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POVZETEK

Genetska variabilnost v farmakogenih, to je genih, ki vpli-
vajo na absorpcijo, porazdelitev, presnovo, ucinkovanje in
izlocanje zdravil, lahko pomembno vpliva na posameznikov
odziv na zdravilo ter posledi¢no na u¢inkovitost zdravljenja
in pojav nezelenih ucinkov zdravila. Kljub vedno vec¢jemu
stevilu na dokazih temeljecih farmakogenetskih priporo-
cil se farmakogenetsko testiranje le pocast uvaja v klini¢no
prakso. Eden izmed razlogov so omejitve pri dolocanju far-
makogenetskih razlicic. V klini¢ni praksi se za njihovo do-
locanje najpogosteje izvaja tarcno farmakogenetsko testira-
nje, osredotoceno le na doloceno Stevilo genetskih razlicic
in na le nekatere, najpogosteje preverjene farmakogene. V
zadnjih letih se raziskave usmerjajo v preucevanje podatkov,
pridobljenih s sekvenciranjem celotnega eksoma ali geno-
ma, ki omogocajo testiranje vec razlicic hkrati v relativno
kratkem casu in opredelitev kompleksnih farmakofenotipov.
Kompleksni farmakofenotip lahko opredeljuje prisotnost vec
farmakogenetskih razlicic in/ali redkih razlicic, ki vplivajo
na presnovo zdravil ali odgovor na zdravljenje. Metode, ki
temeljijo na sekvenciranju, omogocajo identifikacijo redkih
razlicic, pa tudi vecjih strukturnih razlicic.
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Namen prispevka je predstaviti prednosti in pomanjklji-
vosti tarénih metod genotipizacije, metod sekvenciranja
celotnega eksoma in genoma ter poudariti pomen razvo-
ja ustreznih bioinformatskih orodij za u¢inkovito farma-
kogenetsko analizo, ki bi pospesila prenos znanstvenih iz-
sledkov v klini¢no prakso.

Kljuéne besede: farmakogenetika, farmakogenomika,
sekvenciranje naslednje generacije, kompleksni farmako-
geni, bioinformatska orodja

ABSTRACT

Genetic variability in pharmacogenes, i.e. genes that af-
fect absorption, distribution, metabolism, action and ex-
cretion of drugs, can significantly affect an individual’s
response to a drug and, consequently, the effectiveness of
treatment and the occurrence of adverse drug reactions.
Despite the increasing number of evidence-based pharma-
cogenetic recommendations, pharmacogenetic testing is
being only slowly introduced into clinical practice. One of
the reasons is the limitation of the methods for determining
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pharmacogenetic variations. In clinical practice, targeted
pharmacogenetic testing i1s most often performed, focusing
only on a limited number of genetic variants and a few of
the most frequently tested pharmacogenes. In recent years,
research has focused on studying data obtained from whole
exome or genome sequencing, which allows testing multi-
ple variants simultaneously in a relatively short time and
resolving complex pharmacophenotypes. A complex phar-
macophenotype is defined by the presence of multiple phar-
macogenetic variants and/or rare variants affecting drug me-
tabolism or treatment response. Sequencing based methods
enable identification of rare variants as well as large struc-
tural variants.

The purpose of the paper is to present the advantages and
disadvantages of targeted genotyping methods, whole ex-
ome and genome sequencing methods, and to highlight
the importance of developing appropriate bioinformatics
tools for eflicient pharmacogenetic analysis, which would
accelerate the translation of scientific findings into clin-
ical practice.

Keywords: pharmacogenetics, pharmacogenomics,
next-generation sequencing, complex pharmacogenes,
bioinformatics tools

UvoD

Farmakogenetika in farmakogenomika preucuyjeta, kako
razli¢ice v genih za presnovne encime, prenasalce in tarce
zdravilnih ucinkovin (farmakogenih) vplivajo na uc¢inko-
vitost zdravljenja in pojav nezelenih ucinkov zdravil (1-3).
Izraz farmakogenetika se nanasa na preucevanje posa-
meznih genov in znanih polimorfizmov, medtem ko far-
makogenomika z uporabo genomskih tehnologij (sekven-
ciranje celotnega genoma/cksoma) omogoca opredelitev
genetskih razlicic v velikem §tevilu genov naenkrat (4). Do
danes so raziskovalci opisali ze ve¢ kot 60.000 razlicic po-
sameznih nukleotidov (SNV, angl. single nucleotide vari-
ant) (5) in ve¢ kot 200 strukturnih razlicic v okrog 200 far-
makogenih (5-7). Te razlicice lahko vodijo v previsoko ali
prenizko izpostavljenost zdravilu kot posledico poc¢asnega
oziroma hitrega presnavljanja zdravilne uc¢inkovine zara-
di spremenjene aktivnosti presnovnih encimov. Razlicice
lahko vplivajo na interakeije s tar¢ami zdravil, povecajo
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tvorbo toksi¢nih presnovkov ali aktivirajo imunski sistem.
Ocenjujejo, da ima okoli 95 % posameznikov v evropski
populaciji vsaj eno farmakogenetsko razlicico, ki je pove-
zana s spremenjenim odzivom na zdravljenje (8, 9).

Glede na genotip lahko sklepamo na fenotip presnove pre-
ko posameznega encima in posameznika opredelimo kot
pocasnega (SM, angl. slow metabolizer), vimesnega oz. sre-
dnje hitrega (IM, angl. intermediate metabolizer), normal-
nega (NM, angl. normal metabolizer), hitrega (RM, angl.
rapid metabolizer) ali ultrahitrega presnavljalca dolocene-
ga zdravila (UM, angl. ultrarapid metabolizer) (3). Razlic-
ni tip in opist presnavljalcev so prikazani v Tabeli 1.

Na vpliv farmakogenetskih dejavnikov na presnovo zdravil

in odgovor na zdravljenje opozarjajo tudi regulatorne agen-
cije. Ameriska zvezna agencija za zdravila (FDA, angl. Food
and Drug Administration) pri vec¢ kot 600 zdravilih v pov-
zetku glavnih znacilnosti zdravil podaja farmakogenetske

informacije (14). Evropska agencija za zdravila (EMA, angl.
European Medicines Agency) pa, kot navajajo Ehman in so-
delavci, podaja tovrstna opozorila za vsaj 15 % zdravil (15).

Na podlagi obstojecih dokazov o povezanosti genetskih
razlicic farmakogenov s hitrostjo presnove in odgovorom
na zdravljenje z dolo¢enim zdravilom so razli¢na strokov-
na zdruzenja za Stevilne pare gen-zdravilo ze oblikovala
klini¢no uporabna priporocila, ki omogocajo prilagodi-
tev zdravljenja glede na posameznikov genotip oziroma
fenotip. Priporocila, ki se redno posodabljajo, so zbrana v
najpomembnejsi podatkovni zbirki na podroc¢ju farmako-
genetike, Zbirki znanj o farmakogenomiki ClinPGx (16).
Priporocila zajemajo nasvete glede prilagoditve odmerka,
izbire druge zdravilne ucinkovine oziroma spremljanja
bolnikov z vi§jim genetsko pogojenim tveganjem za neu-
¢inkovitost zdravljenja ali pojav nezelenih ucinkov (16, 17).

Konzorcij za implementacijo klini¢ne farmakogenetike
(CPIC, angl. Clinical Pharmacogenetics Implementation
Consortium) podaja priporocila za vec kot 150 parov gen-
-zdravilo (17), Nizozemska delovna skupina za farmako-
genetiko (DPWG, angl. Dutch Pharmacogenetics Working
Group) pa za ve¢ kot 80 parov gen-zdravilo (18, 19). Nave-
dena priporocila vkljucujejo okrog 50 farmakogenov z vi-
soko ali zmerno visoko stopnjo dokazov o povezanosti ge-
netskih razli¢ic z odgovorom na zdravljenje (16, 19). Med
njimi najpomembnejsih deset farmakogenov predstavljajo  »



CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, G6PD, HLA-B, SLCOIBI,
CACNAIS, RYRI, M'T-RNRI in IFNL4 (20). Amerisko
Zdruzenje za molekularno patologijo (AMP, angl. Associa-
tion for Molecular Pathology) je v sodelovanju z omenjeni-
mi strokovnimi zdruzenji pripravilo klini¢no uporabna pri-
porocila za genetsko testiranje in porocanje za GCYP2C19,
CYP2C9, CYP2D6, TPM'T, NUDT15, CYP5A4, CYP3A),
DPYD (21). Kljub vedno ve¢jemu stevilu na dokazih teme-
ljecih priporocil pa se farmakogenetsko testiranje le pocasi
uvaja v klini¢no prakso. Med glavnimi razlogi so omejitve
obstojecih metod, stroski testiranja in pomanjkanje ozave-
$¢enostl in izobrazevanj med zdravniki (22, 23).
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Namen prispevka je predstaviti prednosti in pomanjkljivo-
sti razli¢nih pristopov za dolocanje farmakogenetskih raz-
licic, od konvencionalnih metod tar¢ne genotipizacije do
sekvenciranja naslednje generacije, ter poudariti pomen
razvoja bioinformatskih orodij za uc¢inkovito interpreta-
cijo rezultatov farmakogenetske analize, dolocitev geno-
tipov in porocanje, ki bi pospesila prenos znanstvenih iz-
sledkov v klini¢no prakso.

Tabela 1: Tipi presnavljalcev zdravilnih u€inkovin. V zadnijih letih se razli¢na strokovna zdruZenja in raziskovalne skupine trudijo doseci ve&jo
usklajenost pri poimenovaniju presnavljalcev zdravil. Poenotenje terminologije je pomembno za zagotavljanje doslednosti v znanstvenih raziskavah in
klini¢ni praksi. V ta namen je bil dosezen neke vrste konsenz (10), po katerem se presnavljalci delijo v naslednie kategorije: po&asni, vmesni, normalni,

hitri in ultrahitri presnavljalci (10-13).

Table 1: Types of drug metabolizers. In recent years, various pharmacogenetic working groups and research teams have been striving to
standardize the nomenclature of drug metabolizer phenotypes. Standardizing terminology is important to ensure consistency in scientific research
and clinical practice. A form of consensus has been reached (10), according to which drug metabolizers are classified into the following categories:

slow, intermediate, normal, rapid, and ultrarapid metabolizers (10-13).

Tip presnavljalca Opis

Posledi¢no so izpostavljeni
Poéasni presnavljalci

Zaradi nizke encimske aktivnosti (ali odsotnosti aktivnosti) presnavljajo zdravila poéasneie.

vedjim koncentracijam zdravila, pri njih obstaja veéja verjetnost nezelenih uéinkov. Ce gre
za encim, ki aktivira predzdravilo, imajo taki bolniki manijse koncentracije aktivne u&inkov-
ine in poslediéno neodzivnost na terapijo.

Vmesni presnavljalci

Imajo povprecno hitro presnovo zdravil. Zdravilo se presnavlja hitreje kot pri pocasnih
presnavljalcih, vendar pocasneije kot pri hitrih.

Normalni presnavljalci

Imajo povpreéno hitro presnovo (imajo dva funkcionalna alela), ki omogoca predpis obica-
inega odmerka zdravila brez potrebnih prilagoditev.

Hitri presnavljalci

Zdravila presnavljajo hitreje, kar lahko zmanj3a uéinkovitost zdravila, saj se hitro izlocijo iz
telesa. Lahko potrebujejo visje odmerke zdravila.

Posamezniki z ve¢ kot dvema funkcionalnima aleloma imajo encimsko aktivnost vecjo kot

Ultrahitri presnavljalci

100 % normalne aktivnosti, zato zdravila presnavljajo zelo hitro (do takega stanja pogosto
pride zaradi pomnozitve gena; &im vedje je Stevilo kopij aktivnega gena, ve¢ja je encimska
aktivnost). Posledi¢no imajo nizje koncentracije zdravila v krvi, kar vodi v neuginkovito tera-
pijo. Ce gre za encim, ki aktivira predzdravilo, imajo taki bolniki zelo visoke koncentracije
aktivne ulinkovine in posledi¢no vedje tveganje za nezelene uéinke.
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METODE TARCNE
GENOTIPIZACIJE ZA
FARMAKOGENETSKO
TESTIRANJE

Klini¢no implementacijo farmakogenetike je omogocil ra-
zvoj molekularnih tehnik z visoko obcutljivostjo in specific-
nostjo, ki temeljijo na verizni reakeiji s polimerazo (PCR,
angl. polymerase chain reaction) (24). Do nedavnega je
bilo farmakogenetsko testiranje v klini¢ni praksi vecino-
ma osredotoceno na analizo interakcij med posameznim
zdravilom in genom, pri ¢emer so za genotipizacijo pogo-
stih genetskih razlicic v posameznih farmakogenih uporab-
Jjali na PCR temeljece metode, kot sta 5'-3' eksonukleazni
test (pristop TagMan) (25) in kvantitativni alelno speci-
ficni PCR (angl. allele-specific quantitative PCR) (26, 27).

S klasicnimi metodami genotipizacije se v farmakogene-
tiki najpogosteje doloca SNV, redkeje pa strukturne raz-
licice. Za dolocanje slednjih se pogosto uporabljata me-
todi verizne reakcije s polimerazo za dolge odseke DNA
(angl. long range PCR) ali analiza polimorfizmov dolzin
restrikcijskih fragmentov (RFLP, angl. restriction fragment
length polymorphism), ki pa sta delovno intenzivni in ca-
sovno bolj zamudni metodi (28). Bolj uc¢inkovite so meto-
de genotipizacije na mikromrezah, ki omogocajo hkratno
genotipizacijo tudi vec sto farmakogenetskih razlicic (tako
SNV in redkeje kratkih insercij/delecij ali ve¢jih struktur-
nih razlicic) (26). Izbira metode genotipizacije je odvisna
predvsem od Stevila in vrste razlicic, ki jih Zelimo doloci-
t1, velikosti vzorca in cene (29).

Prednosti tar¢nih metod genotipizacije sta njihova enostav-
na izvedba in hitra dostopnost rezultata (30). Ker vecino-
ma analiziramo pogoste funkcionalne genetske razlicice,
za katere Ze obstajajo moc¢ni dokazi za njihovo povezanost
z ucinkovitostjo zdravila ali toksicnostjo, je relativno lah-
ko interpretirati rezultate in podati porocilo.

Glavna omejitev metod tarcne genotipizacije farmakoge-
nov je njithova osredotocenost na le doloceno stevilo ge-
netskih razlicic in na le nekatere, najpogosteje preverje-
ne farmakogene. Tar¢ne genotipizacijske metode zaznajo
le vnaprej znane in izbrane genetske razlicice, ne omogo-
¢ajo pa odkrivanja novih ali redkih razlic¢ic izven nabo-

LABORATORIJSKA MEDICINA

ra, ki ga test ciljano pokriva (18). Lopes in sodelavci so z
in silico modeli pokazali, da bi pri 28 % preiskovancih s
tarcnim sekvenciranjem izbranih farmakogenov zaznali
vsaj eno klini¢no pomembno razlicico, ki bi jo s strandar-
dnimi tarénimi genotipizacijskimi paneli spregledali (24).

Prav tako s tar¢nimi testi genotipizacije 1s¢emo le najbolj
znacilne razlicice, ki oznacujejo dolocen pogost haplotip,
Ceprav so lahko te razlicice prisotne tudi na drugih, red-
kejsih haplotipih, s tem pa povecamo moznost za napac-
no dolocitev fenotipa, zato je pomembno, da upostevamo
kombinacijo vseh prisotnih razlicic. Aleli farmakogenov so
vecinoma opredeljeni kot haplotipi, ki jih navajamo z zvez-
dico (angl. star alleles), npr. kot CYP2D6%*] zanormalen alel
in CYP2D6*4 za polimorfen alel. Na posameznem alelu je
lahko prisotnih vec genetskih razlicic, tako SNV, manjsih
insercij in delecij, kot tudi vecjih strukturnih razlicic (31).
Na Sliki 1 je prikazan proces doloc¢anja fenotipa na podla-
giopredeljenih genetskih razlicic v farmakogenu CYP2D6.

Farmakogenetsko testiranje v kliniéni
praksi

Tarc¢no farmakogenetsko testiranje se ze uporablja v klinic-
ni praksi (32, 33). Primeri klinicnega farmakogenetskega
testiranja so denimo analiza razlicic v genu tiopurin-S-me-
til-transferaza (I'PMT) (33), ki je odgovoren za presnovo
kemoterapevtikov azatioprina in 6-merkaptopurina ali
testiranje genov CYP2C9 in VKORC! pred zdravljenjem
z varfarinom (32). V klini¢ni praksi lo¢imo dva pristo-
pa k farmakogenetskemu testiranju, reaktivno ali vnap-
rejsnje testiranje. Zdravniki se za farmakogenetsko testira-
nje pogosto odlocijo $ele, ko bolnik ni ustrezno odgovoril
na zdravljenje ali pa je ze izkusil nezelene ucinke zdravi-
la; tak pristop imenujemo reaktivno testiranje. Za nekate-
ra nova zdravila pa je ze treba opraviti farmakogenetsko
testiranje pred zacetkom zdravljenja; na primer testiranje
gena CYP2C9 pred zdravljenjem s siponimodom (34) ter
testiranje gena CYP2C19 pred zacetkom zdravljenja z ma-
vakamtenom (35). Tak pristop imenujemo vnaprejsnje ali
preemptivno farmakogenetsko testiranje. Taksen pristop
je $e zlasti pomemben v onkologiji, kjer so nezeleni u¢inki
zdravil lahko zivljenje ogrozajoci (18, 36, 37). Ker se s sta-
ranjem povecuje Stevilo predpisanih zdravil, se raziskave
usmerjajo v preverjanje smiselnosti vnaprejsnjega farma-
kogenetskega testiranja za vecji nabor parov gen-zdravilo
(30, 37). Tako je raziskava PREPARE (angl. PREempti-

ve Pharmacogenomic testing for Preventing Adverse drug
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REactions), ki je vkljucila 6.944 bolnikov iz sedmih evrop-
skih drzav, tudi iz Slovenije, za nabor 50 zdravil pokaza-
la, da preemptivno genetsko testiranje 12 farmakogenov

GENETSKA
RAZLICICA

HAPLOTIP
-

DIVIITIP
CYP2D6*1

“amm -

m) OPFOTP
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in prilaganje zdravljenja genotipu omogocata bolj varno
zdravljenje z manj nezelenimi ucinki kot zdravljenje po
obstojecih klini¢nih smernicah (37).

FENOTIP

CYP2D6
SREDNJE HITRI
PRESNAVUALEC

Slika 1: Proces doloéanja fenotipa na podlagi identificiranih genetskih razli¢ic v genu CYP2D6. Z modro je obarvan normalni alel *1, ki
ie brez razli¢ic (divji tip). Z rde¢o so obarvane razlig¢ice na alelu *4. Razlicica ¢.1847G>A povzroéi preskakovanje eksona 3 in vodi v nastanek
nefunkcionalnega encima. Ta razli¢ica se pogosto deduje skupaij z razli¢ico ¢.100C>T, ki nima vpliva na funkcionalnost encima (13). Skupaij alela

opredeljujeta diplotip CYP2D6*1/*4, obarvan z zeleno. Ta diplotip opredeljuje fenotip srednje hitrega presnavljalca CYP2Dé.

Figure 1: The process of phenotype determination based on identified genetic variations in the CYP2D6 gene. The normal allele *1,
carries no variants and is shown in blue. Variants on the other allele, *4, are highlighted in red. The ¢.1847G>A variant leads to exon 3 skipping and
results in a non-functional enzyme. This variant is frequently in linkage with ¢.100C>T, which does not impact enzyme functionality (13). The combined

alleles form the CYP2D6*1/%4 diplotype, highlighted in green. This diplotype translates into a predicted phenotype of CYP2D6 intermediate

metabolizer.

METODE SEKVENCIRANJA
CELOTNEGA GENOMAYV
FARMAKOGENOMIKI

7 razvojem tehnologij sekvenciranja naslednje generacije
(NGS, angl. next generation sequencing) se v zadnjih nekaj
letih raziskave usmerjajo v preucevanje farmakogenom-
skih podatkov, pridobljenih s sekvenciranjem celotnega
eksoma ali genoma (38), pri cemer rezultati kazejo visoko
skladnost z rezultati tarcne genotipizacije (39-41). Za raz-
liko od konvencionalnih metod tar¢ne genotipizacije, kjer
je treba za vsako razli¢ico oz. nabor razlicic opraviti drug
test, metode NGS omogocajo testiranje Stevilnih razlicic
hkrati v relativno kratkem casu. Poleg tega podatki NGS
omogocajo dolocanje razlicic v kodirajocih (eksom) in tudi
v nekodirajocih regijah, kot tudi zaznavo v populaciji red-

kih, a za posameznika klinicno pomembnih razlicic v far-
makogenih, ki lahko vodijo v spremenjen odziv na zdravi-
lo (38, 42). Vedno ve¢ $tudij poudarja pomembnost redkih
razlicic v farmakogenih (5, 43). Po nekaterih ocenah naj bi
redke razlicice predstavljale med 30 in 40 % funkcional-
ne variabilnosti v farmakogenih (43). V farmakogenetiki
metode NGS postajajo vedno bolj zanimive za raziskova-
nje, pa tudi v klini¢ni praksi.

NGS zajema razlicne tehnologije sekvenciranja, za katere
je znacilno, da omogocajo analizo velikega $tevila zapo-
redij hkrati (44). Lo¢imo tri razli¢ne pristope NGS: ciljno
sekvenciranje izbranih kandidatnih lokusov, sekvenciranje
celotnega eksoma (WES, angl. whole exome sequencing) in
sekvenciranje celotnega genoma (WGS, angl. whole geno-
me sequencing) (30). Metode NGS se v farmakogenetiki za
zdaj uporabljajo pretezno v raziskovalne namene (42, 45,
46), pri cemer sta pomembni WES in WGS, ki omogoca-

ta prosto iskanje farmakogenetskih razlicic. WES je upo- »
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raben predvsem za odkrivanje tockovnih genetskih razli-
¢ic, ki se nahajajo v kodirajocih predelih genoma. Glede
dolocanja SNV je WES vecinoma primerljiv s klasicnimi
metodami genotipizacije, vendar ima to prednost, da lah-
ko naenkrat zaznamo vse prisotne razlicice v eksonih. Vec
raziskav je pokazalo, da lahko za farmakogenetsko ana-
lizo ponovno uporabimo podatke WES, ki so bili prido-
bljeni med klini¢no diagnostiko redkih bolezni ali raka (9,
41, 46). Ponovna raba v okviru diagnostike ze pridobljenih
cksomskih podatkov zniza ceno analize in za posamezni-
ka ne predstavlja dodatne obremenitve, treba pa je prido-
biti ustrezno obvesceno soglasje (41).

Ker eksom predstavlja le okrog 2 % celotnega genoma (47),
v vecini primerov WES ne omogoca, da bi pridobili vse po-
membne farmakogenomske podatke (48). To se kot tezava
pokaze predvsem pri opredelitvi kompleksnih farmakofe-
notipov. Kot porocajo v nekaterih studijah, z WES niso
uspeli opredeliti pomembnih farmakogenskih razlicic, ki
se nahajajo v promotorskih ali intronskih predelih (18, 48).
Med pomembnimi farmakogeni, v katerih lahko z WES
le delno opredelimo pomembne razlicice, ali pa jih sploh
ne moremo opredeliti, so CYP2C19, CYP3A5, IFNLS3,
VKORCI, CYP2D6, HLA-A, HLA-B in CFTR (49). Re-
isberg in sodelavel z WES niso uspeli opredeliti razlicice
CYP2C19 c.-806C>T v promotorskem podrocju, ki opre-
deljuje alel CYP2C19%17, kot tudi intronske razlicice C'Y-
P3A5 ¢.219-237A>G, ki opredeljuje alel CYP3A5*3. Po-
sledi¢no niso mogli podati ustreznih farmakogenetskih
priporocil za 13 zdravil, na presnovo katerih po smernicah
CPIC vpliva prisotnost teh alelov (31). Prav tako z WES
ne moremo zaznati dodatne tandemske ponovitve dinu-
kleotida TA v promotorskem podrocju (c.A(TA)TAA >
A(TA); TAA), ki opredeljuje pomembno razlicico gena UG-
TIAI#28. Homozigoti z genotipom UGTITAI¥28/*28 imajo
ob zdravljenju s citostatikom irinotekanom povecano ver-
jetnost za pojav nevtropenije in zivljenjsko ogrozajocih ne-
zelenih ucinkov, zato DPWG (angl. Dutch Pharmacogene-
tics Working Group) pri nosilcih tega genotipa priporoca
zacetno zmanj$anje odmerka zdravila (50).

Ker z WES ne moremo dolociti nekaterih klini¢no zelo po-
membnih razli¢ic farmakogenov, se raziskave usmerjajo v
WGS, ki omogoca tudi sekvenciranje nekodirajocih pod-
rocjj in lazje dolocanje strukturnih in redkih razlicic (38).
V klinicni praksi se predvsem v diagnostiki redkih bolez-
ni in onkologiji zaradi nizje cene in manjse ¢asovne za-
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mudnosti pogosteje uporablja WES, (44). V farmakogeno-
miki pa je pomembno tudi natan¢no dolocanje strukturnih
in redkih razlicic, saj le-te predstavljajo velik del farmako-
genomske variabilnosti in vplivajo na odgovor na zdravi-
la. Tremmel in sodelavci so pokazali, da strukturne razli-
c¢ice v nekodirajocih podro¢jih predstavljajo priblizno 20
% funkcionalno pomembne variabilnosti v farmakogenih
(51). Santos in sodelavci so na 2504 genomih in 59.898 ek-
somih opredelili nove delecije ali insercije v eksonih v kar
201 od 208 farmakogenov (97 %) (7). Tudi Gordon in sode-
lavci so pokazali, da je novih kar 90 % opredeljenih razli-
c¢ic v eksonih farmakogenov, med katerimi je bilo tudi 12
genov iz druzin C'YP; od tega naj bi priblizno 30 % novih
razli¢ic vplivalo na odgovor na zdravila (52). Rezultati stu-
dij o prisotnosti novih in redkih farmakogenetskih razli-
¢ic nakazujejo, da bi upostevanje celovitih podatkov WGS
lahko bistveno izboljsalo napovedi farmakofenotipov (30).

Sekvenciranje naslednje generacije

v farmakogenomskih populacijskih
$tudijah

Sekvenciranje celotnega eksoma in $e posebej genoma se
vedno bolj uporabljata v populacijskih farmakogenomskih
studijah, tako evropskih kot tudi neevropskih populacij (42,
45, 46). Ker trenutna farmakogenetska priporocila v veli-
ki meri temeljijo na podatkih populacij evropskega pore-
kla, to lahko vodi v napake pri opredelitvi farmakofenoti-
pov in podajanju priporocil za posameznike neevropskega
porekla. Pomanjkanje $tudij na neevropskih populacijah
je tudi eden izmed razlogov za pocasen prenos izsledkov
raziskav v klini¢no prakso v svetovnem merilu (36).

Rezultati populacijskih studij so ze pokazali razlike v pogo-
stosti farmakogenetskih razli¢ic med etnicnimi skupinami
ali celo v tesno povezanih populacijah (45, 46, 53). Na pri-
mer, alel CYP2C19*2 z izgubo funkcije in posledi¢no slab-
$o aktivacijo inhibitorja agregacije trombocitov klopidogre-
la, ima v populacijah evropskega porekla frekvenco okoli
15 %, v vzhodni Aziji pa okoli 30 % (54-56). Kennedy in so-
delavci so pokazali na pristranskost komercialno dostopnih
tarcnih testov genotipizacije, ki so prilagojent za testiranje
posameznikov evropskega porekla. Pri 1 % preiskovancev
neevropskega porekla bi na podlagi rezultatov taksnega
komercialnega testa posameznike opredelili kot normalne
presnavljalce, medtem ko je analiza WGS pokazala, da so
za to zdravilo dejansko vmesni ali slabi presnavljalci (57).
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V slovenski populaciji je bila vecina populacijskih farmako-
genetskih studij izvedena s postopki tar¢ne genotipizacije
posameznih genov ali nabora ve¢ genov v poteh presnove
in/ ali delovanja zdravil (37, 58-60). Hocevar in sodelavci so
s ponovno uporabo podatkov WES opredelili najpogostejse
farmakogenetske razlicice pri priblizno 2000 posamezni-
kih. Pokazali so na prisotnost 24 pomembnih farmakoge-
netskih razli¢ic, za katere po podatkih ClinPGx obstaja
visoka ali zmerno visoka stopnja dokazov za povezanost
s spremenjeno presnovo priblizno 25 zdravil. Poleg zna-
nih farmakogenetskih razli¢ic so raziskovalci identificira-
li $e 308 novih in/ali redkih razlicic, za katere so s pomoc-
jo in silico napovednih orodij ocenili, da so patogene (61).

Populacijske farmakogenomske studije bodo z uporabo
metod NGS omogocile opredelitev tako pogostih kot tudi
redkih in novih razlicic v farmakogenih v doloc¢eni popu-
laciji. Podatki tovrstnih studij predstavljajo temelj za pri-
pravo priporocil za vnaprej$nje testiranje, s ¢imer bi pre-
precili pojav nezelenih uc¢inkov pri vec¢jem delezu ljudi.

Na primer, Shobana in sodelavci so s ponovno uporabo
podatkov iz tajske genomske podatkovne zbirke dolocili
pogostost najpomembnejsih razlicic v farmakogenih, za
katere obstajajo na dokazih temeljeca priporocila, in po-
kazali, da so v tajski populaciji pogosti pocasni in srednje
hitri presnavljalci za encim GYP2C19. Zaradi ve¢je moz-
nosti pojava nezelenih uc¢inkov priporocajo farmakoge-
netsko testiranje pri vseh, ki se jim predpise antiagrega-
cijsko zdravilo klopidogrel (53). Tudi Jelovac in sodelavci
so s ponovno uporabo podatkov WES in klini¢nih ekso-
mov v srhski populaciji opredelili pet farmakogenov z naj-
ve¢ razlicicami, za katere obstajajo na dokazih temeljeca
priporocila po CPIC. V to skupino so se uvrstili: CYP2C9,
NAT?Z, SLCOIBI, UGTIAI in VKORC]I. Ker omenjenti
farmakogeni vplivajo na presnovo pogosto predpisanih
zdravil (antiokoagulanti, statini, imunosupresivi, citosta-
tiki ...), pred zacetkom jemanja tch zdravil priporocajo
vnaprejsnje farmakogenetsko testiranje (62).
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BIOINFORMATSKA ORODJA
V FARMAKOGENOMIKI

Ker pri sekvenciranju ustvarimo velike koli¢ine podatkov,
si pri interpretaciji rezultatov pomagamo z uporabo bio-
informatskih orodij. S sekvenciranjem lahko zaznamo vec
deset tiso¢ razlicic v genomu posameznika. Da bi med nji-
mi prednostno obravnavali tiste, ki so funkcionalno po-
membne, lahko uporabimo razli¢ne pristope za anotacijo
in prioritizacijo glede na ze obstojece podatke. Bioinfor-
matiki so razvili orodja, posebej namenjena iskanju far-
makogenomsko pomembnih informacij iz podatkov, pri-
dobljenih s sekvenciranjem (63). Tako v farmakogenomiki
kot tudi sicer pri uporabi NGS predstavljajo odkrite nove in
redke razlicice izziv za interpretacijo. Do zdaj je bilo razvi-
tih le nekaj algoritmov za napovedovanje ucinkov redkih
farmakogenetskih razlicic. Pricakuje se, da se bo njihova
napovedna moc¢ dodatno izbolj$ala z razvojem metod, ki
temeljijo na umetni inteligenci (6).

Najpogosteje uporabljena in v ¢lankih pogosto citirana
so farmakogenetska orodja Aldy, Stargazer, StellarPGx
in Pharmacogenomics Clinical Annotation Tool (Phar-
mCAT), ki se med sabo razlikujejo v stevilu dolocanih
razlicic v farmakogenih, v uporabi razlicice referencne-
ga genoma, zahtevanih vhodnih formatih podatkov in v
statisticnih metodah dolocanja razlicic (64-68). Nekate-
re razlike in podobnosti med orodji so prikazane v Tabe-
1i 2. Orodja podajajo razli¢no tocne rezultate pri priklicu
farmakogenetskih razlicic. Prav tako vecina ne omogoca
neposrednega izpisa priporocil za dolocene fenotipe. Te-
zave zaradi nestandardiziranosti poskusajo resiti ustvarjal-
ci orodja PharmCAT, trenutno edinega, ki omogoca tudi
podajanje priporocil glede morebitnih sprememb odmer-
ka ali zamenjave zdravila na podlagi ugotovljenih geno-
tipov in fenotipov (69). Pomembno je namrec¢, da rezultat
testiranja, ki zazna genetsko razlicico, ponudi ukrep v ob-
liki prilagoditve zdravljenja, ki je enako ali bolj u¢inkovi-

to in prinasa manjse tveganje za pojav nezelenih uc¢inkov. »
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Tabela 2: Primerjava bioinformatskih orodij za analizo farmakogenov.

Table 2: Comparison of bioinformatics tools for pharmacogenomic analysis.

Orodje el el e Pokriti geni Posebnosti
podatkov baza
- dobro prikli¢e strukturne razlic¢ice v
PharmVar CYP2Dé
BAM, SAM, CRAM, . A - podobno kot ostala orodja ima
aldy (68) VCF in/ali Clin- 38 farmakogenov tezave dolociti razlic¢ice v Stevilu
PGx .
kopij v CYP2Dé6
- poroca o novih alelih
VCF (NGS ali genotip- - edini pod . il
izacija); ne obravnava 18 (z zunanjimi orodji ecdini poda priporociia
struktumih razlicic za | CPIC, FDA, | priklice tudi CYP2D, |~ @ doloca strukturnih razlicic
PharmCAT (69) | Cypopg direkino,za | DPWG HLA-A, HLA-B, MT. | ~neporofaonovihalelih —
to uporablja StellarPGx/ RNR1) - preprosta k||ﬂ|cno implementacija
Ald in interpretacija
y
- strukturne razli¢ice zazna tako, da
Stargazer (67) | VCF, BAM/CRAM CPIC 58 farmakogenov izraduna 3tevilo kopij na podlagi
globine sekvenciranja
BAM, CRAM (trenutno - dobro priklige strukturne razlidice v
StellarPGx (65) | podpira samo kratka PharmVar 21 farmakogenov CYP2Dp6
branja NGS)

BAM (angl. Binary Alignment Map), SAM (angl. Sequence Alignment Map), CRAM (angl. Compressed Reference-ori-
ented Alignment Map), VCF (angl. Variant Calling Format)

POTENCIAL UPORABE

TEHNOLOGIJ
DOLGIH BRANJV

FARMAKOGENOMIKI

Omejitve kratkih branj NGS

ZareSevanje kompleksnih farmakogenov raziskovalci pre-
izkusajo tehnologijo dolgih branj. Vecje strukturne razli-

cice, kot so pomnozitve, translokacije, inverzije, insercije,

delecije in razlicice v stevilu kopij, je z metodami sekven-

ciranja, ki temeljijo na tehnologiji kratkih branj, tezje za-
znati. Prav tako so v primerjavi s SN'V-ji strukturne raz-

licice v farmakogenih (kot tudi nasploh) bistveno manj
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raziskane (51). Izraz strukturna razlicica se obicajno upo-
rablja za odseke DNA, daljse od 1000 baznih parov (bp).
Ker se pri tehnologiji kratkih branj za pripravo knjiznice
DNA fragmentira na krajse odseke (do 300 bp), je vecje
strukturne razli¢ice tezko opredeliti, saj s kratkimi odcit-
ki ne zadostimo ustreznih pokritosti referen¢nega geno-
ma (51, 54, 55). Studije so pokazale, da tehnologije krat-
kih branj niso zmozne zaznavati razlicic v obmocjih, ki
vsebujejo tandemske ali preproste ponovitvene sekvence
(70, 71). Tehnologije dolgih branj, kot sta Hil'i sekvenci-
ranje podjetja Pacific Biosciences in sekvenciranje na na-
noporah podjetja Oxford Nanopore Technologies, pred-
stavljajo obetavno resitev za zanesljivo zaznavanje vecjih
strukturnih razlicic (44, 72). Obe tehnologiji lahko gene-
rirata odcitke, dolge ve¢ 10.000 baznih parov, Oxford Na-
nopore Technologies pa med drugim omogoca tudi tar¢no

sekvenciranje (70, 72).
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Prikaz kompleksnosti doloéanja vedéjih
strukturnih razli¢ic gena CYP2Dé6

Gen CYP2D6 se pogosto uporablja kot model za validaci-
jo tehnologij NGS in bioinformatskih orodij zaradi svoje
klini¢ne pomembnosti, visoke polimorfnosti in prisotno-
sti poznanih toc¢kovnih in strukturnih razli¢ic (1, 2). En-
cim, ki ga kodira gen CYP2D6, presnavlja okoli 25 % kli-
nicno najbolj pogosto predpisanih zdravil (antidepresivi,
antipsihotiki, antiaritmiki, beta-blokatorji, opioidi) in tako
velja za zelo pomemben farmakogen (73). V genu so opi-
sali ze vec kot 170 alelov (74). Primeri najpogostejsih raz-
licic, ki vodijo v spremenjeno funkcijo encima, so prika-
zani v Tabeli 3. Prav tako ima CYP2D6 dva psevdogena
— CYP2D7 in CYP2D8, ki lezita zelo blizu gena CYP2D6

in imata ve¢ kot 95 % nukleotidnega zaporedja enakega

LABORATORIJSKA MEDICINA

kot CYP2D6 (73). Zaradi svoje polimorfnosti in prisotnosti
strukturnih razli¢ic je v genu s klasicnimi metodami geno-
tipizacije tezko dolo¢iti vse klinicno pomembne razlicice.
Vec studij pa je pokazalo, da so z NGS lahko uspesno do-
locili klini¢no pomembne razlicice, pa tudi zaznali nove
genetske razlicice v CYP2D6 (73, 75-77). Tehnologije dol-
gih branj lahko z odcitki, ki so dalj$i od vecine najpogo-
stejsih strukturnih razlicic, olajsajo opredelitev ve¢jih in-
sercij, delecij, multiplikacij in drugih strukturnih razlicic
(72,75, 77). Van der Lee in sodelavci so pokazali, da je
povprecna dolzina dolgega odcitka priblizno trikrat vec-
ja od dolzine lokusa, na katerem je farmakogen CYP2D6
(4 kbp), kar je omogocilo natan¢no opredelitev struktur-
nih razlicic. Bralna zaporedja so bila dovolj dolga, da so
lahko tudi jasno locili CYP2D6 od njegovega psevdoge-
na CYP2D7 (77).

Tabela 3: Primeri nekaterih alelov CYP2D6 s spremenjeno funkcijo encima, pogostost v populacijah in vrsta razli¢ice. Podatki izvirajo iz

podatkovne zbirke PharmGKB (16).

Table 3: Examples of some CYP2D6 alleles with altered enzyme function, their population frequencies, and the type of variant. The

data are derived from the PharmGKB database (16).

Alel s Pogostost . . .

: c Svetovna populacija z - Fenotip (encimska
spremenjeno v evropski naivecio frekvenco Vrsta razlidice funkciia)
funkcijo populaciji Iveel unka
CYP2D6*4 18,48 % evropska (18,48 %) SNP in/ali insercija, delecija | izguba funkcije
CYP2D6*5 2,95% afriska (6,21 %) delecija celotnega gena izguba funkcije
CYP2D6*2x2 0,85 % bliznjevzhodna (3,31 %) | podvojitev celotnega gena povecana funkcija
CYP2D6*10 1,57 % vzhodnoazijska (42 %) SNP zmanj$ana funkcija
CYP2D6*13 0,09 % vzhodnoazijska (0,13 %) | hibridni gen CYP2D6/D7 izguba funkcije
CYP2D6*68+4* :fil:a pojav- redka pojavnost tandemske ponovitve izguba funkcije
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Dolga branja omogoéajo natanénejse
doloéanje lokacije razli¢ice

Poleg C'YP2D6 se raziskave tehnologij dolgih branj osre-
dotocajo $e na nekatere druge kompleksne farmakogene,
kot sta NATZ2 in UGTIAIL Za UGTIAI so znacilne pro-
motorske tandemske ponovitve (TA), pri NATZ pa je za
dolocitev pravega fenotipa potrebno faziranje (78). S fazi-
ranjem doloc¢imo, ali se razlicice nahajajo na istem ali na-
sprotnem alelu. Pravilno faziranje je pomembno, saj lahko
napacno pripisana lokacija razli¢ice pomeni, da doloci-
mo napacen fenotip in podamo neustrezna priporocila
(mpr. CYP2C19*2/*3 je opredeljen kot slab presnavljalec,
CYP2C19*1/#2+%3 pa srednje hiter presnavljalec). Obi-
¢ajno se haplotipi dolocajo s statisticnim faziranjem na
podlagi populacijskih podatkov, kar pa pogosto ni dovolj
natancno na ravni posameznika. Pri taksnem dolocanju
haplotipov se uporablja vezavno neravnovesje (LD, angl.
linkage disequilibrium). Znano je, da se lahko nekatere raz-
licice pojavijo na locenih alelih, kljub mo¢nemu vezavne-
mu neravnovesju. Faziranje na osnovi zaporedij (angl. re-
ad-backed phasing), ki ga zaradi svoje dolzine omogocajo
dolga branja, je neposredno in zato natancnejse. Gransmaa
in sodelavei so s tehnologijo dolgih branj v farmakogenu
CYP2C19 pravilno fazirali 76 % razlicic (31). Barthélémy
in sodelavci so s tehnologijo dolgih branj, ki omogoca ne-
posredno faziranje, lahko diplotipe NAT?Z dolocili toc¢ne-
je kot pa s kratkimi branji (78).

Tehnologije dolgih branj lahko predstavljajo najboljso re-
sitev za pravilno opredelitev kompleksnejsih farmakoge-
nov. Se vedno pa podobno kot pri tehnologiji kratkih branj
omejitev predstavlja ustrezna bioinformatska analiza, ki
bi omogocila lazjo interpretacijo rezultatov (40). Orodij,
namenjenih analizi strukturnih razlicic v farmakogenih,
je zaenkrat malo ter so vecinoma osredotocena na le ne-
kaj farmakogenov, najpogosteje na GCYP2D6 (67). Nova
orodja se zato usmerjajo predvsem v pravilno doloc¢anje
ze poznanih in tudi novo odkritih strukturnih razlicic v
farmakogenih (51).

Uporabnost orodja PharmCAT pri
pripravi farmakogenomskih priporodil

Orodje PharmCAT resuje izzive pri uvajanju farmako-
genomskega testiranja v klinicno prakso. Orodje je bilo
razvito v sodelovanju med ustvarjalci podatkovne zbir-
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ke ClinPGx in razlicnimi raziskovalnimi skupinami ter
nstituti in je dostopno na spletni strani in v oblaku Git-
Hub (69). Orodje pomaga identificirati farmakogenetske
razlicice v sekvenc¢nih podatkih in interpretirati rezulta-
te s pomocjo ze uveljavljenih priporocil za predpisovanje
zdravil. PharmCAT omogoca doloc¢anje farmakogenetsko
pomembnih razlic¢ic iz datotek formata VCF, ki so obli-
ka zapisa genetskih razlicic (angl. variant calling format),
pridobljenih s sekvenciranjem ali genotipizacijo. Na pod-
lagi podatkov genotipizacije ali seckvence celotnega geno-
ma orodje za klju¢ne farmakogene poda genotipe, feno-
tip in priporocila. Najnovejsa verzija (PharmCAT v3.0.1)
uposteva priporocila CPIC, v doloc¢enih primerih pa tudi
priporocila DPWG. Orodje trenutno podaja priporocila
za najve¢ 184 zdravil, ki so povezana z razli¢icami v naj-

vec 22 farmakogenih (64).

Orodje PharmCAT smo uporabili za analizo podatkov
WGS 1n izpis podatkov o genotipu, fenotipu in farmako-
genomskih priporocil. Bioinformatsko analizo z orodjem
PharmCAT (v3.0.0) smo izvedli na Klinicnem institutu
za specialno laboratorijsko diagnostiko Pediatri¢ne klini-
ke, UKC Ljubljana. Uporabili smo genomske podatke re-
feren¢nega vzorca HG002. HG002 je vzorec genoma po-
sameznika iz projekta Personal Genome Project, ki zaradi
prostega dostopa omogoca preverjanje kakovosti analize
genoma in je pogosto uporabljen v razli¢nih raziskavah, ker
vsebuje dobro preucene genomske spremembe (79). Vzorec
genoma HGO002 smo na Klini¢nem institutu za specialno
laboratorijsko diagnostiko sekvencirali na sekvenatorju Il-
lumina NovaSeq6000. Po koncanem sekvenciranju smo z
bioinformatsko analizo pretvorili svetlobne signale v za-
poredje baz in vzorec ustrezno bioinformatsko obdelali.

V PharmCAT smo podatke vnesli v obliki datoteke VCF.
Porocilo, ki ga ustvari PharmCAT, je sestavljeno iz Stirih
sklopov: iz povzetka genotipov (angl. Genotype Summa-
ry table), priporocil za predpisovanje (angl. Prescribing
Recommendations), podrobnosti ujemanja alelov (angl.
Allele Matching Details) ter opozoril in omejitev (angl. Di-
sclaimers section). Na Sliki 2 sta prikazana drugi in tret-
jt sklop porocila PharmCAT, ki je trenutno na voljo le v
angleskem jeziku.
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Section |I: Prescribing Recommendations

acenocoumarol I Primer smernic pri uporabi zdravila acenokurnaroll
Source Genes Implications Recommendation Classification
DPWG Guideline Genotype An INR 2 6, resulting in an increased risk Monitoring by the ANTICOAGULATION Unspecifiad
Annotation VKORC1 of bleeding, occurs in 8-12% of these CLINIC (National INR Monitoring
_ 59923231 variant (T patients during the first weeks of treatment Service):
Population rs9923231 variant (T) with standard regulation by the
Unspecified Anticoagulation Clinic. The genetic + recommend to use 50% of the standard | [ PriporoZajo
variation increases the sensitivity to initial dose uPOHbo
Dasing Info lowvi
acenocoumarol. ol
OTHERWISE: standardnega
zafetnega
= recommend to use 50% of the standard odmerka
initial dose
» recommend more frequent monitoring
of the INR
Citations

+ Pharmacogenetics: from bench to byte--an update of quidelines. Clinical pharmacology and therapeutics. 2011. PMID: 21412232

Section llI: Allele Matching Details

. CYP2B6 allele match data

. CYP2C19 allele match data
. CYP2CY allele match data

. CYP3AS allele match data

. CYPAF2 allele match data

. DPYD allele match data

. RYR1 allele match data

. UGT1A1 allele match data
9. VKORC1 allele match data

I Seznam farmakogenov, za katere smo uspeli dolotiti genotipel

O~ O O s W -

| Seznam farmakogenov, za katere nismo uspeli doloéiti genotipov ]

No data provided for ABCGZ, CACNA1S, CFTR, CYP2ZD8, CYP3A4, GBFD, NUDT15, SLCO1B1, TRMT.

CYP2B6 allele match data | Podatki, kijih je orodje upostevalo pri dolo¢anju genotipa za CYP2B6

Alleles Matched: 25
« 510
Phasing Status: Unphased

PharmCAT reports the genotype(s) that receive the highest score during the matcher process. In case of unphased data, additional
genotypes might be possible and cannot be ruled out.

Alleles Not Considered: The following alleles are not considered due to 43 missing positions of the total 47 positions: *3, *8, *11, *12, *14, *15, *17, *21,*22,

*23,%24,25,°27, %28, *31, *32, *35, *44, %45, =46, *47,*48, *49

Carriage of these alleles might result in a different phenotype and different guideline recommendations.

Slika 2: Poroéilo PharmCAT. Na sliki sta prikazana drugi (I1.) in tretji (11I.) del poro€ila, ki ga ustvari PharmCAT: II. Priporogila za predpisovanje
(Prescribing Recommendations), lIl. Podrobnosti ujemanja alelov (Allele Matching Details). V &rnih okvirjih so podani komentarii k nasim rezultatom.

Figure 2: PharmCAT report. The figure shows section two (II.) and three (IIl.) of the report generated by PharmCAT: II. Prescribing
Recommendations, IIl. Allele Matching Details. The comments on our results are shown in black boxes. »
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Z orodjem PharmCAT smo v genomu referencnega vzorca
HGO002 zaznali genetske razlicice v devetih od 18 farma-
kogenov, za katere je orodje podalo fenotip in po potrebi
priporocila glede prilagajanja odmerka ali izbire zdravila.
Vsi rezultati, ustvarjeni z orodjem PharmCAT, so se uje-
mali z referen¢nimi podatki za omenjeni vzorec. Poroci-
lo je vkljucevalo: CYP2B6, CYP2C19, CYP2C9, C'YP3A),
CYP4F2, DPYD, RYRI, UGTIAI in VKORCI. V preo-
stalih devetih farmakogenih (ABCG2, CACNAIS, CFTR,
CYP2D6, CYP3A4, G6PD, NUDT15, SLCOIBI in TPMT)
v datoteki VCF ni bilo razlicic, zato PharmCAT ni podal
genotipov. Orodje omogoca tudi roc¢en vnos genotipov za
farmakogene CYP2D6, M'T-RNR1I (kodiran v mitohon-
drijskem genomu), HLA-A in HLA-B.

Zaradi kompleksnosti omenjenih farmakogenov in priso-
tnosti strukturnih razli¢cic PharmCAT ne omogoca ne-
posredne opredelitve genotipa teh farmakogenov, bi pa
lahko genotip dolocili z drugimi orodji in podatke vnesli
v orodje PharmCAT. Kot dodatni orodji za priklic HLA-
-B/HLA-A razvijalci predlagajo Optytype, za CYP2D6
pa StellarPGx ali Stargazer (76).

ZAKLJUCEK

NGS predstavlja moc¢no in vsestransko orodje za doloca-
nje razlicic v farmakogenih. Uveljavlja se na podrocju po-
pulacijskih farmakogenetskih $tudjj in za odkrivanje no-
vih razli¢ic, omogoca pa tudi ponovno rabo podatkov
sekvenciranja, ki so ze bili pridobljeni za diagnosti¢ne na-
mene. Na podro¢ju farmakogenomike lahko pricakujemo
nadaljnji razmah sekvenciranja dolgih branj, saj predsta-
vlja boljse orodje za doloc¢anje vecjih strukturnih razlicic
in omogoca neposredno dolocanje haplotipov oz. fazira-
nje. Kljub svoji vsestranskosti NGS ne more v celoti nado-
mestiti klasi¢nih, tar¢nih metod genotipizacije farmako-
genetskih razlicic, temvec jih lahko dopolnjuje. Orodja za
klini¢no podporo odlo¢anju, kot je denimo orodje Pharm-
CAT, pa omogocajo, da bodo farmakogenomski podatki,
pridobljeni z NGS, postali uporabni tudi v klini¢ni praksi.
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