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RESUMEN

La reaccion en cadena de la polimerasa digital (dPCR) es una técnica genética que supera
a las anteriores en sensibilidad, linealidad, especificidad y reproducibilidad. Esto es
gracias a su capacidad de cuantificacion en tiempo final sin necesidad de una curva de
calibracion. Estas caracteristicas hacen a esta técnica muy prometedora como
complemento a otras técnicas en el manejo de pacientes con neoplasias hematolégicas,
especialmente en la monitorizaciéon de ciertas enfermedades caracterizadas por
reordenamientos gendmicos, asi como para la deteccion de fragmentos de DNA
presentes en baja carga dificilmente detectables por las técnicas estandar. En el caso de
la Leucemia Mieloide Crénica (LMC), parece incrementar la sensibilidad para buscar
pacientes con restos de enfermedad no detectable con la técnica de qRT-PCR
convencional, lo que es esencial para la seleccién correcta de pacientes subsidiarios de
discontinuacion y. Por otro lado, la dPCR también podria ser un complemento
interesante para la deteccion de fragmentos genéticos presentes en la sangre en
pacientes con tumores de presentacion solida. Esto podria complementar el diagndstico
obtenido con técnicas fenotipicas y de imagen, permitiendo conocer variabilidad
gendmica, asi como quizds monitorizar la respuesta frente a determinados
tratamientos. En conclusion, la dPCR constituye una herramienta de gran utilidad, en
hematologia y otros campos, en monitorizacion de respuesta y potencialmente
deteccion precoz de recaidas. Todo esto de forma poco invasiva al poder detectar
fragmentos tumorales en muestras facilmente accesibles como la sangre periférica.

Palabras clave: dPCR; biopsia liquida; LMC; monitorizacién; linfoma

ABSTRACT

The digital polymerase chain reaction (dPCR) is a genetic technique that exceeds the
previous ones in sensitivity, linearity, specificity and reproducibility. This is thanks to its
capacity of quantification in final time without the need of a calibration curve. These
characteristics make this technique very promising as a complement to other techniques
in the management of patients with hematological neoplasms, especially in the
monitoring of certain diseases characterized by genomic rearrangements, as well as for
the detection of DNA fragments present in low load that are difficult to detect by
standard techniques. In the case of Chronic Myeloid Leukemia (CML), it seems to
increase the sensitivity to look for patients with traces of disease not detectable with
the conventional gRT-PCR technique, which is essential for the correct selection of
subsidiary discontinuation and patients. On the other hand, dPCR could also be an
interesting complement for the detection of genetic fragments present in the blood in
patients with solid presentation tumors. This could complement the diagnosis obtained
with phenotypic and imaging techniques, allowing knowledge of genomic variability, as
well as perhaps monitoring the response to certain treatments. In conclusion, dPCR is a
very useful tool, in hematology and other fields, in response monitoring and potentially
early detection of relapses. All this is done in a non-invasive way by being able to detect
tumor fragments in easily accessible samples such as peripheral blood.

Key words: dPCR, liquid biopsy; CML; monitoring; lymphoma



INTRODUCCION

Las técnicas genéticas constituyen una herramienta esencial para la orientacién
diagnodstica y terapéutica de un gran numero de enfermedades en la practica clinica
habitual (1), siempre como complemento a otras técnicas diagndsticas como el estudio
fenotipico constituyendo parte del diagnéstico integrado que permite hacer una
estratificacion diagndstica y una orientacidn terapéutica mds personalizada. Ya desde el
inicio muchas de las técnicas genéticas se utilizaban con aplicaciones gendmicas,
destacando su aplicacidon en la microbiologia: Actualmente se utilizan en muchos
ambitos habiendo sido exponencial la aplicabilidad de las mismas tanto en el campo de
la genética como de la gendmica, destacando su utilizacién en las enfermedades
oncoldgicas, neurodegenerativas, etc (2).

Las diferentes técnicas genéticas se basan en la identificacién de determinadas
secuencias genéticas asociadas a enfermedades concretas y su deteccién permite
estratificar pacientes segun el origen de su patologia con el objetivo de darles la mejor
alternativa terapéutica y monitorizar sus respuestas de la manera mas eficaz posible (3).
Este uso de estas técnicas entra dentro de la definicién de la medicina personalizada, ya
gue en conjuncion a otras técnicas permite un mayor conocimiento de las patologias y
con ello, se puede individualizar el tratamiento de cada paciente

En el ambito del estudio de las neoplasias hematoldgicas, enfermedades generalmente
caracterizadas por una elevadisima morbimortalidad, especialmente si no se aplican los
tratamientos correctos, las diferentes técnicas existentes resultan complementarias y la
eleccidon de una u otra va a depender del tipo de alteracion genética que se precise
analizar y del momento de la enfermedad en que se encuentre y siempre deben ir
orientadas por una caracterizacion clinica y fenotipica previa, ya que con frecuencia no
son especificas y su significado clinico varia en funcién del contexto clinico-fenotipico.

Algunas técnicas proporcionan una vision global del genoma, pero con una resolucion
muy baja, mientras que otras no proporcionan una vision global, pero si permiten una
gran sensibilidad, como la PCR.

Una de las técnicas mas innovadoras del campo molecular es la PCR digital. En esta
revision nos vamos a centrar la utilidad de esta técnica para la deteccién, diagndstico y
monitorizacién de las neoplasias hematoldgicas.

TECNICAS GENETICAS

Existen un gran nimero de técnicas genéticas con distintas propiedades que se han ido
incorporando a lo largo de la historia a la rutina asistencial. Cada una de ella tiene
diferente grado de aplicabilidad dependiendo de la entidad y el momento de la
enfermedad (tabla 1).
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Tabla 1: Comparacién de técnicas genéticas. FISH: hibridacion fluorescente in situ; aCGH: hibridacién
gendmica comparativa; SNP: polimorfismo de nucledtido Unico; NGS: next-generation sequencing o
secuenciacion de alto rendimiento (4-9). *Habitualmente contaje de 100 a 200 nucleos; **Dependiendo
del niumero de lecturas y cobertura por muestra

La hematologia, por tanto, no ha sido una excepcién, y a medida que han ido surgiendo,
haido incorporando a su ambito estas técnicas. Las técnicas genéticas tradicionalmente
utilizadas para la caracterizacidn y categorizacidon, seleccion terapéutica vy
monitorizacién han sido la citogenética convencional (cariotipo), introducida en los anos
70; la hibridacidn in situ fluorescente (FISH) incorporada a finales de los 90; técnicas de
Shouthern Blot, que progresivamente fueron sustituidas por técnicas de la reaccién en
cadena de la polimerasa convencional (PCR).

La PCR fue inventada por Kary Mullis a mediados de los afios 80 pero no se incorpord a
la asistencia hasta los afos 90. La primera aproximacidn para el analisis de productos de
PCR, fueron técnicas semicuantitativas con geles de agarosa. En la ultima década se
empez6 a utilizar la PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) y recientemente se ha
introducido la PCR digital.

Otra técnica complementaria a las previamente mencionadas, introducida en la ultima
década, es la secuenciacién paralela masiva o next-generation sequencing (NGS) que,
en la actualidad, al menos en la rutina asistencial, requiere un preenriquecimiento de
las secuencias a evaluar, ya sea mediante una fase de preamplificacion por PCR o de
enriquecimiento por método de captura.

En lo relativo a la monitorizacién de respuesta, la técnica mas cominmente utilizada por
su gran sensibilidad es la PCR cuantitativa, pudiendo llegar, en muestras de alta calidad,
a detectar hasta un 0,0001% de transcritos de un determinado gen (10). En neoplasias
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con reordenamientos gendmicos anormales o con determinadas mutaciones la gPCR
permite establecer si un paciente estd respondiendo a los tratamientos y detectar
precozmente recidivas, en muchas ocasiones haciendo el estudio en muestras obtenidas
secuencialmente tras la exposicion a los farmacos en sangre periférica, permitiendo
hacer un control estrecho poco invasivo de la evolucion del paciente (11).

PCR

La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica molecular usada para el
diagnodstico e investigacion en muchos dmbitos, incluyendo la hematologia, como ya
hemos comentado. Esta técnica permite la amplificacion selectiva in vitro de secuencias
de acidos nucleicos diana conociendo las secuencias flanqueantes, a partir de una
cantidad de muestra pequefia (12). Hace tiempo se defini6 como “una técnica que
consigue encontrar una aguja en un pajar, al tiempo que produce un pajar de agujas por
amplificacion selectiva”.

TECNICA

Para poder realizar la cuantificacion de acidos nucleicos, estos se deben amplificar
utilizando una serie de elementos bdasicos. Toda reaccién necesita de una enzima ADN
polimerasa, un molde de ADN, desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPs), y al menos un
par de cebadores. Todos estos materiales se introducen en una solucién junto con un
tampdn quimico y se someten a una serie de ciclos térmicos para amplificar millones de
copias del molde de ADN (13). El proceso de amplificacion se pudo automatizar gracias
a que en el ano 85 Kary Mullis se pudo asociar a Perkin Elmer y conjuntamente
introdujeron el DNA Termal Cycler (termociclador) (12).

Ya se han comentado, los elementos necesarios para realizar una PCR, sin embargo, es
necesario concretar un poco mas sobre las caracteristicas que deben tener las muestras
para un resultado lo mas preciso posible:

1. Molde de ADN representativo:

a. La muestra debe contener al menos una cadena de ADN en la que se
encuentre la regidon que se quiere amplificar. La capacidad para
detectar la secuencia de interés, y por tanto de la cantidad de
material de partida, va a depender de la representaciéon de la
secuencia en la muestra, lo que en enfermedades adquiridas implica
necesariamente la obtencién de muestra tumoral representativa. Es
decir, hay que diferenciarlo de una enfermedad germinal, porque en
ese caso las aberraciones estan en todas las células, pero en el tumor
s6lo estdn en el tumor adquirido. Por tanto, en funcién de la
neoplasia las muestras se obtienen de los siguientes lugares:

i. En neoplasias mieloides suele obtenerse de médula dsea y/o
sangre periférica.



ii. En linfomas, debe obtenerse de las masas o adenopatias +/-
la médula si esta esta infiltrada.
b. Por otro lado, la cantidad de muestra necesaria puede variar en la
fase de diagndstico frente a la fase de post tratamiento.

2. Las impurezas que presente la muestra deben estar lo suficientemente
diluidas para no inhibir la amplificacion.

3. El material de partida puede ser ADN gendmico, o mads frecuentemente, en
la busqueda de reordenamientos génicos se utiliza cADN obtenido a partir de
RNA.
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Figura 1: Representacién del proceso de PCR, desde que se obtiene la muestra (medula ésea, sangre

periférica, muestra tumoral...), se introduce el molde de ADN con los demdas elementos necesario en un
tubo eppendorf, y se procesa por un termociclador, obteniendo la amplificacion buscada.



APLICACIONES:

las principales aplicaciones de la PCR y de sus numerosas variantes en el dmbito que nos

ocupa son:

e Estudios de expresidn genética
e Secuenciacion directa de secuencias amplificadas
e Deteccion directa de mutaciones

e Seguimiento de la efectividad de tratamiento de diversas enfermedades

e Estudios de quimerismos (14)
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qPCR

- real-time detection

- relative quantification

- quantitative assay
with standard curves

dPCR

- end-point detection

- absolute quantification
- quantitative assay

Figura 2: Comparacién de técnicas basadas en PCR (15).

PRINCIPALES DIFERENCIAS DE LOS DISTINTOS TiPOS DE PCR:

Se especifican en la siguiente tabla las principales diferencias de las PCRs

habitualmente utilizadas en el laboratorio.



PCR estandar

Tras la
amplificacién
debe utilizarse
una
electroforesis
estandar o
capilar para su

PCR nested o
anidada

Tras la amplificacion
de un fragmento se
realiza una
reamplificacion de un
fragmento interno
utilizando otros

cebadores diferentes.

SYBR®-Green

Utiliza un colorante
de union al ADN
bicatenario, para
detectar el
producto de PCR
conforme se va
acumulando

Alta*
Variable*
Media*
Media-alta*
Medio

TagMan® dPCR ddPCR
Utiliza una sonda Explicado Explicado
fluordflora especifica detalladamente detalladamente
del gen diana para mas tarde mas tarde
detectar el objetivo
conforme se
acumula durante la
PCR
Alta Muy alta Muy alta
Alta Muy alta Muy alta
Alta Muy alta Muy alta
Alta (0,0001%) Muy alta Muy alta
Alto Alto Alto

deteccion El método de
deteccion es similar
al previo

Alta Alta

Variable* Variable*

Baja Baja

Muy Baja (1%) Baja

Minimo Bajo

- Facil acceso al equipo

- Rapidez

- Posibilidad de realizar multiplex PCR a
expensas de que los tamarfios de los
fragmentos sean diferentes.

- Mayor rango dinamico de deteccién

- Sin procesamiento posterior a la PCR

- La deteccidn es capaz de detectar hasta
un cambio de 1 logaritmo

- Recopila datos en la fase de crecimiento
exponencial de la PCR

- Un aumento de la sefial fluorescente
indicadora es directamente proporcional
al nimero de amplicones generados

- La sonda (TagMan) fragmentada
proporciona una amplificacion de registro
permanente de un amplicon

- Cuantificacion absoluta en tiempo
final sin necesidad de una curva
estandar

- No es necesario depender de
referencias o patrones

- La precisidon deseada se puede
obtener mediante el aumento del
numero total de repeticiones de PCR
- Gran tolerancia a inhibidores

- Capaz de analizar mezclas complejas
- Rango dindmico muy amplio



Limitaciones

- Precision deficiente

- Rango dindmico corto: < 2 logaritmos
- Baja resolucion

- Discriminacidn basada en el tamafio
exclusivamente

- En PCR multiplex ambos fragmentos
tienen diferente representacion, la de
menos representacion puede dar falso
negativo

- Los resultados no se expresan como
numeros (Solo permite una
semicuantificacién)

- La visualizacién requiere
procesamiento posterior a la PCR

- Se puede utilizar
para controlar la
amplificacién de
cualquier
secuencia de ADN
bicatenario

- Debido a que se
une a cualquier
ADN de doble
cadena, puede
generar sefales
positivas falsas.

- No analiza en
tiempo final

- Posibilidad de
realizar multiplex
PCR

- Necesidad de

sintetizar una sonda

distinta para cada
secuencia diana

- No analiza en
tiempo final

Tabla 2: Comparacion de las distintas técnicas de PCR utilizadas en la actualidad en el &mbito de la hematologia seglin su método de deteccion. * Depende de la calidad
de la plantilla y de la optimizacién de primers/disefio (12, 14-21)

Recientemente se esta incorporando a la rutina un nuevo tipo de PCR, la PCR digital (dPCR), que como hemos visto en la tabla anterior,
permite realizar una cuantificacion absoluta con precisién, agregando sensibilidad y exactitud superiores a los métodos moleculares
tradicionales (10).



PCR digital

La reaccién en cadena de la polimerasa digital (dPCR) mide la fracciéon de réplicas
negativas para determinar las copias absolutas, es decir, permite la cuantificacién
absoluta de los acidos nucleicos elegidos, con aplicaciones de amplio alcance tanto para
investigacion como para diagndstico clinico. Esto permite alcanzar el nivel de
sensibilidad requerido para, por ejemplo, monitorizar de forma muy fiable pacientes con
baja carga tumoral o en la biopsia liquida como complemento a otras técnicas, para
detectar pequefios subclones.

Esta técnica se basa en la utilizacién de pocillos individualizados (una hebra de ADN en
cada pocillo), la emisién de fluorescencia a tiempo final, y en el hecho de que la
distribucién aleatoria de moléculas en muchas particiones sigue una distribucién de
Poisson. Cada particién actia como un microrreactor de PCR individual y las particiones
gue tienen secuencias diana amplificadas se detectan por fluorescencia. La proporcién
de particiones positivas es suficiente para determinar la concentracion de la secuencia
objetivo sin necesidad de establecer una curva de calibracién (13, 15). En la tabla
anterior se exponen las caracteristicas y ventajas de la PCR digital. Se exponen a
continuacion dos modelos de PCR digital, que si bien no son los primeros introducidos
en el mercado ni los Unicos son los que en la actualidad se estan proponiendo para la
sustitucion de la gRT-PCR en determinados aplicaciones de diagndstico de neoplasias
hematoldgicas:

dPCR (Thermo Fisher)

La PCR digital funciona dividiendo la muestra de ADN en hebras individuales que
colocara en pocillos. Cada pocillo se carga con la muestra de ADN, y habitualmente con
reactivos incluyendo sondas marcadas con fluorescencia (frecuentemente sondas
“TagMan”) especificas para la secuencia diana. Asi se crean muchas reacciones paralelas
de PCR. Algunas de estas reacciones contienen la molécula objetivo (positiva), mientras
que otras no (negativa). Una sola molécula puede ser amplificada un millén de veces o
mas. Gracias a ese colorante-marcador especifico cuando el pocillo tiene la secuencia
objetivo esta produce fluorescencia, pero cuando no hay secuencia objetivo, no se
acumula ninguna sefial. Estas sefiales son después analizadas en punto final. Tras el
analisis de PCR, la fraccién de reacciones negativas se utiliza para generar una
cuantificacién absoluta del nimero de moléculas objetivo en la muestra, sin necesidad
de estandares o controles enddgenos. Esta distribucidon en pocillos no es exacta y para
tener en cuenta los pocillos que potencialmente hayan recibido mds de una molécula
de la secuencia diana, se aplica un factor de correccion utilizando el modelo de Poisson.
El uso de un chip nanofluidico permite tener, por tanto, un mecanismo sencillo para
ejecutar miles de reacciones de PCR en paralelo (20).
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Figura 3: preparacion de muestra; distribucién en pocillos; cuantificacién absoluta (20).

Droplet Digital™ PCR (PCR digital basada en gotas)

La PCR digital basada en gotas permite la cuantificacién absoluta, contando moléculas
de acidos nucleicos encapsuladas en particiones de gotas discretas de agua en aceite, y
definidas volumétricamente. Los sistemas disponibles actuales automatizados superan
la falta previa de tecnologias escalables y practicas para la implementacién de PCR
digital que obligaban a un proceso manual y menos preciso (22). Este sistema divide las
muestras de acido nucleico en miles de gotas del tamafio de un nanolitro, y la
amplificacién de la PCR se lleva a cabo dentro de cada gota. Estas gotas son equivalentes
a los pocillos de la técnica anterior, es decir, cada gota contiene los mismos reactivos
incluyendo las sondas especificas habitualmente TagMan (aunque al igual que en el caso
anterior en determinadas aplicaciones es posible utilizar marcadores de tipo “SYBR-
Green”). Tras la amplificacién por PCR, estas gotas siguen el mismo analisis que en las
otras técnicas de dPCR incluyendo las estadisticas de Poisson, para determinar la
concentracion de la plantilla de ADN objetivo en la muestra original. Esta técnica permite
la utilizacidon de menos muestra debido a su division mas precisa (21).

fm portador de la variante

§ ADN wildtype
w & | Generacién Q PCR L
1 gotas ‘\ TagMan ﬁ.‘

Andlisis de e
datos -

fa,
i

N ==~

oo §
",
N

Revista Médica Clinica Las Condes. 2017;28:538-45

Figura 4: representacién de la metodologia de la PCR digital basada en gotas (ddPCR). Primero se generan
las gotas con todos los reactivos necesarios, después cada una de ellas emite una sefial o no, por ultimo,
estos datos se leen y analizan (29).
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APLICACIONES EN BIOPSIA LIQUIDA

La biopsia liquida es una prueba no invasiva que detecta fragmentos de ADN o células
en sangre u, ocasionalmente, otros fluidos corporales (22). Se considera uno de los
sistemas de diagndstico no invasivos mas avanzados con el que obtener informacién
molecular clave relevante para las decisiones clinicas y la practica de la medicina de
precision (23).

La deteccidn a partir de células es un método ampliamente utilizado en hematologia
desde hace décadas. Esto es posible dado que las células tumorales en muchas de las
neoplasias hematoldgicas, especialmente de estirpe mieloide, se encuentran
expresadas en sangre periférica. Sin embargo, existen excepciones con enfermedades
tipo linfoma que no necesariamente tienen células neoplasicas en sangre o médula vy,
por tanto, no son directa y facilmente monitorizables mediante extraccidon venosa o con
aspirados de medula dsea. Es en estos casos al igual que ocurre en los tumores sélidos
la posibilidad de deteccion de ADN libre de células cobra mayor interés como
complemento diagndstico.

El ADN libre de células (cfADN) se refiere a segmentos de ADN que se derivan
principalmente de células apoptdticas y necréticas. La presencia de cfADN circulante se
informé por primera vez hace 70 afos y, en individuos sanos, las células
hematopoyéticas representan la principal fuente de cfADN (24). El cfADN que circula en
la sangre se puede usar para evaluar una variedad de enfermedades, incluyendo cancer,
diabetes e incluso infarto de miocardio, asi como para controlar los d&rganos
trasplantados en sus receptores.

En el caso del cancer, el cfADN a menudo se conoce como ADN tumoral circulante o
ctADN. Consiste en ADN fragmentado, entre 80 y 200 pb (pares de bases) de longitud.
Al analizar ctDNA es posible obtener dos amplias clases de informacidn sobre el estado
de enfermedad de los pacientes: genédmica (o cualitativa) y cuantitativa.

- La informacion gendmica o cualitativa consiste en el perfil de mutaciones,
amplificaciones, deleciones y translocaciones en ctADN, en loci seleccionados o en todo
el genoma. Este tipo de informacion puede proporcionar la identificaciéon de mutaciones
relacionadas con las resistencias, lo que respalda la seleccion del tratamiento. La
identificacion de las alteraciones genéticas asociadas con las resistencias a los
medicamentos o la sensibilidad a los medicamentos a través del ctADN es de crucial
importancia en el tratamiento del cancer, especialmente teniendo en cuenta que se cree
gue la aparicién de resistencias a los medicamentos adquirida es la causa del fracaso del
tratamiento en el 90% de los pacientes con enfermedad metastdsica. También tiene
aplicacién para controlar la evolucion clonal del tumor a lo largo del tiempo, y respaldar
la toma de decisiones para estrategias "adaptativas o reactivas". Este enfoque implica
un seguimiento continuo del paciente después de la cirugia y/o tratamiento, mediante
la monitorizacidon de nuevas mutaciones de resistencia (derivadas de la adaptacion de
subclones tumorales) en respuesta al tratamiento, y finalmente, ajuste del régimen
terapéutico en consecuencia. La relevancia de este proceso esta respaldada por la corta
vida media del ctADN (aproximadamente 1,5 h), que proporciona una “captura
instantanea” del estado mutacional del tumor en el momento de la deteccion (24).
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- En determinados contextos, podria dar informacion cuantitativa lo cual permitiria dar
informacién de la representacion subclonal asi como quizds monitorizar la enfermedad
minima residual (EMR). respuesta terapéutica de una forma poco cruenta. Este tipo de
informacién deriva de la medicién de la concentracion de ctADN, expresada como
concentracién de alelo mutado (copias / volumen de plasma) o fraccion de alelo mutado
(MAF, proporcidn de alelo mutado en un locus dado). Esta capacidad cuantitativa de
ctADN se ha aplicado en muchos tipos de cancer diferentes y se ha demostrado que se
correlaciona con el estadio del tumor, el volumen del tumor e, indirectamente, con el
tiempo de progresidon después de la quimioterapia. En el estudio prospectivo publicado
por Tie et al. en 2016 se demostrd que, en pacientes con cancer colorrectal, la deteccién
de ctADN después de la reseccién quirurgica del tumor se correlaciona fuertemente con
la recurrencia de la enfermedad dentro de los tres afios.

En resumen, esta estrategia, permite un diagndstico no invasivo y, al mismo tiempo,
representa un método conveniente para, en conjuncién con otros métodos
diagndsticos, brindar informacion sobre las aberraciones gendmicas de los tumores,
abordando la heterogeneidad tumoral y la diseminacidn metastasica a través de
multiples muestras clinicas recolectadas longitudinalmente. Conviene, no obstante,
resaltar que este enfoque no se libra de problemas relevantes como la fragmentacién
del ADN libre circulante (cfADN), la inestabilidad del ARN, las bajas concentraciones de
analito y la presencia confusa y variable de ADN y ARN de tejidos normales y células
mutadas de el compartimento hematopoyético (hematopoyesis clonal) asi como los
potenciales errores inducidos por la propia enzima de amplificacién. A pesar de las
limitaciones, constituye un complemento interesante al resto de métodos diagndsticos
utilizados en la actualidad. El analisis de cfADN ha identificado con éxito las mutaciones
que surgen en el ADN tumoral, mientras que el analisis del ARN libre circulante (cfARN)
se ha centrado principalmente en los patrones de miARN fuertemente asociados con la
transformacion / progresion neoplasica (23).
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Figura 5: representacion del proceso que sigue una muestra de sangre en las biopsias liquidas (25).
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ddPCR™ en la biopsia liquida

Los microARN extracelulares en biofluidos (plasma, suero, orina, liquido
cefalorraquideo, etc.) son biomarcadores no invasivos prometedores en multiples
enfermedades y diferentes entornos clinicos (por ejemplo, diagndstico, diagndstico
temprano, prediccién de recurrencia y prondstico) (26, 27). Con un sistema de PCR
digital es posible obtener la cuantificacion absoluta de miRNA especificos, evitando
varios problemas relacionados con objetivos de baja abundancia y normalizacién de
miRNA (28-30). En sangre, el cfDNA, ctDNA y CTC de interés estan presentes en niveles
bajos y se encuentran en un fondo complejo de otros componentes. Ademas, el ADN
circulante esta altamente fragmentado, lo que reduce ain mds la concentracion de la
secuencia diana intacta. La reciente “apariciéon” de técnicas de deteccidn mas sensibles,
como ddPCR, ha permitido la deteccidn y cuantificacion de objetivos de baja abundancia
en tiempos mds cortos, sin requerir grandes cantidades de réplicas. Esto ha establecido
a la ddPCR como una herramienta de gran aplicacién en el ambito de la biopsia liquida
(22).

APLICACIONES DE LA PCR EN ENFERMEDADES HEMATOLOGICAS

LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA (tumores liquidos)

DEFINICION:

La leucemia mieloide crénica (LMC) es una neoplasia mieloproliferativa con una
incidencia de 1 a 2 casos por cada 100.000 adultos, y representa alrededor del 15% de
los casos de leucemia recién diagnosticados en adultos (31). Se caracteriza por
expansion clonal y acumulacion de células mieloides diferenciadas en la médula dsea 'y
sangre (32). La LMC fue reconocida como una entidad clinica a principios del siglo XIX.
En 1960, Nowell y Hungerford describieron un cromosoma denominado cromosoma
Filadelfia (Ph) en las células de pacientes con LMC. En 1973, Janet Rowley informé que
el cromosoma Ph resultd de una translocacidn reciproca entre los cromosomas 9 y 22.
Posteriormente, en la década de 1980, se identificé la fusion de dos genes, BCR y ABL1,
como causantes de esta patologia, puesto que BCR-ABL1 actiuan en la activacién
constitutiva del dominio de tirosina quinasa ABL1 que explica el fenotipo de la
enfermedad (33).
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Figura 6: Metafase de paciente varén con LMC en fase de diagnéstico donde se objetiva t(9;22)(q22;q11).
Imagen cedida por Laboratorio de genética Hematoldgica del HUMV

La LMC generalmente comienza en una fase crénica con células leucémicas en la médula
dseay luego, con el tiempo, progresa a una fase leucémica si no se aplica un tratamiento
eficaz, pudiendo diferenciarse las siguientes fases (32, 33):

Marcada por la sobreproduccion de granulocitos <10%
maduros

Fase intermedia (puede no producirse y saltar a la
siguiente) definida por aumento del tamaiio del
bazo, trombocitosis y aumento del recuento de
glébulos blancos que no responde al tratamiento
Si no se tratan las anteriores, deriva a esta fase en
la que hay grandes focos de blastos en la biopsia
de médula ésea, y ademas una gran proliferacion

de blastos fuera de la médula y del bazo
Tabla 3: descripcion de las fases de la leucemia mieloide crénica (32-34)

10%-20%

>20%

VARIACIONES MOLECULARES:

La [t(9;22)(9934.1;22911.2)] constituye el sello molecular de la LMC y representa el
intercambio de material genético entre los brazos largos de los cromosomas 9y 22 [t(9;
22)(9934.1;22g11.2)]. Como consecuencia de esta translocacién, se une a la parte 5’ del
BCR (el gen cubre la region ~138.5Kbp; 23 exones) en el cromosoma 22 y la parte 3’ del
ABL1 (el gen cubre ~174Mbp; 11 exones) en el cromosoma 9, formando el oncogén de
fusion BCR-ABL1. Esta traslocacién no es, sin embargo, especifica de la LMC, pudiendo
detectarse en otras entidades como la neoplasia de precursores linfoides con
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[t(9;22)(9934.1;22911.2)] o en algunos casos de Leucemia neutrofilica. Los puntos de
ruptura con frecuencia son variables en las diferentes entidades.

Normal Translocation
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Figura 7: distintos puntos de ruptura en el cromosoma 9y 22 (35).

Detallando los puntos de ruptura se pueden distinguir:

El punto de ruptura en ABL1 esta tipicamente en la regidn intrénica de 150 kb
entre los exones 1a y 1b. En raras ocasiones, el punto de ruptura es en la zona
superior del exdn 1b o en la zona inferior del exdn 1a, pero casi invariablemente
en la parte superior del exén 2.
Los puntos de ruptura en BCR son mas variables, pero tienden a ocurrir dentro
de tres regiones principales del grupo de puntos de ruptura: la regién mayor (M-
BCR), la region menor (m-BCR) y la region micro (u-BCR):

o Los puntos de interrupcion en la regiéon M-BCR estan asociados con dos

transcripciones principales designadas e12-e16. Ambas transcripciones
se traducen en una proteina de 210KDa. Este transcrito se detecta
caracteristicamente en LMC, aunque también existen neoplasias de
precursores linfoides que presentan este transcrito (especialmente en
adultos).

Los puntos de corte en los resultados de m-BCR suelen ser en la
transcripcion ela2 que se traduce en una proteina de 190 KDa. Este
transcrito se detecta caracteristicamente en neoplasias de precursores
linfoides, aunque también se detectan ocasionales subclones en
pacientes con LMC o con otras entidades.

Las interrupciones en la regiéon p-BCR se transcriben en el 19a2 que
codifica una proteina de 230 KDa, con mayor actividad de quinasa en
comparacion con otras proteinas codificadas por BCR-ABL1. Esta variante
es muy infrecuente y se detecta en algunos casos de leucemias
neutrofilicas crdénicas.

También se producen otras transcripciones mas raras: e6a2 (que da como
resultado p195), e8a2 (que da como resultado p200) y e18a2 (que da
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como resultado p225). Los puntos de interrupcion en ABL1
ocasionalmente en la zona superior del exén 3, lo que resulta en una
transcripcion BCR-a3.

Las tirosina quinasas, activadas constitutivamente, codificadas por BCR-ABL1 activan las
vias “downstream”, que afectan la adhesion celular, la reparacion del ADN, la
supervivencia y la proliferacién, todo lo cual impulsa el desarrollo de leucemia. El
producto de translocacién reciproca, ABL1-BCR, estd presente en el 60-70% de los
pacientes con LMC (33).

DIAGNOSTICO

El diagndstico de la leucemia mieloide crdénica consiste en detectar la anormalidad del
cromosoma Ph por citogenética, o anomalias moleculares en el BCR-ABL1 por FISH u
otras pruebas moleculares. Estas pruebas se haran en un contexto de una leucocitosis
persistente inexplicada o en ocasiones trombosis. Las pruebas diagndsticas que se
utilizan son las siguientes:

La aspiracién de médula ésea es necesaria para confirmar el diagndstico y proporcionar
la informacién necesaria para la estadificacion en términos de porcentajes de blastos y
basofilos (38). Sobre esto se precisan aplicar diferentes técnicas gendmicas:

- CARIOTIPO: consiste en la comprobacion de la t(9;22)(q34;911) con la presencia del
cromosoma Ph (localizado en el cromosoma 22) mediante citogenética de rutina (36).
Generalmente se hace un contaje de 20 metafases. Este estudio debe realizarse
mediante un analisis de bandas cromosdmicas (CBA) de las metafases de las células de
médula dsea, mediante un tinte de bandas G (37). Esta técnica ademads permitira
detectar la presencia de aberraciones adicionales que sugieran evolucién clonal.

- FISH (hibridacion fluorescente in situ): consiste en la utilizacién de sondas genédmicas
especificas para los genes BCR y ABL cada uno marcado con fluoro foros diferentes,
permitiendo asi establecer si se ha producido intercambio de material genético entre
ambos genes Se realiza con muestras de médula dsea y de sangre simultdneamente,
mostrando concordancia alta (38). Generalmente se realiza un contaje de 200 nucleos
interfasicos. Esta técnica no es obligatoria, pero permite un diagndstico rapido sobre
todo en casos con aspirado seco o no viable

- RT-qPCR (reaccién en cadena de la transcriptasa-polimerasa inversa en tiempo real): a
partir de cDNA se obtiene en lo pacientes afectos una amplificacion de la region de unién
entre BCR y ABL1. Es la técnica que se usa en la actualidad como eleccidn para la
monitorizacidn, por su alta sensibilidad.

- PCR digital: desde su desarrollo, también se ha aplicado al diagndstico molecular de Ia
LMC siendo un método alternativo a la g-RT-PCR. Es un andlisis de amplificacion de
punto final, con una cuantificacion mas precisa y con menos errores debido a que no
requiere curvas de calibracidon, como la RT-qPCR (36, 38).
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IMPLICACION TERAPEUTICA

El tratamiento de la leucemia mieloide crénica se basa en inhibir el dominio tirosina
quinasa constitutivamente activo del gen BCR-ABL1 y de esta manera bloquear la
hiperactivacion de las rutas de sefalizacién controladas por los genes BCR y ABL1. Sin
un tratamiento eficiente, estos pacientes inevitablemente evolucionaran en un plazo de
3-5 aflos a una leucemia aguda. Los inhibidores de la tirosina quinasa (TKI), son en la
actualidad, tratamiento estandar altamente efectivo utilizado en pacientes
diagnosticados de leucemia mieloide crénica con t(9;22)(q32;q11) (39). El objetivo de
tratamiento con estos inhibidores consiste en conseguir una respuesta hematoldgica
completa tras 3 meses de tratamiento, una respuesta citogenética completa tras 6
meses y una reduccidn de la enfermedad molecular en al menos tres registros tras 12
meses (Tabla 4). Para conseguir la mejor respuesta posible diversos estudios han
demostrado que la PCR digital puede clasificar mejor a los pacientes en "estadios
moleculares" precisos debido a la mayor sensibilidad, linealidad y reproducibilidad con
menores desviaciones interlaboratorio. (40).

MONITORIZACION DE LA RESPUESTA

La monitorizacion de la respuesta de los TKls en el tratamiento contra la leucemia
mieloide crénica debe realizarse de forma estrecha mientras los pacientes lo estan
recibiendo, con el objetivo de comprobar la correcta evolucién del mismo, cambiar de
inhibidor en caso necesario y evitar recaidas. Para ello, se debe evaluar la respuesta
hematoldgica, la respuesta citogenética y muy especialmente la respuesta molecular
(Tabla 4). Después de cinco afios de tratamiento de TKI en primera linea, se puede
obtener una respuesta hematoldgica completa en alrededor del 98% de pacientes,
respuesta citogenética completa en el 87%, y respuesta molecular mayor en el 80% y
molecular profunda del 80%. Basandonos en las recomendaciones de la Red Europea de
Leucemia (ELN):

Respuesta hematoldgica (HR)

Se mide mediante la evaluacidon de los recuentos sanguineos completos (CBC), el
diferencial de glébulos blancos (WBC) y la evaluacion del tamaiio del bazo.

Respuesta citogenética (CyR)

Se detecta mediante el analisis de bandas cromosdmicas de las metafases de las células
de la médula désea. El CBA debe realizarse a los 3 y 6 meses, y luego cada 6 meses hasta
gue se logre la respuesta citogenética completa (CCyR). Este andlisis debe repetirse al
menos cada 12 meses soélo si la respuesta molecular no puede ser medida (Tabla 4). El
FISH de las células sanguineas puede sustituir al CBA sélo si no se pueden obtener células
de la médula dsea, y sélo para la definicion de la CCyR (41).

Respuesta molecular (MR)

El principio de la respuesta molecular (RM) depende de la medicién de los niveles de
transcripcion de BCR-ABL1 en relacidn con un gen de control, que suele ser el ABL. Para
medir esta respuesta el Gold estandar es la RT-qPCR. Esta técnica debe realizarse,
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usando células sanguineas cada 3 meses, hasta que se logre la respuesta molecular
mayor (MMR) y se confirme. Una vez confirmado se realizard la RT-qPCR cada 3 a 6

meses hasta tratar de conseguir niveles ind

etectables (Tabla 4). Los resultados de la

respuesta molecular se deben expresar, segin la Escala internacional (IS), como la
proporcién de transcripciones de BCR-ABL1 respecto a transcripciones de ABL1 u otras
transcripciones control aceptadas internacionalmente (un ejemplo es la beta
glucuronidasa, GUSB, usada tras una recaida, o en la enfermedad avanzada). Por tanto,
se debe expresar y reportar en una escala de logaritmos, donde 1%, 0,1%, 0,01%,
0,0032% y 0,001% corresponden a una disminucion de 2, 3, 4, 4,5 y 5 logaritmos,
respectivamente, por debajo de la linea de base estandarizada que se utilizé en el

estudio IRIS (37).

Respuesta éptima CHR/MCyR <10%

3 MESES Signos de alerta - >10%
Fracaso No CHR >10% y/o nuevas mutaciones
Respuesta éptima CHR/CCyR <1%

6 MESES Signos de alerta - >1%

Fracaso -

>10% y/o nuevas mutaciones

Respuesta éptima CHR/MMR <0,1%

12 MESES  Signos de alerta -
Fracaso =

1-10% y/o nuevas mutaciones
>10% y/o nuevas mutaciones

Respuesta éptima CHR/CMR INDETECTABLE
TRAS 12 Signos de alerta >0,1%
MESES Fracaso Pérdida CHRy CMR Nuevas mutaciones
TIPO DE RESPUESTA DEFINICION

Respuesta hematolégica completa (CHR)
Respuesta citogenética mayor (MCyR)
Respuesta citogenética completa (CCyR)
Respuesta molecular mayor (MMR) o
MR3

MR4,0

Respuesta molecular completa (CMR)

M R4,5

MR®

CBC normal, frotis de sangre periférica normal y bazo
normal en el examen fisico

0-35% de metafases de médula ésea con Ph+

0% de metafases de médula dsea Ph+

BCR-ABL1 < 0,1% (IS)

BCR-ABL1 < 0,01% (IS) o enfermedad indetectable en
>10000 transcripciones ABL1 en los cADN
Indetectable BCR-ABL

“>4,5 logaritmos”

BCR-ABL1 < 0,0032% (IS) o enfermedad indetectable
en >32000 transcripciones ABL1 en los cADN
BCR-ABL1 < 0,001% (IS) o enfermedad indetectable
en >100000 transcripciones ABL1 en los cADN

Tabla 4: Niveles ideales de respuesta al tratamiento con TKls y definiciones de las posibles respuestas al
tratamiento en LMC (37, 41). ACA: anomalias citogenéticas adicionales.

La monitorizacion de la LMC gracias a los afo
es la mas precisa dentro de las neoplasias he

s de experiencia y a la escala internacional,
matoldgicas, y sirve de ejemplo a seguir en

la monitorizacién de otras enfermedades. Sin embargo, debido a la necesidad de la RT-
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gPCR de utilizar curvas de calibracion, se limita en cierta manera la reproducibilidad,
linealidad y sensibilidad de cada monitorizacién. Dependiendo, por tanto, de la
capacidad de cada laboratorio para alcanzar una sensibilidad adecuada para detectar el
gen BCR-ABL1 y para detectar los niumeros absolutos de las transcripciones del gen
control y compararlo (37).

Para resolver este problema anterior de la variabilidad entre laboratorios, surge la
posibilidad del uso de la dPCR para monitorizar esta enfermedad con una linealidad,
sensibilidad y reproducibilidad mayor que la técnica RT-qPCR, gracias a las ventajas
descritas en la tabla 2, como la no necesidad de una curva estandar de calibracién para
la cuantificacion absoluta (que esta técnica realiza en tiempo final). Con esta técnica se
pueden llegar a respuestas MR*>y MR?>, que con la RT-gPCR no siempre es fécil alcanzar
(42). Vemos un ejemplo en Franke et al. 2020, donde se compara la RT-qPCR, utilizada
de rutina, con la ddPCR, en la deteccidn de la respuesta molecular profunda (DMR: MR?,
MR*>y MR®) en pacientes con leucemia mieloide crénica. Este estudio se realiza para
comprobar si la cuantificacion absoluta dPCR podria reducir la variabilidad inherente de
la RT-gPCR. El ensayo, en el cual se utilizaron mas de 300 muestras de cfADN, demostré
una mayor sensibilidad de la ddPCR en la deteccion de la respuesta molecular minima al
llegar a detectar MR*>, en muestras en la que RT-qPCR ya no detectaba enfermedad
(43).

DISCONTINUACION DEL TRATAMIENTO EN LA LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

En la actualidad, el objetivo ultimo de la monitorizacion de las neoplasias hematolégicas
es la discontinuacion del tratamiento en aquello pacientes con enfermedad no
detectable y presumiblemente curados. Esta practica se denomina TFR (remision libre
de tratamiento), y consiste en la interrupcion del TKI en un paciente con LMC que ha
presentado una respuesta profunda al tratamiento. Los pacientes con las respuestas
moleculares mas profundas son a los que se les han detectado respuesta MR*, MR*> o
MR? durante al menos dos afios de monitorizacidn. Con esta practica se quiere conseguir
la curacidon total de los pacientes, sin necesidad del uso de farmacos, algo que de
momento estd al alcance de muy pocos (41). En este caso la dPCR nos ayuda a
seleccionar los pacientes mas iddneos para beneficiarse de esta practica. Aqui entra de
nuevo en juego la sensibilidad, especificidad y linealidad de la técnica, puesto que en
pacientes supuestamente con los mismos niveles de respuesta, cuando que se utiliza la
RT-gPCR para cuantificar la enfermedad y discontinuar el tratamiento, alrededor a un
50% de pacientes presenta recaidas. Sin embargo, cuando se utiliza la dPCR los pacientes
gue recaen disminuyen en torno a un 30%. Esto saca a relucir la mayor precision de la
dPCR para deteccién de baja carga tumoral. Hay gran cantidad de estudios que avalan
esta informacién, a continuacion, se van a describir dos de ellos:

e En Bernardi et al. 2019 se compara la precision de la RT-gPCR y de la dPCR en la
deteccion de la respuesta molecular profunda (DMR). Para esto, 142 pacientes
con LMC fueron monitorizados una media de 24 meses. La PCR digital detectd
transcripciones BCR-ABL1 en pacientes que la RT-gPCR no habia podido detectar.
El analisis dPCR de las muestras, agrupadas por las clases de MR, revelé una
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diferencia significativa entre MR*®y MR*® (P = 0.0104) o MR>? (P = 0.0032). Los
pacientes de este segundo grupo (MR*°y MR®) que tenian valores segun la dPCR
< 0,468 copias de BCR-ABL1/uL mostraron una mayor duracién de la DMR, que
los pacientes MR*? que tenian valores segtn la dPCR > 0,468 copias de BCR-
ABL1/ uL. Entre los 142 pacientes, 111 (78%) interrumpieron el tratamiento TKI;
entre los 111 pacientes, 24 (22%) perdieron la MR3°0 MR*°. La RT-qPCR no pudo
discriminar a los pacientes con mayor riesgo de pérdida de la MR después de la
interrupcion. La remision sin tratamiento de los pacientes que interrumpieron el
TKI con una dPCR <0,468 fue significativamente mayor en comparacién con los
pacientes con dPCR > 0,468 (TFR a los 2 afios 83% vs 52%, respectivamente). En
conclusién, la dPCR dio como resultado un mejor reconocimiento de la DMR
estable y de los candidatos a la interrupcion del TKI (44).

e En Wan et al 2018 se compara la actual técnica RT-qPCR con la ddPCR, para la
monitorizacion de la enfermedad minima residual (EMR) en pacientes con
leucemia mieloide crénica (LMC) BCR/ABL (P210) positiva. Se partié de 61
pacientes con LMC, tratados con TKI, 10 de esos pacientes tenian una MR*>, y se
les realizd un seguimiento paralelo con ambas técnicas. Se obtuvo que con la RT-
gPCR el gen se hizo indetectable tras tres andlisis consecutivos hechos cada 3
meses, sin embargo, en la prueba ddPCR, 11 de los 61 pacientes con LMC
(18,03%) dieron positivo tras esos meses y mostraron una diferencia
estadisticamente significativa (P < 0,01). Respecto a los 10 pacientes MR** todos
perdieron MR*?, y 4 dieron positivo en la prueba ddPCR 3 meses antes que en la
RT-qPCR. Se demostrd por tanto la superioridad de la ddPCR en cuanto a
sensibilidad, pudiendo esta técnica usarse siguiendo la escala internacional para
estratificar mejor a los pacientes que se beneficiaran de la TFR (45).

PRONOSTICO

El prondstico de esta enfermedad viene definido por la respuesta de esta a los
inhibidores de la tirosina quinasa. Como hemos visto en los apartados anteriores, la PCR
digital es una técnica esencial para monitorizar de manera precisa la enfermedad. Por
tanto, la respuesta molecular que presente un paciente analizado por PCR digital, nos
podra indicar mas acertadamente su prondstico, pues si la respuesta no cumple los
estdndares de tiempo estipulados, la enfermedad no estarda siendo correctamente
tratada y debera cambiarse de inhibidor de la tirosina quinasa. En cambio, si durante un
periodo de dos afos se mantiene una respuesta molecular profunda podremos con un
70% de certeza discontinuar el tratamiento con la posibilidad de una remisidon completa.
Todo esto anteriormente descrito hace posible la estratificaciéon de los pacientes de
manera estandarizada, y su clasificacidon en subgrupos de prondstico (41, 42)

Ademads, la PCR digital adicionalmente se podria utilizar con primers especificos para
identificar las mutaciones puntuales mas frecuentemente detectadas en pacientes en el
dominio ABL1, mutaciones que a menudo son responsables de la resistencia a
determinados TKIs. La deteccién de la mutacién se ve limitada en pacientes con baja
carga alélica con técnicas de PCR estandar o de NGS. Dada la mayor sensibilidad de esta
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técnica, se pueden directamente descartar las mutaciones mas frecuentes y/o usar el
producto obtenido para su posterior secuenciacion.

LINFOMA (tumores solidos)

DEFINICION

Los linfomas representan un grupo heterogéneo de neoplasias linfoides con patrones
variados respecto a su comportamiento, tanto en la clinica que producen, como en el
tratamiento que debe usarse (46). A pesar de las diferencias entre unos tipos y otros
todos son enfermedades en las que se malignizan diversos subtipos de células linfoides.
Los distintos tipos de linfocitos afectos pueden encontrarse en las diferentes estructuras
y tejidos linfaticos del cuerpo (47). Histéricamente se han ido sucediendo diferentes
clasificaciones de los linfomas (48). En la actualidad gracias a los avances cientificos la
clasificacién mas extendida, la de la OMS, integra la informacion obtenida con diferentes
herramientas de estudio fenotipico, clinico y molecular . Segun la ultima clasificacion los
linfomas se clasifican por su célula de origen, pero ademds se identifican subtipos
fenotipicos con aberraciones moleculares caracteristicas o que implican un
comportamiento clinico bioldgico caracteristico (47-50).

DIAGNOSTICO MOLECULAR

Las técnicas gendmicas, siempre orientadas por el diagnostico anatomopatoldgico
constituyen un complemento importante al proporcionar informacién diagndstica,
prondstica y presentar potenciales dianas terapéuticas. En la actualidad la técnica mas
ampliamente extendida para la caracterizacidon gendmica de las neoplasias linfoides es
la FISH por su facil aplicabilidad y facilidad para detectar puntos de ruptura variables. La
imposibilidad de monitorizar la reduccion tumoral hasta ahora hacia que el papel de la
PCR fuera controvertido. Sin embargo, la mejora en las técnicas de PCR junto con el
descubrimiento de la liberacidn por parte de las células tumorales linfoides al torrente
sanguineo de fragmentos de ADN abre la posibilidad de facilitar el diagnostico en casos
no facilmente biopsiables o permite evaluar la posibilidad de monitorizar la enfermedad
(51), detectar resistencias a farmacos (52, 53), o establecer alternativas terapéuticas en
pacientes refractarios, proporcionando un complemento de interés en el proceso
diagndstico y prondstico (46). A continuacién, se describen varios estudios que han
tenido resultados que avalan la utilidad en este contexto:

- EnHiemcke-Jiwa et al. 2018 se estudia una alternativa para diagnosticar linfomas
en el sistema nervioso central, puesto que el Gold standard es el estudio de la
biopsia cerebral estereotdctica. Dado que las células tumorales son detectables
en el liquido cefalorraquideo (LCR) se utiliza esto como alternativa para la
deteccion de MYD88 (mutacidn presente con elevada frecuencia en los linfomas
del sistema nervioso central, beneficidndose de determinadas dianas
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terapéuticas especialmente en casos refractarios), a través de la ddPCR. En este
ensayo se analizaron 32 muestras de 18 pacientes con la mutacidn negativay 9
con la mutacidn positiva. Los resultados de la ddPCR coincidieron con el
diagndstico previo. Todo esto mostrd la alta fiabilidad del uso de la biopsia
liqguida de LCR por ddPCR para el diagndstico de los linfomas del sistema nervioso
central. Abriendo las puertas, ademas, de la facilidad de diagnéstico, cuando la
cantidad de ADN disponible es limitada (52).

En Cavalli et al. 2017 se compara el uso de la PCR digital y la RT-qPCR en la
monitorizacion y diagndstico de pacientes con linfoma folicular (LF). Se realizé el
estudio tanto con sangre periférica (biopsia liquida), como con biopsia de médula
Osea paralelamente. El ddPCR detectd en sangre periférica reordenamientos del
gen BCL2, frecuentemente presentes en esta neoplasia, a niveles que la RT-gPCR
no fue capaz de detectar. Ademads, también se demostro la concordancia de los
resultados obtenidos mediante la biopsia liquida, con los resultados que se
obtuvieron con la biopsia sélida. Esto implica la posibilidad de utilizar la biopsia
liquida por ddPCR como herramienta prometedora para el diagndstico de los
linfomas de forma muy precisa y abre la posibilidad de evaluar la EMR para
monitorizar la enfermedad (53).

En Alcaide et al. 2016 desarrollaron un ensayo de ddPCR para la deteccidn de
mutaciones recurrentes de los linfomas no Hodgkin (NHL) comunes de células B,
incluyendo el linfoma difuso de células B grandes, el linfoma folicular y el linfoma
linfoplasmocitario. Con este ensayo querian demostrar la posibilidad de utilizar
esta técnica para el diagndstico de este linfoma en biopsias sélidas y en biopsias
liqguidas. Los resultados fueron satisfactorios pues en ambas muestras se
detectaron las mismas mutaciones necesarias para diagnosticar estos linfomas.
En conclusion, la ddPCR ofrece suficiente sensibilidad analitica y especificidad
para la deteccion invasiva o no invasiva de multiples mutaciones somaticas
recurrentes en los NHLs de células B tanto en biopsias liquidas como sélidas (54).
Camus et al. 2016 revisaron la utilidad del cfADN en la sangre, para la deteccién
de variantes somaticas del linfoma difuso de células B grandes (malignidad
agresiva y heterogénea que alberga frecuentes mutaciones heterogéneas), y asi
poder dar el tratamiento mdas adecuado. Se demostré que la dPCR eran
suficientemente sensible para detectar mutaciones raras como XPO1, EZH2 y
MYD88 en las cfADN del plasma, con una sensibilidad del 0,05%, que ya
presentan dianas moleculares especificas, abriendo la posibilidad de busqueda
de alternativas terapéuticas en pacientes refractarios con posibilidad de
monitorizacién de respuesta de forma no invasiva (55).

En la actualidad se esta estudiando la aplicabilidad de la NGS y la PCR digital para la
biopsia liquida. La PCR digital ofrece ciertas ventajas respecto a la NGS, pues gracias a
su gran sensibilidad permite la cuantificacion y monitorizacién de la respuesta o la
evolucién y, ademas, es menos demandante de material de alta calidad (la NGS no es
siempre eficiente para su aplicacién en parafina), pero se precisan mads estudios para
determinar la aplicabilidad de estas técnicas en la rutina asistencial.
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ACCESIBILIDAD PCR DIGITAL

De lo mencionado anteriormente se puede concluir que pese a que la qRT-PCR continla
siendo una técnica de utilidad consolidada, la ddPCR se presenta como una alternativa
muy prometedora especialmente para la monitorizacion de EMR en neoplasias con
reordenamientos gendmicos como la LMC o ciertos linfomas asi como potencialmente
para una aproximacién basada en la biopsia liquida en tumores de presentacién solida
(36).

CONCLUSIONES

e Las técnicas de estudio de aberraciones gendmicas son un complemento
esencial a las técnicas fenotipicas para la orientacién diagnéstica, terapéutica y
de monitorizacidn de respuesta en pacientes con neoplasias hematoldgicas.

e Existen diversas técnicas siendo todas ellas complementarias. Aunque es posible
qgue algunas de ellas vayan desapareciendo, en la actualidad, las distintas
técnicas aportan informacién complementaria. Su aplicacion depende del tipo
de aberracidon y del momento del estudio pues todas ellas difieren en su
resolucién y en su sensibilidad.

e Pese a que la gRT-PCR continua siendo una técnica de utilidad consolidada, la
ddPCR se presenta como una alternativa muy prometedora especialmente para
la monitorizacién de EMR en neoplasias con reordenamientos gendmicos o
mutaciones patogénicas . Esto es gracias a su gran precisién, sensibilidad,
especificidad, reproducibilidad y rapidez, todas cualidades que hacen que sea
una técnica coste eficiente.

e Gracias al gran conocimiento y estandarizacion internacional de |la
monitorizacién de la leucemia mieloide crénica, la introduccion de la PCR digital
para su monitorizacion, nos abre la puerta a la posibilidad de discontinuar el
tratamiento con TKIls reduciendo el nimero de potenciales recaidas con respecto
a la PCR cuantitativa estandar (reduccién de recaidas del 50% al 30%), debido a
una mejor linealidad en pacientes con baja carga tumoral.

e Este modelo de seguimiento nos sirve de ejemplo para ponerlo en practica con
otras neoplasias hematoldgicas liquidas, para asi poder con ayuda de la PCR
digital, conseguir una remisién completa de la misma tras dejar los tratamientos
farmacoldgicos.

e Esta aplicacién podria potencialmente extenderse a tumores de presentacion
sélida mediante la biopsia liquida, permitiendo identificar aberraciones
subclonales accionables o predecesoras de recidivas o quizas en monitorizar la
evolucion frente a determinados farmacos. No obstante, se precisan mas
estudios para determinar la aplicabilidad de esta tecnologia en este contexto.
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