Terapia génica

REDEFINIENDO EL ESTUDIO DEL
GENOMA: LONG-READ SEQUENCING

El descubrimiento de Fred Sanger revoluciono la biologia molecular al proporcionar
una forma de determinar el orden exacto de los nucle6tidos en una molécula de
ADN. A pesar de ser altamente laboriosa, la secuenciacion de Sanger, con su alta
precision, fue crucial para crear un mapa detallado del ADN y para secuenciar

casi en su totalidad el genoma humano en el Proyecto Genoma Humano.

Desde su finalizacion, varios factores han impulsado
el uso mas amplio de la genética en la medicina, desta-
cando el aumento de interés publico por la salud, asi como
la reduccion de costes y el avance de las tecnologias de
secuenciacion, que han hecho que la genética sea mas
accesible para una variedad de aplicaciones.

Entre ellas, la secuenciacion masiva ha revolucionado la
gendmica al permitir la obtencién rapida 'y a gran escala de
datos genéticos a un coste mucho menor que en el pasado.
Antes, secuenciar largas fracciones del genoma era una
tarea que requeria afos de trabajo y enormes inversiones
financieras, pero con las tecnologias de secuenciacion de
nueva generacion (NGS), es posible analizar millones de
fragmentos de ADN simultaneamente. Esto ha acelerado
el descubrimiento de variantes genéticas asociadas
con enfermedades, permitiendo identificar mutaciones
y cambios en el ADN que contribuyen a diversas con-
diciones médicas. La secuenciacién masiva ha llevado
a la creacion de bases de datos gendmicas globales,
que facilitan el analisis de asociacion entre variaciones
genéticas y enfermedades, mejorando las estrategias
de salud publica al proporcionar una comprension mas
profunda de las enfermedades y sus factores genéticos.

Actualmente, la genémica esta integrada en practica-
mente todas las especialidades médicas, proporcionando
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herramientas fundamentales para el diagnostico, trata-
miento y prevencion de enfermedades. En oncologia, por
ejemplo, la identificacién de mutaciones especificas en
tumores permite desarrollar terapias dirigidas mas efec-
tivas y personalizadas, mientras que, en otras especiali-
dades, la genética desempefia un papel crucial al ayudar
en el diagndstico y manejo de condiciones hereditarias
que afectan tanto a adultos como a nifios (Van El et al,,
2013). Podriamos decir que, la gendmica estd redefiniendo
la practica médica, pasando de tratamientos estandariza-
dos a enfoques personalizados basados en la informacién
genética de cada individuo.

El enfoque de la biologia solia estar en el genoma
humano en su conjunto, pero ahora la atencién se centra en
la variacion genética individual. Este cambio hacia el estu-
dio de la variacion genética individual no solo democratiza
la biologia, permitiendo a las personas obtener una visién
detallada de su propio perfil genético, sino que también
destaca la importancia del analisis del genoma completo
(WGS) en comparacién con el estudio del exoma. Aunque
el analisis del exoma ha supuesto un importante avance en
el diagnostico de enfermedades de origen genético, esta
estrategia se centra en las regiones codificantes del ADN,
mientras que el genoma completo ofrece una vision mas
integral al incluir tanto las regiones codificantes como las
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La figura muestra el nimero de familias con diagndsticos omitidos mediante andlisis de exoma y las mejoras diagndsticas
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no codificantes, que también juegan un papel crucial en la
regulacion genética y la salud.

Un estudio reciente, publicado en New England Journal
of Medicine (Wojcik et al., 2024), mostré la capacidad
mejorada de la secuenciacion de genoma frente al exoma,
concluyendo que la secuenciacion mediante WGS per-
mite el diagndstico de un 8% de pacientes adicionales a
la secuenciacion de exomas (Figura 1). Este método es
especialmente Util cuando las variantes genéticas respon-
sables de una enfermedad no se encuentran en las regio-
nes codificantes del ADN, que es lo que analiza el exoma,
sino en regiones no codificantes o intrénicas profundas,
las cuales solo pueden ser detectadas mediante la secuen-
ciacion del genoma completo. Los andlisis de exoma y
genoma completo mediante tecnologias de lecturas cortas
indican una elevada capacidad diagndstica, sin embargo,
unicamente permitieron identificar variantes causales en
el 30% de familias con sospecha de patologias genéticas.
Esta limitacion puede deberse la presencia de variantes
complejas, regiones especialmente repetitivas, variantes

estructurales, expansiones de repeticiones en tandem vy
variantes no codificantes intrénicas profundas que no pue-
den detectarse de manera fiable mediante la bateria de
analisis genéticos disponibles actualmente en laboratorios
de diagndstico clinico.

Impulsada por la necesidad de superar estas restriccio-
nes, han surgido varias aproximaciones de secuenciacion
de tercera generacion que permiten analizar regiones del
genoma en tiempo real produciendo lecturas completas de
hasta 100 veces mas largas que las tecnologias de lectura
corta. La secuenciacion de lecturas largas esta entrando
en la practica clinica permitiendo analizar segmentos que
oscilanentre 10 kb y 100 kb. Esto facilita significativamente
el ensamblaje y alineamiento de las regiones de ADN con
respecto al genoma de referencia, mejorando notable-
mente la resolucion y permitiendo una correcta asociacion
de estas regiones con su ubicacion adecuada.

Entre los mayores desafios técnicos en su resolucion,
esta la deteccion de reordenamientos cromosomicos. En
patologias como el cancer, la secuenciacién de lecturas
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El avance tecnoldgico en
la secuenciacion masiva ha
revolucionado el campo de la
genomica, proporcionando
herramientas que permiten
alcanzar un diagnostico
genético de manera mas
rapida y precisa que nunca.

largas ha sido crucial para entender como las diferentes
variantes del oncogén de fusion BCR-ABL1 pueden afec-
tar la respuesta al tratamiento(Cavelier et al., 2015). En
pacientes con patologias raras no diagnosticadas, nos
permitird detectar reordenamientos aparentemente equili-
brados como inversiones o translocaciones que no afec-
tan al nimero de copias genéticas en los portadores, pero
podrian tener serias repercusiones clinicas. En neuropatias
con alta incidencia de expansiones de repeticion, como el
sindrome de CANVAS, que afecta a mds de 100 nuevos
casos cada afio (Cortese et al,, 2020), o la contraccion del
alelo D474, asociado a la atrofia muscular en cara, hom-
bros y brazos, las técnicas actuales conllevan procesos
diagndsticos altamente costosos y largos en el tiempo,
desencadenando la frustracién de pacientes y sus familias
tediosas. Mas del 10% del genoma esta constituido por
pseudogenes (Lughmani et al., 2024), resultado de dupli-
caciones masivas de genes durante procesos evolutivos
que luego pierden su funcién y no se diferencian analitica-
mente de sus homologos activos mediante lecturas cor-
tas. Por ejemplo, la alta homologia en genes como SMNT y
SMNZ2 impide el diagndstico preciso de la atrofia muscular
espinal, mientras que en el caso de la distrofia macular de
Stargardt (Whelan et al., 2023), causa mas frecuente de
pérdida de vision central, se diagnostica de manera tardia
debido a la presencia de mdltiples variantes intrénicas pro-
fundas que no son facilmente detectables con otras técni-
cas de analisis molecular.

El avance tecnologico en la secuenciacion masiva ha
revolucionado el campo de la gendmica, proporcionando
herramientas que permiten alcanzar un diagnostico gené-
tico de manera mas rapida y precisa que nunca. Al reali-
zar estudios gendmicos, se generan grandes voliumenes
de datos sobre variantes genéticas y sus asociaciones
con condiciones especificas. Una base de datos rica y

/0 FARMABIOTEC 15

actualizada no solo permitird a los profesionales de la
salud acceder a informacion relevante sobre variantes
genéticas y sus implicaciones clinicas, sino que también
promovera el aprendizaje colaborativo entre investigado-
res y clinicos (Rhie et al., 2021). Esto, a su vez, impulsara
el aumento del conocimiento sobre enfermedades raras
y genéticas, contribuyendo a diagndsticos mas certeros
y oportunos. En conjunto, la combinacion de avances en
secuenciacion, la seleccién adecuada de técnicas diagnds-
ticas y la mejora de bases de datos clinicas son elementos
clave para avanzar hacia un futuro en el que el diagnéstico
y tratamiento de enfermedades genéticas sean mas preci-
s0s, y personalizados.
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