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Resumen

El estudio citogendmico de las neoplasias hematoldgicas requiere la aplicacion de diferentes técnicas para la deteccion de
alteraciones cromosdmicas. El mapeo dptico del genoma (OGM) es una nueva tecnologia basada en el andlisis de molé-
culas largas de ADN marcadas fluorescentemente en secuencias especificas que generan un patron unico, permitiendo la
deteccion simultdnea de alteraciones numéricas y estructurales con una mayor sensibilidad (5%) y precision que el cario-
tipo. El objetivo de esta revision es describir las bases metodologicas y analiticas del OGM, presentar los hallazgos mds
relevantes publicados y plantear los retos futuros para su implementacidn en los laboratorios de diagndstico. Numerosos
estudios han demostrado que el OGM potencialmente permitird realizar el abordaje citogenético de los pacientes en un
unico test, ofreciendo una mayor resolucion (5 Kb vs. 5-10 Mb) y una mejor caracterizacion de las alteraciones que las
técnicas convencionales. Esta técnica no esta exenta de limitaciones, como la sensibilidad limitada al 20% para las altera-
ciones del nimero de copias y la incapacidad de detectar reordenamientos centroméricos o teloméricos. Su implementacion
requerird una estandarizacion de los criterios de analisis y la validacion de nuevas alteraciones, asi como estudios prospec-
tivos para definir en qué afecciones y situaciones podra complementar o reemplazar a los métodos actuales.
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mica. Neoplasias hematoldgicas.
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Abstract

Cytogenomic analyses of hematological malignancies require the application of different techniques, isolated or combined,
for the detection of chromosomal alterations. Optical genomic mapping (OGM) is a new technology based on the analysis
of long DNA molecules fluorescently labelled in specific sequences that generate a unique pattern, allowing the simultaneous
detection of numerical and structural alterations with higher sensitivity (up to 5%) and precision than karyotyping. The aim
of this review is to describe the methodological and analytical basis of OGM, to present the most relevant published findings
and to raise future challenges for its implementation in diagnostic laboratories. Multiple studies have shown that OGM will
potentially allow cytogenetic approach of patients in a single test offering higher resolution (5 Kb vs. 5-10 Mb) and better
characterization of alterations than conventional techniques. This technique also presents some limitations such as a sensi-
tivity limited to 20% for copy number alterations, or the incapacity to detect rearrangements affecting centromeric and/or
telomeric regions. Its implementation in routine diagnosis will require standardization of analysis criteria, validation of many
of the new alteration identified by the technique, as well as comparative prospective studies to define in which entities and
situations it can complement and/or replace current methods.

Keywords: Optical genome mapping. Cytogenetics. Fluorescence in situ hybridization. Genomic microarrays. Hematological

malignancies.

Introduccion

El estudio citogendmico de las neoplasias hematoldgi-
cas se basa en la aplicacién de diferentes técnicas, de
forma aislada o combinada, para la deteccién de altera-
ciones cromosémicas con valor diagndstico, prondstico o
predictivo de respuesta a tratamiento. El cariotipo conti-
nua siendo la técnica estandar en muchas de las neopla-
sias hematoldgicas, dado que permite obtener una visién
global del genoma y detectar alteraciones tanto numéri-
cas (aneuploidias) como estructurales'. No obstante, las
limitaciones del cariotipo requieren el uso de estudios
complementarios con técnicas de hibridacion in situ fluo-
rescente (FISH, fluorescent in situ hybridization) o de
microarrays gendmicos (SNP-array o CGH-array), pero
estas también presentan limitaciones, como el andlisis
parcial del genoma en el caso de FISH, o la imposibilidad
de detectar reordenamientos equilibrados y la baja sen-
sibilidad en el caso de los microarrays genémicos?.

El mapeo Optico del genoma (OGM, optical enoma
mapping) es una tecnologia basada en la obtencién de
imagenes de moléculas de ADN de alto peso molecular
que, marcadas mediante fluorescencia en secuencias
especificas, generan un patron de marcaje unico en
cada region del genoma. Asi, la comparacion del patron
de marcaje de cada molécula de ADN con un genoma
de referencia permite la deteccién simultanea de altera-
ciones numéricas y estructurales (balanceadas y no
balanceadas) con una mayor sensibilidad y precisién
que el cariotipo (Tabla 1). La tecnologia de mapeo dptico
fue desarrollada inicialmente por el grupo de Schwartz
et al.%, de la Universidad de Wisconsin-Madison, en
1993, y ha sido adaptada en su versiéon actual por
Bionano Genomics®, que ha desarrollado tanto la

quimica como la tecnologia de captura de imagenes
hasta alcanzar los niveles de resolucion y productividad
actuales®. Cabe destacar que el OGM no es una técnica
de secuenciacion y no permite la identificacién de cam-
bios en la secuencia de ADN (SNV, single nucleotide
variants, y pequenas inserciones o deleciones [indels]).

La tecnologia de OGM ha sido probada con éxito en
el andlisis citogendmico de diferentes neoplasias
hematoldgicas®'®. Numerosos estudios de validacion
han demostrado que, con una cobertura minima de
400X, el OGM puede llegar a alcanzar una sensibilidad
méaxima cercana al 1%, una especificidad del 100% y
un valor predictivo positivo superior al 80%. En conse-
cuencia, el OGM se postula como una tecnologia con
potencial para complementar o reemplazar a las prue-
bas citogenéticas clasicas en un futuro préximo'.

El objetivo de esta revision es describir de forma prac-
tica las bases metodoldgicas y analiticas del OGM, pre-
sentar los hallazgos mas relevantes publicados hasta la
fecha en las distintas neoplasias hematoldgicas y plan-
tear los retos futuros para su implementacion en los
laboratorios de diagndstico hematoldgico. Ha sido ela-
borada de forma consensuada por los miembros del
grupo de trabajo de OGM creado en el seno del Grupo
Cooperativo Espanol de Citogenética Hematoldgica de
la Sociedad Espafola de Hematologia y Hemoterapia.

Consideraciones técnicas para los
estudios de mapeo 6ptico del genoma

Requisitos preanaliticos

El principal requisito de la técnica de OGM es la
extraccion de ADN de alto peso molecular (UHMW,
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Tabla 1. Sensibilidad maxima y tamafio minimo detectable segin el tipo de alteracién

Tipo de alteracion

Inserciones 1%
Deleciones 1%
Duplicaciones 3%
Inversiones 1%
Translocaciones balanceadas y no balanceadas 5%
Variantes de niimero de copias (> 500 Kb)* 3%

*Incluye aneuploidias.

ultra-high molecular weight), lo que requiere una cui-
dadosa preservacion y procesamiento inicial de la
muestra para evitar la fragmentacion del ADN. En
general, para asegurar al maximo la viabilidad de las
células, es crucial procesar las muestras con la mayor
celeridad posible, siendo especialmente relevante en
las muestras de médula 6sea, en las que es muy
importante que sea dentro de las primeras 24 horas
posteriores al aspirado de médula 6sea. Aunque es
posible realizar la extraccién del ADN a partir de mues-
tras en fresco, en la practica la mayoria de los centros
optan por congelar (@ —-80 °C) o criopreservar las
muestras hasta su procesamiento. En caso de conge-
lar la muestra a -80 °C, algunos tipos de muestra (por
ejemplo, médula dsea o sangre periférica anticoagu-
lada con heparina) requieren la adicién de un reactivo
estabilizador del ADN. Una limitacién destacable del
OGM es que no se puede utilizar ADN previamente
extraido por otros métodos, y no se recomienda la
extraccion de ADN a partir de células congeladas en
forma de pellets celulares sin previa adicion del reac-
tivo estabilizador.

En cuanto a las caracteristicas de la muestra, es
imprescindible disponer de un minimo de 1,5 millones
de células, calculado preferiblemente con contador auto-
matico. Cuando se parte de células criopreservadas,
ademas, es importante valorar la viabilidad de dicha
muestra, siendo recomendable que sea superior al 50%
para minimizar la presencia de ADN degradado proce-
dente de células muertas. Un factor adicional de la téc-
nica que hay que tener en cuenta es la sensibilidad para
la deteccion de mosaicismos, que se situa en aproxima-
damente un 5% para las alteraciones estructurales y un
15-20% para los cambios en el nimero de copias (CNV,
copy number variations). Por ello, es recomendable

Sensibilidad
maxima

Tamaiio minimo detectable
Analisis de ADN de
linea germinal muestras tumorales
> 500 ph > 5 Kb
> 700 pb >7Kb
> 30 Kb > 150 Kb
> 30 Kb > 70 Kb
> 70 Kb > 70 Kb
> 500 Kb > 500 Kb

utilizar muestras con una infiltracion superior a estos
porcentajes o, cuando sea posible, enriquecer la mues-
tra mediante la seleccién de la poblacion leucémica.

Procesamiento técnico del mapeo optico
del genoma

El protocolo técnico del OGM se divide en tres eta-
pas: 1) extraccion de ADN de alto peso molecular,
2) marcaje enzimatico del ADN y 3) captura de las
imagenes de ADN marcado (Fig. 1). A continuacion, se
describe méas detalladamente cada una de ellas.

Extraccion be ADN DE ALTO PESO MOLECULAR

Es el punto mas critico de la técnica. El protocolo de
extraccion incluye los pasos comunes en la extraccion de
ADN gendmico (lisis celular, obtencién del ADN, lavados
y elucién), pero utiliza unos nanodiscos paramagnéticos
que previenen la fragmentacion y permiten obtener ADN
de un tamario medio superior a 150 Kb. La solucién obte-
nida tiene una alta viscosidad, debido a la presencia de
estas moléculas de ADN de cadena larga, siendo nece-
sario realizar un pipeteo cuidadoso durante todo el pro-
ceso para evitar su fragmentacion. Dada la alta fragilidad
del ADN extraido, se recomienda evitar su transporte. En
ocasiones, puede ser necesario dejar el ADN a tempera-
tura ambiente 3 dias para asegurar su homogenizacion.

MarcaJe enzivirico e ADN

Se realiza con un fluoréforo, utilizando enzimas de
restriccion que reconocen una secuencia especifica de
6 pb (CTTAAG) repetida con una periodicidad de apro-
ximadamente 15 veces cada 100 Kb en el genoma
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1) Aislamiento de ADN de alto peso 2) Marcaje enzimatico del 3) Transferencia del ADN marcado a un Chip
molecular ADN Shapyr y captura de datos en Shapyr
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Figura 1. Esquema del procesamiento técnico del mapeo 6ptico del genoma.

humano (cada 6,6 Kb en promedio, que es la resolucion
tedrica). Este marcaje genera un patron de etiquetas
unico, similar al bandeo cromosdmico, que permitira
identificar inequivocamente la localizacién genémica de
cada una de las moléculas marcadas. Tras una serie de
lavados se realiza una contratincion de las moléculas
de ADN con un fluoréforo adicional que permite su
visualizacion durante el escaneo. Aunque la viscosidad
elevada de las soluciones de trabajo puede ser un buen
indicador, actualmente el protocolo no incluye ningun
control de calidad que permita asegurar la longitud de
las moléculas antes del escaneo de las muestras.

CAPTURA DE LAS IMAGENES DEL ADN mARcADO

La ultima etapa del proceso consiste en introducir las
muestras de ADN marcado en un chip Saphyr® para ser
escaneado mediante el instrumento Saphyr® (Bionano
Genomics). Cada chip contiene tres pocillos (flowcells),
uno para cada muestra, que contienen nanocanales que
permiten el paso de una sola molécula de ADN lineali-
zada a través de un proceso de electroforesis. De esta
manera, el instrumento captura imagenes de las molé-
culas marcadas para construir un mapa del genoma
preciso. En cada experimento se programa la cantidad
de datos a capturar (en Gb de ADN total) segun la
cobertura que se desee alcanzar en cada muestra. En
general, el objetivo recomendado en muestras hemato-
l6gicas es la recopilacion de 1500 Gb de datos para
poder detectar alteraciones con una frecuencia alélica
(VAF, variant allele frequency) de hasta el 5%.

En la actualidad, la preparacién de muestras para
OGM se realiza de forma manual, pero ya esta en fase
de desarrollo la automatizacion de algunas partes del

protocolo. Por este motivo, y debido a la fragilidad del
ADN de cadena larga, no se recomienda procesar mas
de 3-6 muestras en cada una de las etapas de extrac-
cion y marcaje, con un tiempo de procesamiento apro-
ximado de entre 3y 7 dias. En cuanto a la captura de
iméagenes, el equipo Saphyr® permite cargar hasta 2
chips (6 muestras) que se escanean de manera con-
secutiva en una carrera. El tiempo de escaneo reque-
rido para cada muestra depende de la calidad del ADN
extraido y del marcaje, y oscila entre unas pocas horas
(aproximadamente 8 h) y un maximo de 65 horas.

Analisis de los resultados del mapeo
optico del genoma

Controles de calidad de la técnica

Al finalizar el procedimiento técnico, el programa
Bionano Access (Bionano Genomics) compara las image-
nes capturadas en el instrumento Saphyr con un genoma
de referencia para generar un archivo de moléculas digi-
tales. Durante este proceso se obtienen distintos parame-
tros de calidad que deben ser revisados para asegurar
que los datos obtenidos son dptimos para el andlisis
(Tabla 2). Aunque es posible realizar el andlisis de la
muestra cuando alguno de los valores se encuentra fuera
de rango, es responsabilidad de cada laboratorio estable-
cer el rango aceptable de estos valores, asumiendo su
impacto en la sensibilidad o en la especificidad.

Algoritmos de analisis de resultados

El andlisis puede realizarse mediante dos algoritmos
bicinformaticos que, con estrategias diferentes, establecen
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Tabla 2. Parametros de calidad y valores recomendados para el analisis de mapeo dptico del genoma en muestras

de neoplasias hematoldgicas

Parametro Definicion Valores recomendados

Total DNA (> 150 kbp)

Map rate

Effective coverage of reference (X)

N50 (> 150 kbp)
N50 (2 20 kbp)

Average label density (> 150 kbp) (/100 kbp)

Negative label variance (NLV)

Cantidad total de moléculas de > 150 Kb mapeadas 1.300 Gb
Porcentaje de moléculas de > 150 Kb mapeadas contra el > 70%
genoma de referencia

Cobertura efectiva (cantidad total de ADN alineado dividida por el > 300x
tamario del genoma de referencia multiplicado por el map rate)

Longitud media ponderada de las moléculas de > 150 Kb > 230 Kb
Longitud media ponderada de las moléculas de > 20 Kb > 150 Kb
Namero promedio de etiquetas por cada 100 Kb en las 14-17
moléculas de > 150 Kb

Porcentaje de etiquetas del genoma de referencia ausentes 0-15%
en las moléculas mapeadas

Porcentaje de etiquetas identificadas en las moléculas 0-10%

Positive label variance (PLV)

mapeadas ausentes en el genoma de referencia

la presencia de alteraciones estructurales basandose en
las diferencias entre el patrén de moléculas digitales de la
muestra y el genoma de referencia. El algoritmo recomen-
dado para el estudio de neoplasias hematoldgicas es el
RVA (Rare Variant Analysis), disefiado especificamente
para la deteccion de alteraciones en mosaico. Existe otro
tipo de andlisis, el cual permite identificar variantes estruc-
turales de menor tamafo y regiones con pérdida de hete-
rocigosidad (LOH, loss of heterozigosity), denominado de
novo assembly, pero esta disefiado para el estudio de
alteraciones constitucionales, ofrece una sensibilidad limi-
tada (15-20%) y su uso debe ser restringido a casos par-
ticulares. De forma adicional, ambos algoritmos permiten
inferir la presencia de CNV o de aneuploidias a partir de
la oscilacién en la cobertura alcanzada para cada intervalo
gendmico, llegando a una sensibilidad, en ambos casos,
del 15-20%.

Filtrado, analisis e interpretacion de las
variantes

El andlisis y la posterior clasificacion de las alteracio-
nes identificadas por los algoritmos bioinformaticos se
realiza mediante el programa Bionano Access. El primer
paso del andlisis consiste en eliminar variantes polimér-
ficas o artefactos propios de la técnica (con baja fiabili-
dad). Para ello se utiliza la base de datos de poblacion
sana multiétnica incluida en el propio programa, 0 bases
de datos con variantes polimérficas descritas en pobla-
cion sana (como la DGV, Database of Genomic Variants),

asi como los indices de confianza calculados para cada
una de las variantes identificadas y los valores maximos
recomendados segun el fabricante para cada uno de
ellos. Ademas, también es posible filtrar facilmente las
alteraciones segun su solapamiento con regiones que
contengan genes o que puedan ser relevantes en la pato-
logia de estudio utilizando archivos BED (Browser
Extensible Data) que incluyan dichas regiones, y que
estan disefiados para focalizar el andlisis en las regiones
con relevancia clinica. Este filtrado es automatico y dina-
mico, es decir, puede ser modificado durante el analisis
de cada muestra. En una segunda fase es necesaria una
revision visual de las alteraciones para descartar posibles
falsos positivos, eliminar duplicados y fusionar alteracio-
nes de CNV que puedan estar fragmentadas (Fig. 2).
En cuanto a la informacion conseguida de cada una
de las alteraciones, aparte de los parametros de calidad
obtenidos en el algoritmo de OGM y la posicién cromo-
somica, el programa también indica los genes que se
solapan con cada alteracién, asi como posibles genes
de fusion asociados. Cabe destacar que algunos reor-
denamientos, como los que implican a los genes de las
inmunoglobulinas (IGH [14g32], IGL [22q11] e IGK
[2p12]), a los genes de los receptores de célula T 0 a
genes como MYC (8924), BCL2 (18g21) y BCL6 (3927),
se caracterizan por tener una arquitectura de puntos de
rotura compleja, tanto por delante como por detras del
gen de interés. En estos casos, los genes que el OGM
identifica en el punto de rotura no siempre son los que
realmente tienen impacto en el proceso neoplasico. Es
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Figura 2. Ejemplos de visualizacién de resultados de mapeo 6ptico del genoma mediante el programa Bionano
Access. A: circos plot de las alteraciones detectadas en el genoma entero o en un cromosoma seleccionado. De
fuera adentro muestra las bandas cromosdmicas, la localizacion de las variantes estructurales identificadas (puntos
con un codigo de colores para cada una), CNV (pérdidas en rojo y ganancias en azul), lineas moradas que unen los
puntos de rotura de las translocaciones detectadas. B: vision global del genoma para la visualizacion de CNV
(pérdidas en rojo y ganancias en azul). C: detalle de las alteraciones identificadas en regiones concretas. De arriba
abajo: pérdida por CNV/delecion, ganancia/duplicacion y translocacion intercromosémica. En cada region se
muestran dos pistas con los CNV o las alteraciones estructurales identificadas, asi como el patrén de marcaje en el
genoma de referencia (verde) y el de las moléculas mapeadas en la muestra (azul). D: visualizacién de las moléculas
individuales utilizadas para definir una alteracion. El namero de moléculas y la cantidad de marcas mapeadas contra
el genoma de referencia permiten distinguir translocaciones con alta fiabilidad (arriba) o falsos positivos potenciales
(abajo).



importante tener en cuenta que los genes o las regio-
nes reguladoras implicadas en la alteracion pueden
localizarse hasta a 1 Mb del punto de rotura’ 6.
Debido a la reciente incorporacion de la metodologia
en los laboratorios diagndsticos, aun estan en desarro-
llo las guias internacionales de consenso para el ana-
lisis y la interpretacion de los resultados. No obstante,
como sucede con otras técnicas citogendmicas y mole-
culares, los informes de los resultados de OGM deben
incluir las variantes consideradas clinicamente relevan-
tes (alteraciones patogénicas o probablemente patogé-
nicas) en cada una de las neoplasias hematoldgicas,
es decir, aquellas con un valor diagndstico, prondstico
o predictivo reconocido en las clasificaciones o las
guias actuales. Por otra parte, respecto a las alteracio-
nes adicionales (alteraciones de significado incierto), es
importante que cada laboratorio establezca los criterios
para decidir cudles se incluiran en el informe final.
Asimismo, cabe destacar que en la actualidad los datos
retrospectivos de OGM son limitados. A medida que
esta tecnologia sea implementada en los laboratorios,
sera esencial la creacién de bases de datos que reco-
jan informacién detallada de las alteraciones detecta-
das, permitiendo a su vez identificar alteraciones
citogenoémicas estructurales que representen polimor-
fismos poblacionales no identificados como tales con
las técnicas de referencia utilizadas hasta el momento.

Situacién actual del mapeo 6ptico del
genoma en el estudio de alteraciones
citogenémicas con valor clinico
establecido

Diversas publicaciones recientes han demostrado que
el OGM es una buena alternativa como prueba de primera
linea para la deteccion de alteraciones cromosémicas en
diferentes neoplasias hematologicas”'', principalmente
en la leucemia mieloide aguda (LMA)3'2, los sindromes
mielodisplasicos (SMD)3", la leucemia linfoblastica
aguda (LLA)>60 y |a leucemia linfatica crénica (LLC)>'®
(Tabla 3). No obstante, todavia no se han publicado
guias internacionales que especifiquen cuando seria
recomendable priorizar esta tecnologia frente a los méto-
dos convencionales (cariotipo, FISH, microarrays geno-
micos) y en qué afecciones la aplicacion del OGM
supondria una mejora en el manejo de los pacientes.

A continuacién, se describe el potencial de la aplica-
cion del OGM en las diferentes neoplasias hematold-
gicas teniendo en cuenta los resultados publicados, las
variantes consideradas clinicamente relevantes y la
experiencia propia de los autores.
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Neoplasias mieloides

En los SMD, la deteccion de alteraciones genéticas
recurrentes es esencial para establecer el diagndstico,
el prondstico y el tratamiento de los pacientes'®™, En
este sentido, ademas de permitir establecer la clonali-
dad en los pacientes con citopenias en sangre perifé-
rica, el andlisis del cariotipo es esencial para la
estratificacion del riesgo de los pacientes segun el
International Prognostic Scoring System revisado
(IPSS-R)?021, Asimismo, algunas alteraciones estructu-
rales, como la delecién en 5q o la inactivacion bialélica
de TP53, son definitorias de categorias diagndsticas
segun las nuevas clasificaciones'®'®. Sin embargo, apro-
ximadamente el 50% de los SMD presentan un cariotipo
normal y algunos casos, sin metafases valorables en el
cultivo de citogenética, requieren andlisis de FISH o
microarrays gendmicos adicionales. Los estudios de
OGM publicados han demostrado que su aplicacién no
solo permite aumentar el porcentaje de pacientes con
resultados citogenéticos informativos, sino también
caracterizar mejor algunas alteraciones con impacto en
la estratificacién prondstica de los pacientes™. Por lo que
se refiere a las LMA, actualmente su diagnéstico no se basa
Unicamente en el recuento de blastos en médula 6sea o en
sangre periférica, sino que depende del tipo de anomalias
gendmicas identificadas'® . En este sentido, el estudio cito-
genético es esencial para el diagndstico de las afecciones
incluidas en las LMA con alteraciones genéticas definitorias,
como los reordenamientos PML::RARA, RUNX1::RUNX1T1,
CBFB::MYH11,DEK::NUP214,RBM15::MRTFA,BCR::ABL1,
o0 aquellos que afectan a los genes KMT2A, MECOM y
NUP98.También es necesario identificar alteraciones recu-
rrentes en los SMD (por ejemplo, delecion 5q, alteraciones
del cromosoma 7 [-7/7q], deleciones 11q, 12p y 17p, o
cariotipos complejos, entre otros) para el diagndstico de
las LMA con cambios relacionados con la mielodispla-
sia. Los trabajos de OGM publicados en pacientes con
LMA han demostrado que la técnica no solo es util para
identificar alteraciones conocidas, sino que también per-
mite detectar alteraciones cripticas en el cariotipo (como
los reordenamientos de NUP98) y caracterizar las
parejas de reordenamiento de genes como KMT2A,
que pueden tener impacto en el prondstico de los
pacientes y ser utiles para el seguimiento de la
enfermedad®1222,

Respecto a las neoplasias mieloproliferativas, aunque
la experiencia publicada es limitada', el OGM tiene un
alto potencial en el estudio de la mielofibrosis primaria,
ya que la presencia de fibrosis medular caracteristica
de esta enfermedad conlleva que hasta un 50% de los

89



90

SANGRE. 2023;42(2)

Tabla 3. Resumen de los principales estudios publicados de mapeo 6ptico del genoma en neoplasias hematoldgicas

Referencia

Lestringant
et al.5, 2021

Liihmann
et al.5, 2021

Kriegova
et al.%, 2021

Puiggros
et al.}, 2022

Valkama
et al.’s, 2023

Balducci
et al.?2, 2022

Gerding
et al.$, 2022

Levy et al."?,
2023

Suttorp
et al.®, 2022

Enfermedad

estudiada

LLA

LLA

MM

LLC y LBM

LLC

SMD y LMA

SMD y LMA

LMA

LA
(pediatrica)

10
(6 LLA-B y 4 LLA-T)

)
(39 LLC y 3 LBM)

68
(27 SMD y 41 LMA)

27
(6 SMD y 21 LMA)

100

24
(22 LMA y 2 LA de
fenotipo mixto)

Concordancia con

las técnicas de
referencia

90%

100%

98%

90%

100%

85%

93%

98%

63%

Nuevas alteraciones
identificadas por 0GM

Deteccion de 12 alteraciones
adicionales (7 confirmadas por
técnicas convencionales),
incluyendo 3 reordenamientos
IGH::CEBPB, MYC::TRB y
translocaciones complejas de
LMO2:TRA 'y TLXT:TRA

Deteccion de mdltiples
alteraciones, incluyendo
redefinicién de SV conocidas y
otras de significado
desconocido. Deteccion de un
nuevo gen de fusion
JAK2::NPAT

Deteccion de alteraciones
adicionales en todos los
pacientes

El OGM aport6 informacion
adicional en el 55% de los
casos, cohorte enriquecida en
cariotipos complejos.
Deteccion de complejidad
superior que las técnicas
convencionales

El OGM aport6 informacion
adicional en 8/16 alteraciones
previamente identificadas por
FISH. Identificacion de
alteraciones no cubiertas por el
panel de FISH de LLC en el 78%
de pacientes

Deteccion de alteraciones
clinicamente relevantes en el
33% de SMD y en el 53% de
LMA

Deteccion de alteraciones
adicionales que clarificaron en
cariotipo en el 67% de los casos

Deteccion de alteraciones
clinicamente relevantes en el
13% de los casos

Deteccion de alteraciones
adicionales en el 63% de los
casos

Nueva informacion
con valor
prondstico

La deteccion de
mayor complejidad
por OGM (> 10
alteraciones) se
asoci6 a peor
prondstico

Cambio en la
categoria de riesgo
segln el IPSS-R en
el 22% de SMD y
segun la escala
2017 ELN en el 5%
de LMA

Cambio de la
estrategia
terapéutica en un
paciente y del
riesgo prondstico
en otro

Cambio en la
categoria de riesgo
segun la escala
2022 ELN en 5
pacientes (5%)

Cambio en la
categoria de riesgo
en un paciente (5%)
segln los criterios
de AML-BFM

(Continta)
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Tabla 3. Resumen de los principales estudios publicados de mapeo 6ptico del genoma en neoplasias hematolégicas
(continuacion)

Referencia Enfermedad Concordancia con | Nuevas alteraciones Nueva informacion
estudiada las técnicas de identificadas por 0GM con valor
referencia prondstico
Yang et al."”7, SMD 101 97% Deteccion de 383 alteraciones Cambio en la
2022 cripticas por métodos categoria de riesgo
convencionales, siendo segln el CCSS y el
clinicamente relevantes en el IPSS-R en un 21% y
34% de los pacientes un 17% de
pacientes,
respectivamente
Gao et al.®, LLA-B 46 100% Descripcion de 2 nuevos genes
2022 (pediatricas) (41 LLA-B y 5 pre de fusion (LMNB1::PPP2R2B y
LLA-B) TMEMZ272::KDM4B)
Rack et al.'’, LLA 4 97% Deteccion de 10 alteraciones Asignacion de una
2022 (pediatricas (29 LLA-B [12 adicionales (casos con cariotipo  categoria de riesgo
y adultos) adultos y 17 normal o no informativo). citogenético a un
pediatricas] y 12 Identificacion de los 30% mas de
LLA-T [3 adultos y reordenamientos TRA/D, TRB, pacientes (de 23 a
9 pediatricas]) TLX3y su pareja (3/7 no 32 pacientes)
identificados por FISH)
Soler et al.¥, LLA y LMA 29 73% Deteccion de alteraciones Los hallazgos del
2023 (2 LLA-B, 3 LLA-T y clinicamente relevantes en 5 0GM no implicaron
24 LMA) pacientes (17%) cambio del riesgo
citogenético segun
la OMS o la ELN en
ningln paciente
Vieler et al.’, LLA 11 100% El 0GM aportd informacion
2023 (9 LLA-B y 2 LLA-T) adicional en el 64% de los

casos (alteraciones adicionales
en 7 pacientes y redefinicion
del cariotipo en 2)

AML-BFM: acute myeloid leukemia-Berlin-Frankfurt-Miinster; CCSS: comprehensive cytogenetic scoring system; ELN: european leukemia net; FISH: hibridacion
fluorescente in situ; LBM: linfocitosis B monoclonal; LLA: leucemia linfoide aguda; LLC: leucemia linfocitica cronica; LMA: leucemia mieloide aguda; MM: mieloma mdltiple;
0GM: mapeo optico del genoma; OMS: Organizacién Mundial de la Salud; R-IPSS: Revised International Prognostic Scoring System; SMD: neoplasias mielodisplasicas;

SV: variante estructural.

cariotipos de médula 6sea sean no valorables?3. Un
estudio evalud la utilidad de realizar el andlisis del OGM
en muestras de sangre periférica y demostrd la repro-
ducibilidad de la técnica en este tipo de muestras, en
comparacion con médula 6sea, y ademas ha sido
capaz de resolver los cariotipos no valorables, lo que
ha permitido en Ultima instancia disponer de toda la
informacion citogenética necesaria para aplicar escalas
pronosticas como DIPSS-PLUS, GIPSS y MIPSS70v2,
mejorando asi el manejo de estos pacientes?:. Por lo
que se refiere a los pacientes con hipereosinofilia, el
OGM también permitiria mejorar el diagnostico diferen-
cial al ayudar a distinguir las proliferaciones benignas
no clonales (eosinofilias secundarias) de las prolifera-
ciones clonales neoplésicas (eosinofilias primarias)?%26.
Actualmente este proceso requiere el analisis de multi-
ples sondas de FISH o cariotipo, y en cambio el OGM

permitiria identificar o descartar en un tnico ensayo las
neoplasias mieloides/linfoides con eosinofilia asociada
a la fusién de genes de la via tirosina cinasa que
podrian beneficiarse de tratamientos dirigidos con inhi-
bidores de la tirosina cinasa (reordenamientos de
PDGFRA [4q12]), PDGFRB (5932), ETV6::ABL1 [1(9;12)
(934.1;p13.2)], inhibidores de FGFR [reordenamientos
de FGFR1 (8p11.2)], inhibidores de JAK2 [reordena-
mientos de JAK2 (9p24.1)] e inhibidores de FLT3 (reor-
denamientos de FLT3 [13q12.2])'81°.

Neoplasias linfoides

La LLA de célula B (LLA-B) es una enfermedad com-
pleja de analizar por su diversidad genética y por su
dificultad para hallar la alteracion primaria, o driver,
tanto en casos pediatricos como en adultos. Actualmente,
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con el cariotipo es posible detectar las alteraciones que
se observan con mayor frecuencia, como por ejemplo,
las translocaciones 1(9;22)(q34;q11.2) [BCR::ABLT],
t(4;11)(921;923) [KMT2A::AFF1] 'y  t(1;19)(q23;p13)
[TCF3::PBX1]. Sin embargo, en muchos casos el cario-
tipo no es suficiente y es necesario utilizar técnicas
complementarias: la FISH permite identificar la t(12;21)
(p13;022) [ETV6::RUNXT], la iAMP21 (amplificacién de
RUNXT) y otras alteraciones cripticas (reordenamientos
de CRLF2, PAX5, ZNF384, DUX4 o MEF2D, entre otros)
que pueden llegar a representar aproximadamente un
30% de los casos®”?8; y la técnica de SNP-array per-
mite detectar microdeleciones secundarias con mal pro-
nostico (como IKZF1, CDKN2A/B, PAX5, BTG1, ETVE,
EBF1, RB1 y la regién PART), algunas de las cuales
implican decisiones terapéuticas, e identificar correcta-
mente los subgrupos de LLA-B con aneuploidias que
presentan prondsticos bien establecidos, como son los
grupos near-haploidy/near-diploidy (23-29 cromoso-
mas/50-58 cromosomas), low-hypodiploidy/near-tri-
ploidy (30-39 cromosomas/60-78 cromosomas) Yy
high-hyperdiploidy (51-67 cromosomas)'829-%2, Por todo
ello, el OGM representa una tecnologia ideal para
poder detectar con una Unica prueba todos los tipos de
alteraciones descritas en esta enfermedad®61033,

Respecto a la LLA de célula T (LLA-T), al igual que
la LLA-B, también presenta una elevada heterogenei-
dad genética®*. Utilizando la citogenética convencional
se observa un alto porcentaje de casos con cariotipos
no evaluables (30%) o con resultado normal (30%) que
pueden contener alteraciones cripticas®. Existen
pocos estudios que hayan utilizado OGM en esta enfer-
medad, pero todos ellos confirman que aporta mucha
mas informacion que las técnicas citogendmicas con-
vencionales. Asimismo, estos estudios han permitido
identificar genes de fusiéon, como TRA:LMO2,
TRB:MYC, |IGH:TAL1, TCF7:SPI1, TRA:NKX2-1,
BCL11B::TLX3, TRA::ZEB2, TRB::HIBADH, TRB::TLX1,
con un gran potencial clinico®1°,

La LLC es una neoplasia linfoproliferativa clinica-
mente heterogénea debido, en parte, a los factores
genéticos. Las guias del International Workshop on
Chronic Lymphocytic Leukemia recomiendan analizar,
antes de iniciar cualquier tratamiento, las del (11q), +12,
del (13q) y del (17p) mediante FISH'®3¢, Ademds, en
los ultimos afnos se ha evidenciado el valor prondstico
del cariotipo complejo en esta enfermedad, que cada
vez estd mas presente en las guias clinicas de trata-
miento, como las de la European Society for Medical
Oncology, la National Comprehensive Cancer Network
o las guias del grupo aleman de LLC. Sin embargo, el

verdadero papel de la complejidad genémica en la LLC
analizado por citogenética convencional o bien por téc-
nicas de microarrays sigue estando limitado por los
aspectos metodolégicos®. En este sentido, el empleo
del OGM en la LLC permite, ademas de identificar las
anomalias estudiadas actualmente por FISH, una mejor
definicién de las alteraciones citogenéticas: la descrip-
cion correcta de alteraciones estructurales, como cro-
mosomas marcadores o material adicional de origen
desconocido; la identificacion de reordenamientos crip-
ticos y la deteccion exacta de los puntos de rotura (por
ejemplo, IGH::BCL3, grupo con especial mal pronds-
tico); y la identificacion de dos patrones de cromotripsis
(definida como la presencia de CNV con un patrén
alternante de al menos 7-10 segmentos, en un brazo o
cromosoma entero), dependiendo de la afectacion
inter- 0 intracromosémica. Asimismo, el OGM permite
una mejor definicion de la complejidad gendmica y se
muestra como una técnica Util en la estratificacién pro-
ndstica de los pacientes® 3%,

El mieloma multiple (MM) representa el ejemplo de
neoplasia hematolégica que mas se podria beneficiar
del uso del OGM. Es una afeccién extremadamente
heterogénea a nivel citogenético y se caracteriza por
la presencia de anomalias cromosdémicas en el 90%
de los pacientes. Las actuales guias internacionales de
estadificacion del MM, como el Revised International
Staging System (R-ISS) y el Second Revision of the
International Staging System (R2-1SS)%+4°, incluyen
alteraciones citogenéticas asociadas a prondstico des-
favorable, entre las cuales destacan del (17p) (TP53),
t(4;14)(p16;032) [IGH:FGFR3], 1(14;16)(932;q23)
[IGH::MAF] y las ganancias o amplificaciones de 1q (3
copias 0 = 4 copias). Debido a la dificultad de obtener
metafases de las células plasmaticas, la técnica de
referencia para la deteccion de las alteraciones de alto
riesgo es la FISH en células CD138+ aisladas, que
permite detectar tanto pérdidas o ganancias como
reordenamientos, por 1o que es necesario realizar mul-
tiples determinaciones dirigidas. Este abordaje implica
el desconocimiento del conjunto de la heterogeneidad
genética del MM, sin poder analizar la contribucion de
otras alteraciones cromosdémicas en el prondstico o en
la evolucién de estos pacientes. Por ello, el OGM es
una técnica muy prometedora en el MM, aunque esta
en fase de estandarizacion en células CD138+ selec-
cionadas'. Con la aplicacién del OGM sera posible
identificar todos los reordenamientos de 14q32 (IGH) y
a sus parejas, principalmente genes de las familias de
las CYCLIN D (11q13-CYCLIN D7; 12p13-CYCLIN D2;
6p25-CYCLIN D3) y de las MAF (16923-MAF,;



20q12-MAFB; 8q24.3-MAFA), 4p16-MMSET/(FGFR3),
asi como aneuploidias o reordenamientos que impli-
quen otras regiones cromosémicas de interés, como
por ejemplo 8g24.21 (MYC), 2p11.2 (IGK) o 22q11.2
(IGL).

Nueva informacion genética aportada por
el mapeo optico del genoma

La capacidad de deteccidn de nuevas alteraciones o
de redefinicion de reordenamientos complejos con la
técnica de OGM ha sido documentada en la mayoria
de los estudios publicados sobre neoplasias hemato-
|6gicas”®'21417. A continuacion, se describen algunas
consideraciones respecto a la informacién adicional
que se obtiene utilizando esta tecnologia.

Caracterizacion y reinterpretacion de
alteraciones conocidas

La técnica de OGM destaca por la capacidad de
definir los puntos de rotura y los genes implicados en
los reordenamientos. Esto es especialmente relevante
en la caracterizacion de aquellos que afectan a genes
con multiples parejas de reordenamiento (por ejemplo,
KMT2A, IGH, MYC y BCL6, entre otros), de las cuales
no se dispone de sondas FISH especificas. Ademas,
la mayor resolucion del OGM permite detectar reorde-
namientos y deleciones clinicamente relevantes que
pueden ser cripticos por los métodos estandar
(por ejemplo, reordenamientos de MECOM (3q26),
NUP98 (11p15), KMT2A-PTD, o deleciones de TET2,
ETV6 y TP53), y caracterizar alteraciones complejas
que involucran a genes esenciales en la leucemogé-
nesis, como por ejemplo JAK2 y RUNX7%8. Por otra
parte, se ha demostrado que el OGM también permite
redefinir determinadas alteraciones citogenéticas que
con las técnicas convencionales se habian interpretado
de forma incorrecta. Entre estos casos se halla el feno-
meno denominado mimicking (imitacién), por el cual
algunas alteraciones citogenéticas definidas por ban-
das G podrian no ser tales a nivel molecular, cuando
se analizan con mas detalle. Algunos ejemplos descri-
tos en la literatura son 1(9;22)(q34;q11.2), que no implica
BCR:ABL1 o bien t(4;12)(q12;p13) con supuesto reor-
denamiento ETV6::PDGFRA que en realidad no afecta
a PDGFRA. En estos casos, el OGM permiti6 identifi-
car con mayor resolucién estas anomalias y poder
explicar el comportamiento clinico inesperado de los
pacientes que no respondian al tratamiento con inhibi-
dores de la tirosina cinasa*'.
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Reclasificacion de los pacientes e
identificacion de nuevas dianas
terapéuticas

Cabe destacar que la mejor definicién de las altera-
ciones mediante OGM tiene un impacto directo en el
manejo clinico de los pacientes, permitiendo reclasificar
a los pacientes en nuevas categorias diagndsticas, asi
como clasificarlos en distintos grupos pronésticos o pre-
dictivos de respuesta a tratamientos. En este sentido es
especialmente interesante el trabajo de Yang et al.””, en
el cual se analizdé por OGM una serie de 101 pacientes
con SMD de nuevo diagndstico. Los autores demostra-
ron que el OGM permitié6 modificar el riesgo segun la
categoria de riesgo citogenético y el IPSS-R en el 17%
de los pacientes. En la mayoria de los casos el cambio
representaba la asignacion a un grupo de mayor riesgo,
aunque también se describieron casos en los que el
cambio era en sentido contrario gracias a la caracteri-
zacion de pacientes sin cariotipo valorable, o debido a
la identificacion de alteraciones de muy buen prondstico
(como la delecién de 11g) no detectadas con las técni-
cas convencionales'. Estos resultados estan en conso-
nancia con la reestratificacion descrita en estudios de
cohortes mas pequefas, como el trabajo de Balducci et
al.??, quienes describieron un cambio de IPSS-R en el
22% de los SMD y de la estratificacion prondstica segun
la European Leukemia Net (ELN) 2022 en el 5% de las
LMA22, o la mayor asignacién de pacientes con LLA a
grupos de riesgo citogenético establecidos (de 23 a 32)
descrita por Rack et al.® en su estudio. Por otro lado,
el elevado numero de nuevas variantes estructurales
identificadas expande el conocimiento de posibles dia-
nas terapéuticas para el desarrollo de nuevas terapias
dirigidas. Asimismo, la identificacion de reordenamientos
cripticos por las técnicas convencionales facilita la inclu-
sion de pacientes en ensayos clinicos con farmacos a
los que, de otro modo, no tendrian acceso. Por ejemplo,
en la caracterizacion de los SMD mediante OGM se han
identificado reordenamientos que implican a MECOM,
NUP98 y KMT2A, asi como la translocacion KMT2A-
PTD, que permiten seleccionar pacientes para ensayos
clinicos dirigidos en LMA',

Definicion de cariotipo complejo mediante
OGM

El concepto de cariotipo complejo (CK, complex kar-
yotype) esta directamente relacionado con el valor pro-
nostico desfavorable, por lo cual el riesgo asociado a
la complejidad gendmica necesita ser definido para
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cada tipo de neoplasia hematoldgica. En 1981, Berger
et al.*? definieron CK en LMA como la presencia de > 3
alteraciones citogenéticas diferentes en el clon tumo-
ral. Sin embargo, en los ultimos afos ha habido nuevas
propuestas y el nimero de alteraciones para conside-
rar un CK ha ido variando segun las enfermedades y
los grupos de estudio, con puntos de corte entre 3y 5
alteraciones*®. Por ejemplo, en la LMA, la ELN consi-
dera CK > 3%, mientras que el UK Medical Research
Council sitia el punto de corte en > 4 alteraciones*.
Asimismo, en la LLC se considera un paciente con CK
con > 3 alteraciones citogenéticas, y con CK de alto
riesgo > 5 alteraciones*®. En el caso de la LLA-T, el
punto de corte de CK utilizado de forma clasica ha sido
el mismo que en la LLA-B: > 5 alteraciones*’. No obs-
tante el andlisis de una serie larga de pacientes con
LLA-T adultos tratados homogéneamente segun los
protocolos PETHEMA demostrd que un CK > 3 altera-
ciones identificaba a los pacientes con peor supervi-
vencia y mayor tasa de recaida®. La técnica de OGM
permite la deteccion de mas alteraciones citogendmi-
cas, tanto SV como CNV, por lo que el numero de
alteraciones necesarias para categorizar un caso como
CK mediante esta técnica deberd ser revisado. En la
mayoria de las publicaciones que incluyen pacientes
estudiados con OGM se identifican casos con CK. El
numero de alteraciones necesarias para considerar un
caso como CK es variable entre ellos: > 3'2"7, > 4! y
> 57; no obstante, la mayoria no debaten sobre estos
criterios relativamente arbitrarios, quizd debido al
numero limitado de pacientes incluidos, y la ausencia
de correlacion con datos clinicos”!-'2", En este &mbito
es destacable el estudio de Puiggros et al.? sobre la
complejidad gendmica en la LLC, en el cual se demues-
tra que el OGM permite la estratificacion de los pacien-
tes en distintos grupos de riesgo. Los autores proponen
un punto de corte de > 10 anomalias para considerar
los casos con alta complejidad, aunque subrayan que
la cifra es arbitraria y que son necesarios estudios con
cohortes mas amplias y no seleccionadas para definir
unos criterios estandar de complejidad gendémica
mediante OGM.

Caracterizacion e implicacion clinica del
fendmeno de cromoanagénesis

El fendmeno de cromoanagénesis agrupa distintos
tipos de eventos catastréficos, por los cuales se gene-
ran multiples alteraciones genéticas y reordenamientos
cromosémicos, que se han asociado histéricamente al
desarrollo de distintos tipos de neoplasias. Entre ellos

se encuentran la cromotripsis, la cromoanasintesis y la
cromoplexia. La cromotripsis se define como la frag-
mentacion y la reorganizacion localizada de uno o
varios segmentos cromosdémicos durante un evento
catastrofico de un solo paso, con la reparacion incom-
pleta de las roturas de doble cadena mediante la unién
de extremos no homdlogos. La cromoanasintesis se
produce tras la replicacién errénea del ADN, con fallos
de la horquilla de replicaciéon y cambios en la hebra
patrén utilizada durante el proceso, dando lugar a mul-
tiples ganancias en el niumero de copias (duplicaciones
y triplicaciones) en combinacion con deleciones. Por
ultimo, la cromoplexia es un fenédmeno caracterizado
por la presencia de multiples translocaciones inter- e
intracromosdémicas encadenadas y complejas que
implican hasta ocho cromosomas distintos y que pre-
sumiblemente ocurren de forma simultanea, dando
lugar a pocas o ninguna alteracién en el niumero de
copias*®®'. Hasta la actualidad, estos fenémenos solo
se podian identificar utilizando técnicas de whole
genome Sequencing o bien microarrays genomicos,
que proporcionaban una informacion sesgada por
aportar unicamente datos de alteraciones en el nimero
de copias. Con la técnica de OGM es posible obtener
informacion relacionada con estos fenémenos mucho
mas completa y detallada. Hasta la actualidad existen
pocos estudios que hayan profundizado en el impacto
clinico de estos fendmenos, debido a la reciente y pro-
gresiva implementacién del OGM'"%8, Estos son una
representacion de la complejidad gendmica que en el
futuro debera tenerse en cuenta en los laboratorios.

Limitaciones del mapeo optico del
genoma en el estudio de las neoplasias
hematoldgicas

Los estudios publicados hasta el momento han
puesto de manifiesto el alto rendimiento del OGM en el
estudio citogendmico de las neoplasias hematoldgicas.
No obstante, esta tecnologia también presenta algunas
limitaciones, que a continuacion se comentan.

Sensibilidad y clonalidad

Aunque una de las ventajas del OGM es su alta sen-
sibilidad, que permite detectar la mayoria de las alte-
raciones estructurales en clones con una infiltracion de
tan solo el 5% de la muestra, el porcentaje sube hasta
el 15-20% para la deteccion de CNV. Esta limitacion
puede ser relevante en los pacientes con LLC y clones
minoritarios con deleciébn de TP53, asociados a



pronostico adverso e identificados actualmente por
FISH. En este sentido, aunque el OGM es una técnica
util en la LLC, no se ha demostrado que pueda sustituir
a la FISH para el andlisis de este biomarcador®'3. De
forma similar, el OGM presenta un bajo rendimiento
para la deteccion de CNV en muestras de médula ésea
total de pacientes con neoplasias de células plasmati-
cas, debido a la variabilidad en la infiltracién por célu-
las plasmaticas tumorales de las muestras obtenidas®.
Por este motivo, de manera equivalente a las recomen-
daciones actuales para el andlisis de FISH, la imple-
mentacion del OGM en la caracterizacion citogenética
debera ser optimizada en muestras de células CD138+
seleccionadas. Ademas, se ha demostrado que la tasa
de deteccidn de alteraciones del OGM frente al cario-
tipo se ve comprometida en los linfomas de célula B
con expresion periférica y una infiltracidn por citometria
de flujo inferior al 20%%3. En estos casos, el enriqueci-
miento de la muestra mediante la seleccién de células
mononucleadas por gradiente de densidad o de sepa-
racion inmunomagnética de células CD19+ mejoraria
los resultados del OGM.

Finalmente, cabe destacar que, siguiendo los proto-
colos estandar, el OGM analiza el ADN total de la
muestra y no es capaz de proporcionar informacion
sobre la arquitectura clonal del paciente. Aunque los
resultados incluyen informacion sobre la frecuencia
alélica de cada una de las alteraciones identificadas,
no es posible distinguir la evolucién clonal de la pre-
sencia de clones independientes portadores de distin-
tas alteraciones.

Alteraciones en regiones repetitivas

Las regiones repetitivas, tales como regiones
(peri)-centroméricas, teloméricas, los brazos cortos de
los cromosomas acrocéntricos o tramos constitutivos
de heterocromatina, no estan bien cubiertas por la
tecnologia de OGM por falta de un mapa de referencia
de marcaje en dichas regiones. Por este motivo, el
OGM no permite detectar alteraciones con puntos de
rotura dentro de estas regiones. Esta limitacién supone
que algunas alteraciones unicamente pueden ser intui-
das de manera indirecta por OGM, infiriendo su pre-
sencia por las CNV asociadas a ellas. Algunos ejemplos
son los isocromosomas o cromosomas dicéntricos con
afectacion de 17p13 (TP53) en la LLC, o las transloca-
ciones desequilibradas del cromosoma 1q en las neo-
plasias mieloides, siendo la mas frecuente el derivativo
der(1;7)(q10;p10). Aun asi, la implicacién patogénica de
la alteracion si es detectable por OGM por pérdida de

A. Puiggros et al. Mapeo optico del genoma

la TP53 o la delecion de 7q, respectivamente. Algo
parecido sucede en las regiones subteloméricas de los
cromosomas sexuales (Xp22.3/Yp11.3, region PAR1),
donde se localiza el gen CRLF2. Los reordenamientos
de CRLF2 [la microdelecion que induce el reordena-
miento P2RY8::CRLF2 o el reordenamiento IGH::CRLF2
asociado a t(X;14)(p22;q32) o t(Y;14)(p11;932)] son alte-
raciones incluidas en el estudio inicial de la LLA-B, ya
que los pacientes que las presentan constituyen un
grupo con prondstico adverso que puede beneficiarse
de una intensificacidn del tratamiento. Por este motivo,
se aconseja inspeccionar de forma manual las molé-
culas mapeadas en esta regién o aplicar el algoritmo
de novo assembly para detectarlas'®3,

Asignacion de la ploidia

A pesar de que el OGM permite identificar correcta-
mente las aneuploidias (monosomias y trisomias), se
ha demostrado que la asignacion de la ploidia de la
muestra no siempre es correcta®'”. Esto es de especial
relevancia en el andlisis de pacientes con LLA-B, ya
que la Organizaciéon Mundial de la Salud y la
International Consensus Classification of Myeloid
Neoplasms and Acute Leukemias'®* consideran gru-
pos con prondstico variable segun la ploidia.

En el caso de las neoplasias de células plasmaticas,
las alteraciones que afectan a la ploidia son frecuentes
a pesar de no estar incluidas en los indices prondsticos
recomendados®®°. Los cromosomas que mas habitual-
mente son ganados o perdidos en cada una de las
afecciones han sido descritos en extenso. Por este
motivo, es importante interpretar correctamente los
resultados del OGM segun los cromosomas que estén
afectados. De esta manera, ante la sospecha de una
haploidia endorreduplicada (por ejemplo, en un MM con
trisomia 18 e hipotriploidia) se aconseja aplicar el algo-
ritmo de novo assembly para analizar las regiones con
LOH y poder identificar manualmente este fenémeno.

Identificacion de regiones con LOH

La importancia de las regiones con LOH y su impli-
cacion en el prondstico de las neoplasias hematoldgi-
cas es cada vez mayor. De hecho, la nueva clasificacion
molecular de los SMD incluye como factor prondstico
adverso la combinacién de mutacién en TP53 y LOH
en el mismo gen'®'®. De la misma forma, en una cla-
sificacién gendmica de las neoplasias mieloproliferati-
vas, la presencia de LOH localizadas en los
cromosomas 9 o 17 tenia impacto en la evolucién de
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Tabla 4. Ventajas y limitaciones del mapeo dptico del genoma

Ventajas Limitaciones

Permite el anélisis de todo el genoma Requiere un aparataje y unos reactivos especificos, y el coste econémico
por determinacion es mas alto que el de las técnicas convencionales

Es necesario partir de un ADN de cadena muy larga (> 150 Kb). No es
apto para muestras con ADN extraido por métodos tradicionales, ni de

No depende de la division celular de las células tumorales

tejido fijado en formol o incluido en parafina

Detecta todo tipo de alteraciones, tanto numéricas como
estructurales, ya sean equilibradas o no equilibradas

Presenta una alta resolucion de deteccion > 5 Kb
(variable segln el tipo de alteracion)

No permite distinguir clones individuales al analizar el ADN de forma
conjunta

No permite el anélisis de alteraciones presentes en zonas repetitivas
del genoma, como centrémeros y regiones subteloméricas, ni de

alteraciones muy pequefias como SNV o indels

Sensibilidad variable segtn el tipo de alteracion analizada
(estructural: 1-5%; nimero de copias: 15-20%)

No se pueden determinar las LOH utilizando el analisis para muestras
tumorales (Rare Variant Analysis)

Indels: insertions-deletions, LOH: loss of heterozygosity, SNV: single nucleotide variants.

la enfermedad®*. Actualmente, la deteccién de LOH se
realiza principalmente mediante microarrays genémi-
cos de SNP y no estd incluida en el algoritmo de ana-
lisis de OGM recomendado para el estudio de las
neoplasias hematoldgicas, que es el RVA. Se ha
demostrado que la aplicacion del algoritmo de novo
assembly permite identificar LOH en algunos casos,
pero hay que destacar que este esta optimizado para
el analisis de alteraciones constitucionales y tiene una
sensibilidad limitada. Asi pues, aunque la deteccion
de LOH es técnicamente posible, el algoritmo de ana-
lisis para muestras tumorales esté todavia en fase de
desarrollo.

Conclusiones

Actualmente, la deteccion de alteraciones cromosé-
micas con valor diagndstico, prondstico o predictivo de
respuesta a tratamiento en neoplasias hematoldgicas
se basa en el estudio del cariotipo, FISH o microarrays
genomicos. Ademas, el estudio del perfil mutacional
mediante técnicas de secuenciacién masiva (NGS,
Next Generation Sequencing) ha adquirido especial
relevancia en las ultimas clasificaciones.

El OGM es una técnica novedosa que potencial-
mente permitird realizar el abordaje citogenético de los
pacientes en un unico test. Ademas, ofrece una mayor
resolucién que las técnicas convencionales, mejorando
asi la caracterizacion de las alteraciones conocidas y
permitiendo la identificacion de nuevas alteraciones
cripticas. Sin embargo, los estudios publicados hasta
el momento han demostrado que esta técnica no esta
exenta de limitaciones, como la incapacidad de

detectar regiones con LOH, distinguir clones individua-
les 0 una sensibilidad limitada al 15-20% para las alte-
raciones de ganancia y pérdida (Tabla 4).

En conclusién, el OGM es una técnica muy promete-
dora para el abordaje citogendmico de las neoplasias
hematoldgicas, que posiblemente sera incorporada como
una herramienta complementaria a las técnicas actuales.
No obstante, su implementacion en la rutina diagndstica
requerira una estandarizacion de los criterios de andlisis,
la validacién de los resultados y la realizacion de estudios
prospectivos comparativos para definir en qué afecciones
y situaciones podra complementar o reemplazar a las
técnicas citogendmicas actuales. Ademas, sera esencial
que los profesionales que analicen los resultados de
OGM tengan conocimientos de citogenética para poder
interpretar correctamente los datos y proporcionar infor-
macion robusta y contrastada a los profesionales sanita-
rios que se encarguen del diagndstico integrado y del
manejo de los pacientes. Es esperable que el analisis
combinado de OGM y NGS facilite el diagndstico y la
toma de decisiones terapéuticas en estos pacientes.
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