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Introduccion

La secuenciacion de tercera generacion tiene forta-
lezas de gran proyeccion en el diagndstico hematolo-
gico, como la obtencion de lecturas muy largas (media
10Kb), la diferenciacién de alelos y la identificaciéon de
marcas epigenéticas y epitranscriptomicas. En esta
ponencia, ademas de indicar las principales caracte-
risticas de esta tecnologia, mostramos ejemplos con-
cretos de su utilidad en hematologia generados por
nuestro propio grupo. En relacion con la secuenciacion
de ADN, nuestros resultados avalan la validez de este
método en la identificaciéon y la caracterizacion con
resolucion nucleotidica de todo tipo de variantes estruc-
turales; ademas, define grandes haplotipos (Utiles
desde la caracterizacion del efecto fundador de muta-
ciones hasta la discriminacion del bialelismo), ha iden-
tificado la insercion de retrotransposones como nuevo
mecanismo molecular implicado en diferentes enferme-
dades que no tenian defecto molecular asociado, y ha
determinado firmas epigenéticas ligadas a variantes
genéticas que explican el desarrollo de ciertas enfer-
medades. Las aplicaciones de esta tecnologia al
campo de la secuenciacion de ARN pasan por conse-
guir la lectura completa de todos los transcritos, desde
la cola de poli-A, lo que ademas de facilitar la identifi-
caciéon de nuevos transcritos permite un estudio de
expresion diferencial mucho més robusto (basado en
transcritos, no en genes), e identifica firmas
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epitranscriptomicas cuyo impacto fisiopatologico todavia
esta poco estudiado.

La revolucion de la secuenciacion en
biomedicina

La secuenciacion de nueva generacion (NGS,
next-generation sequencing) ha revolucionado el
campo de la biomedicina al permitir el andlisis masivo,
rapido y preciso de material genético. A diferencia de
los métodos tradicionales de secuenciacion, la NGS
permite estudiar millones de fragmentos de ADN o ARN
de manera simultanea, lo que ha facilitado avances
significativos en la comprension de enfermedades com-
plejas, como el cancer, enfermedades raras, trastornos
genéticos y patologias infecciosas. Gracias a la NGS,
y especialmente a su globalizacién por la accesibilidad
de los equipamientos y la drastica reduccién de los
costes, es posible la secuenciacion de todo el genoma
y el transcriptoma. De esta forma, se han identificado
variantes genéticas, se ha estudiado la expresion
génica y se han detectado biomarcadores con una
resolucion sin precedentes, lo que ha impulsado el
desarrollo de la medicina personalizada. En el siglo
XXI, gracias a los avances en secuenciacion se aspira
a lograr un diagnostico, un prondstico y una decision
terapéutica cada vez con mayor precision y mas indi-
vidualizados, que permitan una medicina preventiva
eficaz y el uso de tratamientos que se adapten al perfil
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genético de cada paciente, mejorando su eficacia tera-
péutica y reduciendo los efectos adversos y los costes
farmacéuticos. En resumen, la NGS representa una
tecnologia fundamental para el avance de la investiga-
cién biomédica y la transformacion del cuidado de la
salud, haciendo posible una medicina mas precisa y
personalizada.

Sin embargo, los sistemas de NGS de segunda gene-
racién basados en secuencias cortas tienen algunas
limitaciones, como la dificultad de identificar variantes
estructurales (VE), o la secuenciacion de regiones repe-
titivas y con elevada homologia. Tampoco consiguen
identificar haplotipos ni discriminan la distribucion de
variantes en los dos alelos del gen, y no logran identifi-
car variaciones epigenéticas.

A principios del siglo XXI, dos empresas, Pacific
Biosciences y Oxford Nanopore Technologies, desa-
rrollaron las técnicas de secuenciacion de tercera
generacion basadas en la obtencién de lecturas largas,
con las que se ha conseguido ir rellenado los huecos
todavia extensos que tenia el genoma humano, y lograr
el que hasta ahora es el genoma de referencia mas
completo: T2T".

En esta revision nos centraremos en la secuencia-
cion con nanoporos, sefialada por Nature Genetics en
2022 como método del afo por las posibilidades y las
fortalezas que tiene?, mostrando las posibilidades de
este método en hematologia con ejemplos que nuestro
grupo ha ido resolviendo en estos afos.

Principios de la secuenciaciéon con
nanoporos

El principio de este método es muy simple: traducir
los cambios de corriente que provoca el paso de una
cadena de 4&cidos nucleicos cuando atraviesa un
nanoporo proteico (Fig. 1).

La primera fortaleza del método es que no tiene nin-
guna restriccion de longitud. Por ello, se pueden con-
sequir lecturas ultralargas de ADN. En nuestras manos,
la longitud media idénea para conseguir la mayor efi-
cacia de la célula de secuenciacion (flow cell) es de
5-10 kb, pero hemos conseguido lecturas de mas de
2,5 Mb. En el campo de la transcriptdmica, la longitud
de lectura media que conseguimos es de 750 bases,
lo que supone que se obtienen lecturas completas de
los transcritos, desde su cola de poli-A hasta el extremo
5. Los beneficios de generar lecturas grandes son
multiples:

— Facilita el ensamblaje de las lecturas y asegura su
correcto alineamiento, lo que sin duda es una extraor-
dinaria ventaja al identificar y caracterizar VE.

— Permite identificar multiples variantes genéticas en
cada lectura, lo que posibilita la generacion de haplo-
tipos extensos que, entre otros beneficios, facilitan
la diferenciacion precisa de los alelos presentes en
la muestra.

La segunda fortaleza de este sistema de secuencia-
cion es que permite diferenciar cada nucleétido incluso
con modificaciones epigenéticas. En otras palabras, dife-
rencia una citosina de una metilcitosina o una hidroxime-
tilcitosina, por lo que con un solo proceso se consiguen
secuenciacion y analisis epigenético, secuenciando
tanto ADN como ARN.

La tercera fortaleza del sistema es la accesibilidad
a los equipos. El coste del equipamiento mas sencillo,
el MinlON, es testimonial, asumible por cualquier
grupo de investigacién u hospital. Con un ordenador
relativamente potente y por menos de 1000 euros, que
incluyen el starting pack con casi todos los reactivos
necesarios y una flow cell, se podria realizar la
secuenciacion en cualquier lugar. También el equipo
mas avanzado, el PromethlON, que permite la secuen-
ciacién completa del genoma humano, tiene un coste
significativamente menor que los equipos similares de
cadenas cortas.

Limitaciones de la secuenciacion con
nanoporos

Este sistema también tiene limitaciones, entre las
que cabe destacar algunas importantes:

— Baja cobertura si se trabaja con ADN nativo para
el estudio del genoma humano. Incluso en el equi-
pamiento con mayor capacidad de secuenciacion,
la cobertura media empleando una sola flow cell
es de 30x. No obstante, la secuenciacion en tiempo
real que permite esta tecnologia ha facilitado el
desarrollo de un atractivo sistema de enriqueci-
miento, el adaptive sampling®, que permite al
equipo, definiendo las coordenadas de una o varias
regiones de interés (hasta 3 Mb), tomar la decision
con las primeras 400 pb secuenciadas de continuar
su lectura, si pertenece a la zona, o invertir la
corriente y rechazarla, si no es de la zona. Con esta
estrategia se consiguen enriquecimientos de lectu-
ras largas de hasta 160x en la zona deseada, y
cobertura de lecturas cortas en el resto del genoma
(Fig. 2).
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Figura 1. Proceso de secuenciacion con nanoporos. El ADN o el ARN se acopla a un adaptador que le permite
unirse a un nanoporo proteico embebido en una membrana lipidica y que actia como proteina motora que va
introduciendo la molécula de acido nucleico por el poro. El paso de la cadena por el poro altera la corriente
eléctrica que existe en la membrana, generando sefiales de intensidad, que son las que se interpretan para
identificar cada nucleotido, diferenciando la existencia de modificaciones epigenéticas.

— Errores de secuenciacion. Aunque los avances tanto
en la quimica de las flow cells como en los procedi-
mientos de identificacién de bases han mejorado
notablemente y superan el 99%, el grado de fiabili-
dad de este proceso sigue siendo inferior al de los
sistemas de secuenciacién de cadena corta, espe-
cialmente con pequefas inserciones y deleciones®.

— El elevado coste del material fungible encarece el
precio de cada base secuenciada, aunque se pue-
den incorporar cddigos de barras y emplear varias
muestras por flow cell, a costa de reducir la
cobertura.

— Volumen de datos y necesidad computacional. La
secuenciacién requiere una alta capacidad compu-
tacional, especialmente si se emplea adaptive sam-
pling, pues genera un gran volumen de datos (la
secuenciacién de un genoma completo supone mas
de 1 TB de datos), y su procesamiento necesita un
equipamiento informatico de altas prestaciones.

— Dificultad de interpretacion de los resultados. Aun-
que se estan desarrollando pipelines de analisis
bioinformatico que facilitan tanto el alineamiento
como la identificacién de VE, variantes puntuales,
cambios epigenéticos y phasing, todavia son com-
plejos el analisis y la interpretacion de los resultados
que genera este sistema de secuenciacion.

Utilidad de la secuenciacion con
nanoporos en hematologia

Identificacion y caracterizacion con
resolucion nucleotidica de VE

Las VE son contribuyentes esenciales al desarrollo
tanto de enfermedades raras como de neoplasias. De
hecho, estas alteraciones genéticas, a pesar de ser
numéricamente menores que las variantes puntuales o
las pequenas deleciones o inserciones, son las que
mayor impacto tienen en cuanto a nimero de bases
afectadas en todo el genoma y a potencial efecto fun-
cional. Existen diferentes tecnologias que identifican VE,
tanto de genes especificos (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification [MLPA], hibridacion fluo-
rescente in situ [FISH]) como del genoma completo
(CGH, SNP array, Optical Genome Mapping [OGM)).
Pero estos sistemas, incluso el mas desarrollado (OGM),
aunque definen la ganancia o la pérdida de material
genético, no alcanzan resolucion nucleotidica y no son
capaces de definir con precision la VE, especialmente
si es compleja. Nuestro grupo ha contrastado en cinco
patologias hematoldgicas, incluyendo enfermedades
raras (deficiencia de antitrombina, deficiencia de factor
Xl, trombastenia de Glanzmann y sindrome de
Hermansky-Pudlak) y leucemias agudas, la utilidad de
la secuenciacion con nanoporos para la identificacion y
la completa caracterizacién de VE implicadas en estas
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Figura 2. Enriquecimiento de secuenciacion de regiones seleccionadas mediante adaptive sampling. Esta
herramienta permite analizar las primeras 400 pb de cada secuencia para, si se localizan en la region de interés
previamente definida, continuar la secuencia del resto de la cadena de ADN que esté en el poro, pero si no se
localizan en la regidn, se invierte el campo eléctrico y la cadena que se habia introducido en el poro se expulsa,
quedando este libre para aceptar una nueva cadena de ADN. De esta forma se consigue un enriquecimiento de
lecturas largas en la region de interés, y lecturas cortas en el resto del genoma.

enfermedades, de cuya evidencia teniamos constancia
por otros métodos (FISH, MLPA) o fueron identificadas
de novo®®. En todos los casos, se empled adaptive
sampling para enriquecer el gen o genes candidatos.
La secuenciaciéon con nanoporos identificd las VE
que presentaban los 16 casos analizados, independien-
temente de su tamafo (desde 190 pb hasta 8 Mb) y de
su tipo (deleciones, duplicaciones, inversiones o VE
complejas). Sin embargo, lo que es mas interesante es
que este estudio caracteriz6 con resolucion nucleotidica
los puntos de ruptura, definiendo con precision la exten-
sion y las caracteristicas de cada VE, y definiendo los
elementos que flanquean los puntos de ruptura. De esta
forma, se pueden disefar primers especificos para

amplificacién de cada punto de ruptura, con lo que
ademas de poder validar el resultado de la secuencia-
cion se facilitan estudios complementarios, como geno-
tipar la VE en estudios familiares. Esta informacion
también permitié definir la existencia de microhomolo-
gias y elementos repetitivos flanqueantes de los puntos
de ruptura para la mayoria de las VE evaluadas, lo que
refuerza el papel de estos elementos en la aparicion de
VE vy permite establecer los mecanismos moleculares
implicados en su génesis. En un caso con inversion del
cromosoma 16 identificada en un paciente con leuce-
mia aguda, ademas de verificar que se trataba de una
inversion atipica nos permitié predecir el posible ARN
(v la proteina) de fusion entre CBFB 'y MYH11, y disefar
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Figura 3. Fortaleza de la secuenciacion con nanoporos para identificar y caracterizar variantes estructurales
complejas que explican resultados contradictorios obtenidos con otros métodos. La secuenciacion del gen
SERPINC1 de un paciente con deficiencia de antitrombina no identificé ninguna variante relevante. El estudio con
MLPA identificé una delecion heterocigota del exdn 1. La amplificacion de la zona cubierta por esta delecion
confirmé la delecion, pero al secuenciar el producto de PCR se comprueba que, ademas del exon 1, el paciente
presenta delecion del exén 2, que no detectaba la MLPA. La secuenciacion de cadenas largas con nanoporo genera
lecturas que cubren toda la zona y permiten conocer la arquitectura genética final, y establecer que el paciente
realmente tiene una variante estructural compleja resultado de dos procesos: duplicacién de los exones 2y 3,y
delecion de los exones 1y 2. Como este procedimiento alcanza resolucion nucleotidica, se pueden disefiar primers
para amplificacién gendmica especifica que permitieron validarla.

los primers adecuados para su validacién y seguimiento
de la enfermedad minima residual’.

Finalmente, destacamos la identificacién y la carac-
terizacion de VE complejas en tres patologias: deficien-
cia de antitrombina, trombastenia de Glanzmann vy
deficiencia de factor XI. Se trata de organizaciones
gendmicas complejas como resultado de diferentes
tipos de VE que se originan en un mismo paciente (no
se sabe si en uno solo o en diferentes procesos).
Gracias a la resolucién que alcanza la secuenciacion
con nanoporos se obtiene la organizacion gendmica
final resultante de los diferentes procesos, que podrian
ser diagnosticados de manera incorrecta si se emplea-
ran otros métodos. El ejemplo representativo es la dele-
cion del ex6n 1 que sugiere la MLPA en un caso con
deficiencia de antitrombina, que con pruebas de reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR) largas y
secuenciacion lllumina indico una delecion de los exo-
nes 1y 2, pero que en realidad, como mostro la secuen-
ciacion con nanoporos, presentaba una duplicacién de
los exones 2 y 3 con posterior delecién de un exdén 25
(Fig. 3).

En conclusion, nuestros estudios demuestran que la
secuenciacion con nanoporos es una herramienta
robusta para la identificacion y la caracterizacion de
VE, destacan la heterogeneidad y la complejidad de
estas grandes alteraciones genéticas, demostrando
que las VE complejas pueden ser mucho mas frecuen-
tes que lo esperado, y sugieren la implicacion de ele-
mentos repetitivos para la formacion de las VE por
mecanismos de reordenamiento genético comunes.

Identificacion de grandes haplotipos

Este método ofrece la capacidad de definir haploti-
pos extensos y diferenciar las caracteristicas genéticas
de los alelos presentes en una muestra, informacion
importante en diferentes contextos que a continuacién
trataremos de ilustrar con ejemplos de nuestro grupo.

EFECTO FUNDADOR

La identificacion de mutaciones recurrentes asocia-
das a una enfermedad podria explicarse por dos
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mecanismos: la presencia de una zona caliente muta-
cional o la existencia de una mutacién fundadora. Este
fue el reto con que nos encontramos al identificar una
variante puntual p.Thri47Ala en SERPINC1 en 12
pacientes con deficiencia de antitrombina procedentes
de diferentes paises africanos. La ausencia de familia-
res disponibles para estudios de STR flanqueantes
limitaba la capacidad de demostrar un efecto fundador.
La forma de solventar este problema, y de manera
rapida, elegante y econdmica, fue realizando la secuen-
ciacion con nanoporos. Para este proyecto empleamos
dos PCR largas que solapaban con la variante y
cubrian 14 Kb. Las PCR de los pacientes se marcaron
con cddigo de barras y empleando una sola flow cell
se secuenciaron en 10 minutos, alcanzando una cober-
tura media de 2000x. Mediante una sencilla pipeline
que permitia definir el phasing discriminamos los dos
alelos y establecimos las variantes genéticas de cada
uno de ellos. En todos los casos, el alelo mutado con-
tenia otros 13 polimorfismos intragénicos, alguno con
baja frecuencia. De este modo pudimos demostrar la
existencia de la primera variante recurrente con efecto
fundador causante de deficiencia de antitrombina en el
continente africano®.

BIALELISMO

Determinar si dos o mas variantes genéticas se
encuentran en cis o trans, en el mismo alelo o en otro,
tiene importancia en enfermedades recesivas. Las lec-
turas largas que genera este sistema permiten, en el
mismo proceso, ademas de identificar las variantes,
establecer si estan en el mismo o en diferente alelo. Este
fue el procedimiento que empleamos para diagnosticar
trombastenia de Glanzmann o sindrome de Hermansly-
Pudlak en casos con una variante puntual y una VE que
afectaban a diferentes alelos de los genes I[TGB3 y
HPS3, respectivamente®. También en enfermedades
neoplésicas, definir el bialelismo de variantes puede
tener valor prondstico, como ocurre con las variantes de
TP53 en sindromes mielodisplasicos. Con una sola PCR
larga se puede determinar si las dos variantes patogé-
nicas identificadas en un paciente se localizan en el
mismo o en diferentes alelos.

Combinacion de datos de epigenética y
genética

Una de las mayores fortalezas de la secuenciacion
con nanoporos es la capacidad de disponer de infor-
macion epigenética y genética en el mismo proceso, e

incluso poder asociar las caracteristicas epigenéticas
con variantes genéticas. Un ejemplo del valor de esta
informacién ha sido la identificacion del mecanismo
que explica por qué una mujer portadora de una
variante patogénica en PGK1, gen del cromosoma X
asociado con una anemia hemolitica muy grave (el
hermano afecto, con grave neuropatia, murié joven
como consecuencia de la anemia), desarrollé6 anemia
hemolitica tras la adquisicion de una mutacion soma-
tica en CALR que provoco una trombocitemia esencial.
El estudio del ADN nativo con nanoporos del gen PGK1
en células CD15+ mostrd una hipermetilacion de la isla
CpG de PGKT ligada al alelo silvestre que justifica que,
en estas células, el unico alelo que se transcribe es el
mutado, como comprobamos al secuenciar con
nanoporos el ADNc. Estos resultados sugieren que el
evento clonal expandid progenitores mieloides con una
firma epigenética, y explican cdmo un desorden ligado
al cromosoma X es dominante y especifico de tejido
en una mujer'°.

Ademas de ser especialmente util en enfermedades
de imprinting, y para caracterizar la inactivacion del
cromosoma X, la informacién epigenética que se
obtiene mediante secuenciacion con nanoporos podria
explicar mecanismos patogénicos en casos en los que
los sistemas de secuenciacion convencionales no han
sido resolutivos, tanto en enfermedades monogénicas
como tumorales.

Identificacion de nuevos mecanismos
patogénicos

Nuestro grupo ha demostrado la utilidad de este sis-
tema de secuenciacion para identificar un nuevo meca-
nismo patogénico en la deficiencia de antitrombina: la
insercion de retrotransposones, elementos genéticos
moéviles muy abundantes en el genoma humano que
presentan alta homologia y tienen regiones repetitivas.
El estudio molecular del gen candidato, SERPINCT,
con secuenciacion Sanger, NGS y MLPA, y el andlisis
de glicosilacion en 350 casos, identificaron la base
molecular en la mayoria de los casos. La secuencia-
cion con nanoporos de 14 casos en los que no se
encontraban alteraciones que justificaran la deficiencia
de antitrombina identificé cuatro casos con dos retro-
transposones (un SVA-E en tres casos y un SVA-F1 en
el cuarto caso) insertados en distintos intrones del gen
SERPINCT. Estos elementos son de dificil amplificacion
por PCR, y solo empleando primers flanqueantes e
internos al propio retrotransposon, cuya secuencia se
obtuvo de los datos generados mediante ensamblaje
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de novo, se pudieron validar las inserciones y confir-
mar su segregacion con la deficiencia de antitrombina
en los estudios familiares'. Ademés, pudimos compro-
bar que la insercion de los retrotransposones no afecta
la metilacion del gen afectado, por lo que especulamos
que el mecanismo patogénico de estas inserciones
radica en el cambio del patron de procesamiento de
intrones. Con este hallazgo, mostramos un nuevo meca-
nismo patogénico implicado en la deficiencia de anti-
trombina relativamente frecuente (hasta el 1% de los
casos de nuestra cohorte) y de dificil diagndstico mole-
cular empleando los sistemas clésicos. Las colabora-
ciones con otros grupos del Centro de Investigacion
Biomédica en Red de Enfermedades Raras (CIBERER)
han mostrado que este mecanismo esta implicado en
otras enfermedades raras, resolviendo casos con diag-
ndstico incompleto hasta entonces.

El estudio gendmico de elementos mdviles en casos
con deficiencia de antitrombina ha mostrado la defi-
ciente informacion disponible sobre retrotransposones.
El desarrollo de una pipeline para la identificacion y la
anotacion de retrotransposones empleando secuencia-
cién con nanoporos'® nos ha permitido identificar miles
de inserciones no reportadas, mayoritariamente fre-
cuentes, y polimorfismos responsables de la variabili-
dad genética, pero también inserciones que afectan a
genes con potencial impacto patogénico, como la
insercion de un elemento Alu en un exdén del gen
BRCA2'. Esta tecnologia es iddnea para establecer
un mapa definitivo de elementos maéviles en el genoma
que facilite la interpretacion de nuevos hallazgos, espe-
cialmente para definir su impacto patogénico.

Variaciones intrénicas profundas

Las variantes intronicas profundas son otra fuente de
variabilidad genética con potencial impacto patogénico
que no se ha explorado con intensidad, y que la secuen-
ciacion con nanoporos puede relanzar. Estudiando
casos con deficiencia de antitrombina sin base molecu-
lar, la secuenciacion con nanoporos identificé variantes
intronicas patogénicas en dos casos. En uno identifi-
camos dos inserciones en fase que afectan al intron 1
y la region promotora del gen SERPINC1 que posible-
mente tengan efectos de regulacién transcripcional. En
otro caso identificamos cuatro variantes puntuales intr6-
nicas profundas, también en fase, cuyo andlisis indivi-
dual no predice ningun efecto sobre el procesamiento
del intrén, pero que al analizarse conjuntamente, como
realmente se encuentran en el gen, causan la aparicion
de un sitio aceptor criptico.

Analisis de ARN

Queda finalmente aportar unas pinceladas sobre las
posibilidades que ofrece la secuenciaciéon del ARN
nativo con nanoporos, la primera tecnologia capaz de
secuenciarlo directamente'. La lectura completa de
todos los transcritos, desde la cola de poli-A, junto a la
capacidad de identificar variantes epitranscriptémicas,
puede revolucionar el campo de la secuenciacion de
ARN al permitir realizar andlisis transcriptomicos mucho
mas robustos (sustentados en transcritos, no en genes);
identificar nuevos transcritos con nuevas funciones fisio-
patologicas, como los antisentido identificados en nues-
tro estudio’; identificar los transcritos generados por
cada alelo; mostrar nueva diversidad genética o conocer
el impacto de las variaciones epitranscriptomicas. Es un
campo con un futuro prometedor que instamos a explo-
rar en diferentes dmbitos’.

Conclusiones y futuras direcciones de la
secuenciacion con nanoporos

Las fortalezas de la secuenciacion de cadenas lar-
gas con nanoporos hacen que esta tecnologia tenga
excelentes perspectivas de futuro, en especial si se
consigue reducir los costes y aumentar la cobertura.
Ademas, la secuenciacién con nanoporos tiene tres
retos a los que ya se esta enfrentando y que pueden
ofrecer en el futuro cercano excelentes resultados:

— La identificacién de interacciones tridimensionales
de rango amplio. Con el sistema PoreC se pretende
obtener informacion de la organizacion de la croma-
tina y del plegamiento del ADN'8.

— Definir con precision secuencias repetitivas de dife-
rentes tamafios, implicadas en estructuras complejas
como los telémeros o en diferentes enfermedades.

- Secuenciacién de proteinas'®, aunque este campo
parece el de mas largo recorrido.
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