2
CYP2D6 *3/*4
CYP2E1 [1] *5/*7
CYP3A4 *1/*1
CYP3A5 *3/*3
CYPAF2 *1/*1
DPYD *1/*4
GSTM1 *B/*B
GSTP1 [2] *A/*C;*B/*D
GSTT1 *A/*B
NAT1 *4/*4
NAT2 *4/*5
SLC15A2 *1/*1
SLC22A2 *1/*1
SLCO1B1 *1/*15
SLCO2B1 WT / WT
TPMT *1/*1
UGT1A1 *1/*28
UGT2B7 *1/*2
UGT2B15 [1] *4/*4
UGT2B17 *2/*2
VKORC1 c.-1639G>A GA
(rs9923231)

*1F/*1F
*]/*]
*]/*]
*]/*3
*]/*2
*1 /%2

*3/*4 + hibrido D6/D7
*5/*7
*1/%1
*3/*3
*1/%1
*'I/*A
*B/*B
*A/*C;*B/*D
*A/*B
*4/*4

*12/*5
*'I/*'l
*'I/*'l

*1A/*15 0 *1B/*5
*1 /%1
*1 /%1

*1/*28
*]/*2
*4/*4
*'I/*'I

[1] Los resuliados GeTRM para la muesira NA12878 y los genes CYP2ET y UGT2B15 indican “no consensus”. Esto se debe a las diferencias en las dos técnicas empleo-
das: Affimefrix DMET® y Agena Bioscience iPLEX®. El estudio iPLEX® no es capaz de defectar el alelo CYP2E1*4 ni el UGT2B15*5. Por lo tanto, en la tabla se incluyen

los resultados de Affimetrix DMET®.

[2] Para GSTP1 el resuliado consenso es ambiguo, esto es, se establecen dos combinaciones de alelos posibles para una combinacién de variantes determinada.
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Figura 1. Grdficas de profundidad de lecturas y profundidad de lecturas normalizada.
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Las lineas grises infermedias representan la profundidad de lecturas de muestra analizada, las lineas grises més oscuras representan la profundidad
de lecturas de la muestra control frente a la que se normaliza la profundidad de lecturas, las lineas grises mas claras representan el resto de las mues-
fras analizadas en la misma placa. Lla profundidad de lecturas se representa en las regiones gendmicas de CYP2D6 y sus pseudogenes CYP2D7 y
CYP2D8. las muestras analizadas son [A] NAT/254 con genotipo CYP2D6*4,/*41 coherente con dos copias de CYP2D6, (B) NAT/281 con geno-
tipo CYP2D6*5/*9 coherente con una delecién en uno de los alelos, (C) NAO2016 con genofipo CYP2D6*2x2/*17 coherente con una duplicacién
en uno de los alelos y (D) NA12878*3/*4+68 coherente con un hibrido D6/D7 en tandem.
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Muestra Coriell NA Alelos consenso
NA17281 *39:06/*56:01
NA17254 *08:01/*35:01
NA02016 *53:01/*58:01
NA12878 *08:01/*56:01

La muestra NA17254 con el genotipo CYP2D6*4/*41 presenta dos ale-
los de CYP2DO, se trata de la muestra control frente a la que se norma-
liza la profundidad de lecturas de CYP2D6. NAT7281 con el genotipo
CYP2D6*5/*9 presenta una delecion de uno de los alelos CYP2D6, la
profundidad de lecturas normalizada fuvo decremento de aproximada-
mente un 50%. NAO2016 con el genotipo CYP2D6*2x2/*17 tiene una
duplicacién de uno de los alelos, tuvo un incremento del 50% en la profun-
didad de lecturas. Lla muestra NA12878 con el genotipo*3/*4+68 tiene
un hibrido D6/D7 en tandem, tuvo un incremento de 50% en la profundi-
dad de lecturas en una parte de la region de CYP2D6 v una parte de la
region de CYP2D7.

Validacion de los resultados de la identificacion
de variantes en HLA

La técnica desarrollada para la imputacion de los alelos en la regién de
HLA-B fue capaz de identificar adecuadamente los alelos presentes en las
tres muestras control seleccionadas. La tabla 4 muestra los alelos consenso
esfablecidos v los resultados obtenidos por nuestra técnica.

Discusion

En este arficulo se describe el desarrollo v la validacion analitica de
una plataforma de secuenciacion NGS para la farmacogenética clinica,
asi como los resultados obtenidos con las herramientas bioinformdticas
empleadas en la interpretacién de los datos.

El panel desarrollado cubre un total de 12.794 pares de bases com-
prendidas en 389 genes. Este famafio es muy superior al de las plataformas
convencionales mds exhaustivas que se emplean habitualmente: Affymetrix
DMET® (1.936 marcadores), Agena Bioscience® (Sequenom®), iPLEX ADME
PGx Pro® (270 marcadores), lllumina VeraCode ADME® (184 marcadores)
y Roche Amplichip® (36 alelos CYP2D6 y CYP2C19)7222,

Los resultados obtenidos en las muestras control fueron coherentes con
los resultados de referencia del proyecto GeT-RM. Las diferencias obtenidas
se deben o una capacidad superior de nuestra plataforma, salvo en el caso
de UGT2B/. Para este gen se han descrifo variantes esfructurales de fipo
delecién que requeria un disefio especifico en nuestra plataforma. Dicho
disefio se descarté en las especificaciones, ya que no ha sido incluido
en ninguna de las principales guias de préctica clinica farmacogenéticas.

Cierfas regiones gendmicas de gran inferés farmacogenético como
CYP2D6 y HIA-B son complejas de estudiar. CYP2D6 es responsable del
metabolismo de aproximadamente un 25% de los férmacos comercializa-
dos® y su genotipo es esencial para individualizar tratamientos antidepre-
sivos como paroxefina®, antipsicéficos como aripiprazol?®, tamoxifeno?,
antieméticos como ondansetrén®® o analgésico como codeina®, enfre
ofros. La dificuliad para su andlisis genético radica en la existencia de dos
regiones con muy alia homologia, CYP2D7 y CYP2D8, y a la existencia
de variantes tipo CNV y reordenamientos con los pseudogenes (hibridos
de fipo conversién y en féndem con alelos funcionales). Se han publicado
ofras herramientas para el andlisis bioinformdtico de CYP2D6 que obtie-
nen buenos resultados en el andlisis de variantes tipo SNP o pequefias
INDEL, pero con limitaciones en la deferminacion de variantes estructurales,
especialmente hibridos'®7243233 Para este fin, tal y como se expone en la
seccién de materiales y méfodos, la técnica NGS desarrollada realiza un
filrado de lecturas procedentes de las regiones homélogas y normaliza la
profundidad de lecturas frente @ una muestra control conocida. la plata-
forma NGS desarrollada ha identificado de manera adecuada diferentes

*39:06:02/*56:01:01
*08:01:01/*35:01:01
*53:01:01/*58:01:01
*08:01:01/*56:01:01

fipos de variantes estructurales y CNV analizados en materiales de refe-
rencia y proporciona unas grdficas con la profundidad de lecturas que
muestran el comportamiento de la cobertura a lo largo de toda la region
gendmica (Figura 1).

la region HLA (antigeno leucocitario humano) es la regién mas densa-
mente polimérfica del genoma. Su importancia farmacogenética radica en
su asociaciéon con las reacciones de hipersensibilidad a férmacos inmuno-
mediadas®. las técnicas de fipado convencionales permiten solamente el
andlisis de unos pocos haplotipos, mientras que los procedimientos genera-
les para el estudio de dicha region mediante fecnologias NGS no obtienen
buenos resuliados debido a la variabilidad y la homologia de secuencia
enfre los genes y los pseudogenes®. El presente desarrollo NGS incorpora
un disefio de sondas especifico y un soffware de andlisis previamente vali-
dado que permite un estudio global de HLAB.

Las principales limitaciones de la plataforma NGS en comparacion con
las plataformas convencionales incluyen el tiempo de estudio, la cudlifica-
cién del personal técnico necesario, los costes de desarrollo y puesta a
punto, asi como los costes de procesamiento informético y almacenamiento
de la informacién en servidores®. El fiempo necesario para obtener el resul-
tado desde que se recibe una muestra es de aproximadamente 10 dias
(incluyendo preparacion de la muestra, secuenciacion y andlisis bioinforma-
fico). Ademas del equipamiento andlitico y servidores para procesado de
datos, estos procesos requieren de personal técnico con formacién espe-
cifica y personal bicinformatico para la puesta a punto de la técnica vy el
andlisis de los datos de secuenciacion.

Aunque la técnica y el proceso de datos bioinformético desarrollado
identifican varianfes raras y ofras varianfes no descritas previamente, esfos
resuliados no se trasladan a la préctica clinica asistencial, ya que no se
dispone de datos en la literatura para su interprefacion. Se ha descrito que
mas del 80% de la variacion en los genes de interés en farmacogenética
se debe a la presencia de estas variantes raras v las plataformas conven-
cionales no estdn orientadas a su andlisis”*. Este tipo de variantes podrén
incorporarse a la practica clinica asistencial a medida que se disponga de
profocolos y consensos para su inferprefacion, asi como de publicaciones
cientificas con datos de correlacién genotipo-fenotipo®.

Por dltimo, para demostrar el valor clinico de esta plataforma, es conve-
nienfe su evaluacion y validacién en estudios clinicos prospectivos.

Financiacion

Luis Ramudo Cela es personal cofinanciado por la Xunta de Galicia
seg0n la Resolucion da Axencia Galega de Innovacién del 2 de junio de
2016 (Programa Principial.

Agradecimientos
Al personal de Health in Code S. L.

Conflicto de intereses

Sin conflictos de intereses.

Aportacion a la literatura cientifica

El presente frabajo aborda el desarrollo, implementacién y valida-
cién de un panel de secuenciacion masiva en paralelo para la farma-
cogenéfica clinica.



. Farmacia Hospitalaria
Desarrollo y validacién de un panel de secuenciacion masiva en paralelo para farmacogenética dlinica | ONLINE FIRST |

G omusona Jinere ol prnede G commona e ol e
M- R e Wi s T
ABCB1 7 41 41 756,22 ATP7A X 7 7 656,25
ABCB11 2 32 34 712,94 ATP7B 13 10 10 582,63
ABCB4 7 27 27 784,39 BCHE 3 11 11 644,37
ABCB7 X 6 6 530,52 BDKRB1 14 1 1 652,75
ABCC1 16 22 25 631,36 BDKRB2 14 2 2 394,44
ABCC2 10 45 45 924,36 Cléorf54 16 1 1 512,13
ABCC3 17 6 o) 613,77 Céorf10 6 1 1 460,00
ABCC4 13 17 25 646,23 C8orf34 8 1 1 709,25
ABCC5 3 9 9 700,81 CACNAIC 12 1 1 456,25
ABCC6 16 7 7 442,11 CACNA1S 1 2 2 541,63
ABCC8 11 7 8 543,95 CACNA2D1 7 1 1 395,38
ABCC9 12 6 o) 570,61 CACNB2 10 2 2 488,32
ABCG1 21 7 7 690,41 CACNG2 22 1 1 987,63
ABCG2 4 11 11 695,70 CALU 7 8 8 595,33
ACE 17 9 9 551,54 CBR1 21 6 6 767,71
ADD1 4 1 1 578,25 CBR3 21 6 6 635,67
ADH1A 4 7 7 483,02 CCDC170 6 1 1 608,00
ADH1B 4 6 6 865,02 CCDC174 3 7 7 654,90
ADHI1C 4 5 5 739,55 CCDC33 15 7 7 630,07
ADH4 4 6 6 667,13 CCHCR1 6 2 2 504,94
ADH5 4 5 5 460,75 CDA 1 7 7 554,68
ADHé6 4 6 o) 540,27 CDSN 6 1 1 0,38
ADH7 4 5 5 723,88 CES1 16 13 13 737,25
ADORA2A 22 3 3 288,09 CES2 16 7 478,79
ADRA2A 10 1 1 194,25 CETP 16 8 8 607,27
ADRB1 10 2 2 166,63 CFTR 7 19 24 994,56
ADRB2 5 9 9 799,66 CHRNA3 15 3 3 531,46
AGTR1 3 2 2 599,69 CHRNA4 20 2 2 476,76
AHR 7 6 6 369,71 CHST1 11 6 6 607,48
AKAP9 7 3 3 648,50 CHST10 2 14 14 890,26
ALB 4 7 7 593,29 CHST11 12 7 7 684,70
ALDH1A1 9 6 76 721,56 CHST13 3 6 6 612,98
ALDH2 12 o) 6 592,00 CHST2 3 5 5 537,85
ALDH3A1 17 5 5 379,78 CHST3 10 16 16 805,07
ALDH3A2 17 7 7 757,22 CHST4 16 3 3 442,42
ALOX5 10 1 1 570,63 CHST5 16 7 7 577,66
AMPD1 1 1 1 372,13 CHST6 16 3 3 725,29
ANKK1 11 5 5 421,98 CHST7 X 5 5 409,53
AOCI 7 7 7 475,68 CHSTS8 19 3 3 523,96
AOX1 2 7 7 777,09 CHST9 18 5 5 686,73
APOA2 1 1 1 555,25 COL22A1 8 1 1 556,25
APOB 2 1 1 453,63 COMT 22 8 8 524,55
APOC3 11 3 3 544,67 coQ2 4 2 2 476,07
APOE 19 2 2 166,57 CPS1 2 1 1 860,25
ARG1 6 1 1 759,75 CRHR1 17 30 30 618,46
ARNT 1 7 7 618,32 CRHR2 7 6 6 581,52
ARSA 22 5 5 400,48 CRIP3 6 7 7 643,73
A AR AL I ROt .. A S S S7.88.....
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CYB5R3 22 4 4 336,35 DRD1 5 1 1 232,75
CYP11B1 8 17 17 641,75 DRD2 11 25 25 584,49
CYP11B2 8 5 5 568,03 DRD3 3 2 2 523,44
CYP17A1 10 6 6 881,71 DRD4 11 1 1 100,50
CYP19A1 15 11 11 840,04 DSG2 18 1 1 421,50
CYP1A1 15 13 13 882,79 DTNBP1 o) 2 2 468,82
CYP1A2 15 17 17 671,07 DYNC2H1 11 1 1 614,88
CYP1B1 2 21 106 886,47 DYRK1A 21 1 1 537,00
CYP20A1 2 5 5 661,43 EDN1 6 1 1 928,50
CYP21A2 6 3 3 280,46 EGF 4 8 8 557,36
CYP24A1 20 8 10 933,41 EPHX1 1 13 13 781,79
CYP26A1 10 5 5 560,98 EPHX2 8 5 8 523,70
CYP26C1 10 1 1 469,50 ERCC1 19 3 3 488,42
CYP27A1 2 5 5 710,73 ERCC6L2 9 1 1 649,75
CYP27B1 12 9 9 743,06 ESR2 14 1 1 287,38
CYP2A13 19 5 5 701,98 F2 11 1 1 451,25
CYP2A6 19 20 26 826,22 F5 1 3 3 590,88
CYP2A7 19 12 12 813,69 F7 13 1 1 390,38
CYP2B6 19 23 23 846,89 FAAH 1 2 2 585,19
CYP2C18 10 7 7 672,18 FCGR3A 1 1 1 408,88
CYP2C19 10 21 21 883,92 FDPS 1 1 1 527,88
CYP2C8 10 12 23 781,26 FKBP5 6 5 5 444,65
CYP2C9 10 20 32 970,51 FLOT1 6 2 2 341,75
CYP2D6 22 115 4787 930,94 FMO1 1 28 43 797,37
CYP2E1 10 10 10 593,28 FMO3 1 31 31 1009,32
CYP2F1 19 5 5 549,90 FMO4 1 6 6 790,82
CYP2)2 1 9 9 767,27 FMO5 1 7 11 756,06
CYP2S1 19 4 4 646,32 FTO 16 1 1 854,50
CYP39A1 6 4 4 631,63 G6PD X 204 255 1164,76
CYP3A4 7 26 26 766,96 GABRA6 5 1 1 478,75
CYP3A43 7 7 7 554,39 GALC 14 1 1 555,50
CYP3A5 7 16 16 846,99 GGCX 2 5 13 561,63
CYP3A7 7 7 7 968,25 GLCaIl 7 1 1 456,00
CYP46A1 14 1 1 529,00 GNB3 12 2 2 432,13
CYP4A11 1 4 4 497,44 GOLGA7 8 1 21 35,00
CYP4B1 1 7 9 1038,11 GP1BA 17 2 2 185,32
CYP4F11 19 4 4 509,25 GRIK4 11 2 2 668,63
CYP4F12 19 6 6 709,50 GRK4 4 8 & 802,59
CYP4F2 19 11 11 579,92 GRK5 10 1 1 0,00
CYP4F3 19 14 14 584,74 GSTA1 6 12 12 772,23
CYP4Z1 1 4 4 433,35 GSTA2 6 7 7 783,13
CYP51A1 7 7 7 468,00 GSTA3 6 7 7 826,06
CYP7A1 8 7 7 455,56 GSTA4 6 7 7 676,77
CYP7B1 8 4 4 495,25 GSTAS 6 7 7 670,57
CYP8B1 8 7 7 563,56 GSTM1 1 3 3 115,50
DBH 9 1 1 412,38 GSTM2 1 5 5 837,38
DCK 4 4 4 554,01 GSTM3 1 6 6 730,84
L S S 2. 6813 . . OSTMA | D 3 3 20738
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GSTO1 10 D) 5 748,93 NAT2 8 16 16 1031,74
GSTP1 11 5 5 433,15 NEDDAL 18 5 5 602,75
GSTT1 22 o) 6 386,80 NELFCD 20 1 1 753,25
GSTZ1 14 4 4 544,97 NNMT 11 7 8 816,15
HAS3 16 1 1 271,75 NOS3 7 2 2 456,26
HLA-A 6 1 1 931,25 NPPA 1 1 1 760,88
HLA-B 6 58 3743 1061,70 NQO1 16 7 7 669,34
HLA-C 6 1 1 502,38 NR1I2 3 16 16 778,78
HLA-DQAI1 6 1 1 428,75 NR1I3 1 6 6 803,19
HLA-DRB1 6 1 1 320,63 NR3C1 5 12 12 702,65
HLA-F o) 1 1 943,00 NT5C2 10 2 2 474,94
HMGCR 5 9 9 480,38 NUDT15 13 2 2 667,82
HNMT 2 6 10 453,82 OPRD1 1 1 1 493,38
HTR1A 5 5 5 505,13 OPRK1 8 2 2 241,88
HTR2A 13 10 10 591,97 OPRM1 6 8 8 506,55
HTR2C X 7 7 371,68 ORMI1 9 4 4 1132,94
IFNL3 19 7 7 409,30 ORM2 9 2 2 745,63
IFNL4 19 5 6 452,73 P2RY1 3 2 2 464,44
IL1B 2 1 1 536,75 P2RY12 3 1 1 399,00
IMPDH1 7 2 2 269,51 PARP12 7 25 25 878,85
ITGB3 17 1 1 514,13 PCSK9 1 1 1 298,63
ITPA 20 1 1 715,50 PGAP3 17 1 1 279,63
KCNIP1 5 2 2 506,07 PLEC 8 1 1 262,63
KCNIP4 4 6 6 430,36 PNMT 17 3 3 211,88
KCNJ11 11 1 1 346,13 POLG 15 1 1 540,63
KCNMB1 5 2 2 506,07 PON1 7 5 8 793,98
KIF6 6 3 3 661,13 PON2 7 4 4 500,51
LDLR 19 11 11 473,49 PON3 7 7 7 908,86
LEP 7 2 2 573,44 POR 7 3 3 631,96
LPA 6 2 2 679,82 PPARD 6 47 47 607,97
LPIN1 2 1 1 665,38 PPARG 3 6 6 738,11
LTA 6 2 2 732,13 PPP1R9A 7 1 1 283,88
LTA4H 12 1 1 560,88 PRKCA 17 2 2 661,88
LTC4S 5 1 1 289,50 PROC 2 3 3 650,09
LUC7L2 7 1 1 663,88 PROS1 3 1 1 481,75
LYz 12 1 1 349,25 PRSS53 16 1 1 354,50
MAOB X 13 13 584,88 PSORS1C1 6 1 1 0,38
MAT1A 10 7 7 643,02 PTGFR 1 2 2 660,07
MC4R 18 4 4 693,63 PTGIS 20 12 12 592,26
MED12L 3 1 1 399,00 PTGS1 9 8 8 597,71
METTL1 12 1 1 615,75 QPRT 16 1 1 519,25
MICA 6 1 1 408,00 RALBP1 18 6 6 465,84
MICB o) 1 1 557,38 RARG 12 1 1 262,88
MTHFR 1 6 6 668,63 RGS4 1 8 8 490,13
MTRR 5 8 3 686,63 RPF2 6 1 1 732,38
MuC21 6 1 1 616,50 RPL13 16 2 2 395,57
MYH7 14 1 1 252,25 RPP21 6 1 1 0,00
e 6 I o 83250 RRA | D b 4269 ..




Farmacia Hospitalaria

| ONLINE FIRST I . luis Ramudo-Cela ef ol

..........................................................................

G romusoma Jners ol ponede G Comuona Mmool e
o s B e e e
SCN1A 2 3 3 561,75 SOD2 6 2 2 548,19
SELE 1 1 1 952,38 SPECCIL 22 1 1 200,13
SELP 1 1 1 507,63 SPG7 16 8 8 620,44
SEMA3C 7 2 2 769,50 SPN 16 7 7 373,72
SERPINA7 X 7 7 763,02 SRY Y 7 715 40,86
SERPINE1 7 1 1 367,25 SULT1A1 16 3 3 678,67
SIGLEC12 19 1 1 638,50 SULT1A2 16 5 ) 587,78
SIVA1 14 1 1 269,00 SULT1B1 4 6 6 514,31
SLC10A1 14 7 7 978,81 SULT1C2 2 9 9 796,60
SLC10A2 13 8 8 711,30 SULT1C4 2 7 7 663,61
SLC13A1 7 7 7 580,45 SULT1E1 4 5 5 607,40
SLC14A2 18 2 2 735,07 SULT2A1 19 6 6 727,44
SLC15A1 13 19 19 812,04 SULT2B1 19 7 7 618,47
SLC15A2 3 10 10 906,10 SULT4A1 22 5 5 566,50
SLC16A1 1 7 7 836,32 TANC1 2 7 7 721,70
SLC19A1 21 5 5 438,13 TBL1Y 1 1 125,75
SLC22A1 o) 30 31 942,09 TCF712 10 7 7 604,73
SLC22A11 11 6 6 510,84 TGFBR3 1 1 1 97,50
SLC22A12 11 2 2 403,07 TNF 6 9 9 904,04
SLC22A13 3 7 7 507,05 TOMM40 19 1 1 516,88
SLC22A14 3 6 6 588,15 TPH2 12 2 2 627,69
SLC22A16 6 1 1 519,13 TPMT o) 9 9 554,04
SLC22A2 6 16 19 752,27 TPSG1 16 2 2 231,07
SLC22A3 6 5 5 685,65 TRIM40 6 1 1 0,13
SLC22A4 5 7 16 674,49 TSPY8 Y 1 1 122,00
SLC22A5 5 8 8 717,52 TIN 2 1 1 347,50
SLC22A6 11 7 8 447,47 TYMS 18 5 5 1027,90
SLC22A8 11 11 11 636,59 UGT1A1 2 29 62 1074,66
SLC25A27 6 3 3 410,25 UGT2A1 4 7 7 622,09
SLC28A1 15 27 27 794,69 UGT2B11 4 3 3 780,13
SLC28A2 15 7 7 950,50 UGT2B15 4 6 6 616,94
SLC28A3 9 7 7 644,59 UGT2B17 4 14 504 147,66
SLC29A2 11 o) 6 484,54 UGT2B28 4 3 8 686,79
SLC35B2 6 9 9 693,46 UGT2B4 4 7 7 631,29
SLCA7A2 17 3 3 338,55 UGT2B7 4 8 8 739,52
SLC5A6 2 7 7 597,11 UGT8 4 5 5 1058,18
SLC6A4 17 7 46 255,18 UMPS 3 4 4 726,35
SLC7A5 16 3 3 700,17 USP24 1 1 1 752,50
SLC7A7 14 7 7 685,41 USP40 2 8 8 1044,28
SLC7A8 14 7 7 605,40 USP9Y Y 1 1 110,88
SLC9A7 X 2 2 383,75 VDR 12 3 3 593,46
SLCO1A2 12 16 17 540,64 VKORCI1 16 22 22 613,28
SLCO1B1 12 18 18 643,56 XDH 2 8 8 666,47
SLCO1B3 12 7 11 556,13 XRCC1 19 3 3 468,79
SLCO2B1 11 7 7 648,79 YEATS4 12 1 1 535,13
SLCO3A1 15 6 7 572,52 ZBTB42 14 1 1 623,38
SICOMT | 20 5 i 2043 . . ZNRDY | 6 .. I N 000....
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