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RESUM

En la primera decada del segle xx1 I'aparicioé de les plataformes de seqiienciacié massiva
de nova generacio (NGS) ha produit una autentica revolucié en la seqiienciacié del DNA.
Aquesta tecnologia permet seqiienciar en parallel milions de molecules de DNA a un preu
molt inferior al de la seqiienciaci6 tradicional i s’esta traslladant rapidament des del ter-
reny de la investigacio basica a l'assistencia de capgalera al pacient. El seu extraordinari po-
tencial en diferents especialitats mediques afectara practicament tots els aspectes de l'aten-
cio clinica, ja que permetra fer rutinariament proves diagnostiques fins ara inconcebibles.
En els propers deu anys probablement apareixeran noves plataformes de NGS per a us cli-
nic, encara més versatils, precises, assequibles i fins i tot portatils, que permetran plante-
jar la seqiienciacio del genoma complet com a metode universal de diagnostic genetic. Tot
aixo, unit a la millora del coneixement per predir com una variacié genetica afecta la sus-
ceptibilitat a la malaltia, I'evolucié d’aquesta o la resposta al tractament medic, sens dubte
tindra un efecte transformador en 1'is i protagonisme de la informacié genetica en la ruti-
na clinica del segle xx1.

Paraules clau: diagnostic, genetic, genoma, seqiienciacié de nova generacio, seqiiencia-
cié massiva parallela.

NEXT GENERATION SEQUENCING AND HEALTH
OF THE 21T CENTURY

SUMMARY

In the first decade of the 21 century the emergence of massive Next Generation Se-
quencing (NGS) platforms has produced a revolution in DNA sequencing. This technol-
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ogy allows parallel sequencing of millions of DNA molecules at a much lower price than
traditional sequencing and it is rapidly moving from the field of basic research to routine-
ly use in clinical practice. Its tremendous potential in several medical specialties will af-
fect virtually all aspects of clinical care, as it will routinely perform diagnostic tests so far
inconceivable. In the next ten years probably new NGS platforms for clinical use will ap-
pear more versatile, accurate, affordable and even portable that will enable sequencing the
whole genome as a universal method of genetic diagnosis. This issue, together with the im-
proved knowledge to predict how genetic variation affects the disease susceptibility, the
evolution of illness or the response to medical treatment, will certainly have a transform-
ative effect on the usage and significance of genetic information in the clinical routine of
the 21 century.

Key words: diagnostics, genetic, genome, next-generation sequencing, massively paral-

lel sequencing.

INTRODUCCIO

Un dels descobriments essencials de la
biologia moderna és la identificacio, el 1953,
de l'estructura en doble helix del DNA (Wat-
son i Crick, 1953). Després d’exposar les ca-
racteristiques de l'estructura, els autors as-
senyalaven que l'aparellament especific de
les cadenes suggeria un possible mecanis-
me de copia del DNA i que la seqiiencia
precisa de les bases seria el codi que trans-
portava la informaci6 genetica. En els anys
seglients diversos investigadors van estu-
diar la relacié entre la seqiiencia dels acids
nucleics i de les proteines amb l'objectiu de
desxifrar el codi genetic, mentre que altres
van desenvolupar tecniques per seqiienci-
ar el DNA. D’aquesta manera, el 1977, Ma-
xam i Gilbert (Maxam i Gilbert, 1977) i San-
ger i collaboradors (Sanger et al., 1977) van
desenvolupar simultaniament metodes per
a la determinaci6 de la seqiiencia de nucle-
otids, cosa que va suposar un progrés ex-
traordinari en els camps de la genética hu-
mana i del diagnostic molecular. El metode
de Sanger, que finalment es va imposar per
la seva simplicitat, longitud de lectura i fi-
delitat de la seqiiéncia proporcionada, s’ha
considerat durant anys com el metode de
referéncia per al genotipatge i per a la de-

teccié de variants i mutacions en gens d'in-
teres clinic com els causants de trastorns
monogenics, poligenics i multifactorials.
Dues importants fites per al desenvolupa-
ment d’aquesta tecnologia van ser I'aparicio
dels fluorocroms en substitucio dels mar-
catges radioactius i I'automatitzacio del pro-
cés amb l'aparicid dels seqiienciadors auto-
matics, especialment aquells que permeten
fer una electroforesi capillar. A mitjan anys
vuitanta, de l'estudi dels gens es va passar
a l'estudi del genoma gracies a un ambicids
projecte internacional, conegut com a Pro-
jecte Genoma Huma (PGH), l'objectiu del
qual consistia a seqiienciar i cartografiar
el genoma de la nostra especie. E1 PGH es
va iniciar oficialment el 1990 i van ser ne-
cessaris tretze anys i més de 2.800 cienti-
fics per dur-lo a terme. Lany 1998 una ini-
ciativa privada va entrar en la carrera per a
I'obtencio6 de la seqiiencia completa del ge-
noma huma, va encoratjar la competencia
i va accelerar la consecucid de l'objectiu fi-
nal. Aixi, al febrer de 2001, les revistes Na-
ture (McPherson et al., 2001) i Science (Venter
et al., 2001) publicaven simultaniament dues
edicions especials que van proporcionar el
primer esborrany de la seqiiencia del geno-
ma huma. S"ha complert, per tant, la prime-
ra decada d’aquesta transcendental fita que
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ha ocupat un paper decisiu en el desenvo-
lupament de la biomedicina i ha donat lloc
a productives sinergies entre els investiga-
dors, els clinics i la indtstria farmaceutica
i biotecnologica. No obstant aixo, amb les
eines disponibles en aquell moment resul-
tava dificil progressar agilment envers el
coneixement detallat de la variabilitat ge-
netica i les implicacions d’aquesta en la sa-
lut humana. Tot aix0 esta canviant i encara
canviara més durant les proximes decades:
el desenvolupament de noves tecniques de
seqlienciacio del DNA aparegudes durant
els ultims anys propiciaran que genética i
genomica caminin juntes i la integracié de
les dades d’ambdues disciplines ens dura a
una interpretacio millor de l'efecte de la va-
riabilitat genetica sobre els diferents aspec-
tes de la salut humana (Gibbs, 2011).

LA SEQUENCIACIO
DE NOVA GENERACIO

A partir de l'any 2005 es produeix una
autentica revolucid en les tecniques de se-
qiienciaci6 del DNA amb l'aparicio de les
plataformes de seqiienciacié massiva de
nova generacié o NGS (del terme angles
next generation sequencing). Sense pretendre
fer una relacié exhaustiva de totes les pla-
taformes en el mercat, podem destacar que
a partir d’aquest any comencen a comerci-
alitzar successivament una serie d’equips
diferents empreses (FLX-GS Roche/454
Life Sciences, Illumina Genome Analyzer i
SOLiD™ System de Life Technologies), ba-
sades en estrategies diverses amb el deno-
minador comu que totes requereixen una
amplificacié clonal del DNA abans de pro-
cedir a la seqiienciacio. Les caracteristiques
diferencials principals es posen de mani-
fest en aspectes com la quimica utilitzada,
la longitud de lectura i el nombre de mole-
cules que son capaces de seqiienciar en pa-
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rallel. Aquesta tecnologia ha provocat que
la seqiienciacié del DNA resulti més de du-
es-centes vegades més rapida i economica
que amb la seqiienciaci6 tradicional de San-
ger, i ha constituit indubtablement una se-
gona generacio tecnologica en aquest camp.
Com a exemple de la seva capacitat, cal as-
senyalar que el 2008 una d’aquestes plata-
formes (FLX-GS Roche/454 Life Sciences)
va permetre seqiienciar en tan sols quatre
mesos el genoma complet de James D. Wat-
son (Wheeler et al., 2008), un dels descobri-
dors de l'estructura de doble helix del DNA.
Es destacable que el PGH va invertir tretze
anys a assolir aquest objectiu.

Tot aixo ha posat en relleu el seu extra-
ordinari potencial com a alternativa o com-
plement a la seqiienciaci6 tradicional i, du-
rant els dltims anys, I'aplicacié més estesa
de la NGS ha consistit en la seqiienciacié
de genomes complets amb l'objectiu d’am-
pliar el coneixement sobre com les diferén-
cies genetiques trobades a escala poblacio-
nal afecten la salut o poden provocar una
determinada malaltia. De fet, gracies a
aquestes i altres tecnologies d’analisi mas-
siva, en els ultims anys s’han pogut enge-
gar grans projectes multinacionals impen-
sables fa una decada. Un és el Projecte 1000
Genomes (http://www.1000genomes.org), que
té com a objectiu establir un cataleg ex-
haustiu de la variabilitat genetica humana.
Igualment, altres projectes que ja estaven en
marxa s’han beneficiat de manera significa-
tiva amb l'entrada en escena de la seqiien-
ciaci6 d’alt rendiment a baix cost. Aquest és
el cas del projecte internacional ENCODE
(Encyclopedia of DNA elements), I'objectiu del
qual és delimitar tots els elements funcio-
nals al llarg de la seqiiencia del genoma hu-
ma (Consortium et al., 2012).

Tot i les seves virtuts, la NGS no esta
exempta d’inconvenients tecnics, alguns
compartits per les diferents plataformes i
altres de particulars de cadascuna. Entre
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les principals limitacions hi ha, per exem-
ple, la curta longitud de les seqiiéncies que
poden llegir les tecnologies Illumina GA i
SOLiD™ System, que provoca dificultats en
el procés d’acoblament de novo i en l'alinea-
ment enfront de seqiiéncies de referencia,
en particular en les regions repetitives (Ca-
sals et al., 2012). D’altra banda, no totes les
seqliencies sén processades igualment, i les
regions de DNA riques en GC soén particu-
larment propenses a una baixa cobertura.
Finalment, perod no menys important, la in-
troduccioé d’errors en la seqiiencia és un tret
comu a totes les plataformes: les seqiiencies
més llargues son propenses a tenir errors
de lectura, sobretot en els extrems, i les se-
qliencies repetitives i els homopolimers son
també motiu d’error en alguns d’aquests se-
qtienciadors (Hui, 2012). Ara bé, aquesta re-
volucié tecnologica esta lluny d’haver-se
aturat i aix0 es veu reflectit en una progres-
siva reduccio dels costos, en la simplificacié
de la metodologia de treball, en 'augment
en la capacitat i velocitat de seqiienciaci¢ i,
sobretot, en el fet que molts dels problemes
assenyalats es van corregint a mesura que
evoluciona la tecnologia i apareixen noves
versions dels equips i dels reactius.

Seqiienciaci6 de tercera generacio

Encara no hem assimilat I'impacte d’a-
questa nova generacié de seqiienciadors
quan ja comenga a entrar en escena una ter-
cera generacié. La principal novetat d’a-
questa tercera generacié (anomenada se-
qiienciacio a temps real d'una sola molécula) és
que son capaces de detectar la polimeritza-
cié de molecules individuals de DNA sense
necessitat d'una amplificacié previa (Schadt
et al., 2010). Helicos Biosciences, la primera
empresa que va anunciar una tecnologia
de seqtiienciaci6 d’aquestes caracteristiques,
ha desenvolupat la Helicos’ true single mole-

cule sequencing (tSMS): la seqiienciacié de-
tecta la incorporacié dels quatre nucleotids
marcats fluorescentment sobre un suport
solid, i déna lloc a lectures de 30-45 nucle-
otids. Més recentment, Pacific Biosciences
ha comercialitzat un sistema de tercera ge-
neracio basat en la tecnologia de detectors
zero-mode waveguide (ZMW): la parallelitza-
cié d’aquestes estructures nanofotoniques
permet la lectura en temps real de la fluo-
rescencia de nucleotids marcats en volums
molt reduits juntament amb temps de car-
rera molt curts i seqiiencies de més de mil
nucleotids (Metzker, 2010).

Altres tecnologies de tercera generacio,
encara no disponibles comercialment, in-
clouen la deteccié de bases de DNA indi-
viduals a mesura que passen a través d'un
nanopor, que pot ser de naturalesa biologi-
ca (Oxford Nanopore) o de naturalesa sin-
tetica (en desenvolupament a partir d'una
alianga entre IBM i Roche). Finalment cal es-
mentar les tecniques de seqiienciaci6 a par-
tir de la imatge directa de les molecules in-
dividuals de DNA mitjangant microscopia
electronica de transmissié desenvolupades,
entre d’altres, per Halcyon Molecular (Ca-
sals et al.,, 2012) i ZS Genetics (Schadt et al.,
2010). Aixi doncs, el panorama a pocs anys
vista és considerablement variable; no obs-
tant aixo, les tecnologies de seqiienciacio de
tercera generaci6 a partir d'una sola mole-
cula encara presenten importants limitaci-
ons, i actualment el principal problema és
la seva elevada taxa d’error (Schadt et al.,
2010).

Noves plataformes NGS de sobretaula

A Tespera que aquesta tercera generacio
sigui una realitat a tots els nivells, l'evolucié
de la NGS sembla orientada cap a 1'is clinic
rutinari. Per aconseguir aquest objectiu és
necessari complir amb una serie de requi-
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sits com sén augmentar la precisié de les
tecniques, simplificar els assajos, disposar
d’instruments més petits i de baix preu, fle-
xibilitzar-ne el rendiment, reduir els temps
de treball i, el més transcendental, acon-
seguir una analisi de les dades simplifica-
da. Des de l'aparicié de les primeres pla-
taformes de NGS, s’han produit una serie
d’avangos tecnologics, com la quimica de
seqiienciacio millorada i noves metodolo-
gies de deteccié de senyals, aixi com 1'op-
timitzacié dels protocols de preparacié de
les mostres. Aix0 ha donat com a resultat
la disponibilitat de noves plataformes de
NGS més petites (també conegudes com a
seqlienciadors «de sobretaula») com ara Mi-
Seq (Illumina), 454 Junior GS (Roche) i Ion
Torrent PGM (Life Technologies), que su-
posen una inversio economica inicial me-
nor, tenen protocols per a la preparacio de
les mostres més facils, rapids i automatit-
zats i, fins i tot, faciliten I'analisi de dades
per a aplicacions concretes. D'altra banda,
algunes de les noves tecnologies de seqiien-
ciacié no utilitzen fluorescéncia o quimiolu-
minescencia, cosa que representa un estalvi
significatiu de costos per base seqiienci-
ada. Per exemple, Ion Torrent PGM és ca-
pag de detectar i quantificar un senyal elec-
tric generat pels protons alliberats després
de l'addici6 seqiiencial de nucleotids no
marcats en la sintesi de la molecula de
DNA. Per tant, aquestes noves plataformes
de sobretaula sembla que tenen algunes de
les caracteristiques esmentades abans que
les fan més adients per a ts clinic. No obs-
tant aixo, hi ha un consens a dir que enca-
ra s'enfronten reptes importants en aquesta
transicio i, sobretot, s’haurien de simplifi-
car més les eines d’analisi de dades per mi-
nimitzar la necessitat d'un suport bioinfor-
matic massa sofisticat (Desai i Jere, 2012).
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APLICACIONS CLINIQUES
DE LA NGS

No és estrany que la revolucid de les tec-
nologies de seqtienciacié suposi un pro-
fund impacte en la nostra comprensio de la
genetica i la biologia del genoma. En el con-
text de la investigaci6 basica, la NGS ha es-
tat ampliament aplicada per a la seqiienci-
acié de genomes de novo, la reseqiienciacié
dirigida de gens, la seqiiencia de transcrip-
tomes i en epigenomica. Pero, indubtable-
ment, una de les contribucions de la NGS
que desperta més expectacio €s l'aplicacié
clinica. Sense pretendre fer una recopila-
cié exhaustiva, aquestes aplicacions inclo-
uen: la identificacié de mutacions causants
de malalties genetiques rares a través de la
seqlienciacio de tot el genoma o de regions
discretes del genoma, el diagnostic mole-
cular de malalties monogeniques causades
per multiples gens, l'estudi de la base ge-
netica de malalties poligeniques comunes,
la identificaci6 de variants genetiques rares
associades amb trastorns monogenics men-
delians, la deteccié i caracteritzacié rapida
de microorganismes patogens, la deteccié
eficient de mutacions hereditaries o soma-
tiques en els gens relacionats amb el desen-
volupament de tumors, el pronostic i perso-
nalitzaci6 del tractament farmacologic, les
proves prenatals invasives i no invasives, la
tipificacio6 HLA per a trasplantament d’or-
gans i cellules progenitores, etc. Per tant,
podem assenyalar que, amb la introduccié
de les noves plataformes de seqiienciacio,
les possibilitats de fer estudis genetics per
donar resposta a diferents qiiestions medi-
ques estan augmentant rapidament. Encara
que és impossible descriure totes les aplica-
cions cliniques potencials de la NGS, dedi-
carem els apartats segiients a fer una breu
presentacié de les més destacades.
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Diagnostic de malalties monogéniques
amb gens responsables coneguts

La seqiienciacié sistematica dels gens
implicats en malalties mendelianes és l'es-
trategia emprada habitualment per identi-
ficar les mutacions responsables en malalti-
es monogeniques o factors de risc coneguts
en malalties complexes. No obstant aixo, el
cost de la seqiienciaci6 tradicional, basada
en el metode de Sanger, segueix sent un im-
portant obstacle en moltes aplicacions diag-
nostiques i el desenvolupament i optimit-
zacio6 de solucions moleculars rendibles per
donar suport al diagnostic clinic séon sem-
pre ben rebuts. En aquest sentit, malgrat
que la NGS és en molts aspectes superior
a la seqiienciaci6 tradicional de Sanger, en-
cara hi ha pocs exemples del seu s efectiu
en el diagnostic de rutina de malalties mo-
nogeniques causades per un gen conegut.
Aix0 és degut en part al fet que les plata-
formes de NGS van ser concebudes origi-
nalment per seqiienciar genomes complets
i aquest no és habitualment l'objectiu en
l'analisi de malalties monogeniques, sino
que és necessari, abans de la seqiienciacio,
la captura i enriquiment de la regi6é d'inte-
rés, que pot ser un gen, un grup de gens
o una regi¢ genomica. En aquesta direccio,
s’han desenvolupat estrategies imaginati-
ves, incloent-hi la PCR de llarg abast (LR-
PCR), la seqiienciacié d’amplicons, la cap-
tura de seqiiéncies mitjancant xips (per
exemple, Nimblegen), la captura de seqiien-
cies en solucio (per exemple, Agilent Sure
Select), etc. Pero aqui sens planteja un nou
problema, ja que si la regid enriquida és
molt petita no s’aprofita tota la capacitat del
seqlienciador i el preu resultara prohibitiu.
Per tant, un dels reptes més importants en
l'aplicaci6 de la NGS a aquestes malalties és
la cerca d’estrategies que permetin mesclar
un gran nombre de mostres de diferents pa-
cients i seqiienciar-les simultaniament. Ara

bé, després de la seqiienciacié en parallel,
és necessari poder diferenciar d’alguna ma-
nera a quina mostra pertany cada seqiien-
cia obtinguda. Per abordar aquesta qiiestio,
el metode més estes consisteix a indexar les
mostres amb un «codi de barres» molecu-
lar (seqiiencies curtes afegides als extrems
dels fragments de DNA). Aquest procés
es fa habitualment durant la construccio
de les biblioteques, un pas fonamental en
la preparaci¢ de la mostra abans de la se-
qlienciaci6. Una alternativa desenvolupada
recentment, basada en la tecnologia de mi-
crofluids (Fluidigm Corporation), s’ha mos-
trat com una excellent eina per construir
les biblioteques a la vegada que s’incorpora
el «codi de barres» molecular a cada mos-
tra a un preu raonable (Grossmann et al.,
2011). Aquest detall és particularment im-
portant, ja que la preparacié de les biblio-
teques és un dels passos més costosos en el
procediment complet de la NGS. En conclu-
sio, i tenint en compte la progressio tecno-
logica dels ultims anys, podem afirmar que
es comencen a establir les bases perque pro-
perament el diagnostic molecular de moltes
malalties monogeniques mitjangant la NGS
s’incorpori a la rutina clinica i reemplaci, en
bona part, la seqiienciaci6 tradicional.

Diagnostic de malalties monogeniques
rares en les quals no es coneix
el gen responsable

Des de l'aparicié de la NGS, el ritme de
la identificacié de gens responsables de ma-
lalties genetiques rares ha augmentat consi-
derablement, circumstancia que previsible-
ment continuara durant els proxims anys.
La utilitat de la NGS en la cerca del gen o
gens responsables d’aquestes malalties és
evident, ja que és una tecnologia que ens
permet seqiienciar el genoma o I'exoma de
I'individu afectat, encara que aquesta no és
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una tasca senzilla. El genoma huma con-
té al voltant de 23.000 gens que s’estenen
al llarg de 3.000 milions de parells de ba-
ses. Només 1'l % del nostre genoma es tra-
dueix en cadenes d’aminoacids que donen
lloc a les proteines, i és aquesta part del ge-
noma, anomenada exoma, on es produeixen
la gran majoria de mutacions responsables
de les malalties hereditaries que coneixem.
Per tant, seqiienciar inicament els trenta
milions de bases de I'exoma sembla una es-
trategia logica en la recerca inicial dels de-
fectes responsables d’aquest tipus de malal-
ties. Per capturar o enriquir I'exoma s’han
adaptat amb exit sistemes com els esmen-
tats abans que es basen en la hibridacié del
DNA genomic fragmentat en oligonucleo-
tids immobilitzats sobre microxips (Nim-
blegen) o en solucié (Agilent Sure Select).
De fet, aquesta aproximacié ha mostrat un
considerable éxit en la identificacio del gen
responsable de malalties mendelianes quan
es disposa de més d'un individu afectat no
emparentat o l'evidéncia de lligament en al-
menys una familia. Fins i tot, s’ha aconse-
guit identificar la causa de malalties molt
rares a partir de la seqiienciacié de l'exo-
ma de només un pacient (Choi et al., 2009;
Vissers et al., 2010). No obstant aix0 i enca-
ra que els resultats son esperangadors, re-
sulta dificil predir la taxa d’exit que aques-
ta estrategia pot assolir en un entorn clinic
en el qual s’'incloguin pacients amb un am-
pli ventall de manifestacions fenotipiques
(Need et al., 2012).

Diagnostic de malalties monogéniques
causades per multiples gens

Algunes malalties monogeniques com el
retras mental, la sordesa, la cardiomiopa-
tia familiar i la retinitis pigmentosa, entre
d’altres, poden ser causades per mutacions
en desenes o centenars de gens diferents.
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El diagnostic molecular per a aquestes ma-
lalties es basa fonamentalment en l'anali-
si seqiiencial dels gens potencials impli-
cats mitjancant la técnica de seqiienciacio
convencional de Sanger. Ates que aixo re-
presenta un treball feixuc i costds, aquesta
estrategia habitualment no és capag de sa-
tisfer les necessitats diagnostiques d’aquest
tipus de trastorns. Laparicié6 de la NGS
ha permes el desenvolupament de meéto-
des per analitzar simultaniament multiples
gens, i en resulta un diagnostic a un preu
assequible. Malgrat que aquestes aproxi-
macions no han estat incorporades integra-
ment en la prestacié de serveis clinics, pre-
visiblement s’incorporaran en els propers
anys (O’Sullivan et al., 2012). Com a exem-
ple del potencial i viabilitat de la NGS en el
diagnostic de trastorns geneéticament hete-
rogenis en podem destacar l'aplicaci6 a la
retinitis pigmentosa. En aquest cas, les pro-
ves convencionals sén nomes aplicables a
una petita part dels pacients amb la malal-
tia i permeten identificar les mutacions en
menys del 25 % dels individus avaluats. En
canvi, la seqiienciacié simultania mitjan-
cant la NGS de 105 gens, que se sap que han
mutat en alguna de les formes de retinitis,
augmenta la taxa d’identificacié de muta-
ci6 fins al 50-55 % (O’Sullivan et al., 2012).
D’igual manera, la seqiienciacié de I'exoma
s’ha plantejat com una alternativa al diag-
nostic molecular de rutina en aquest tipus
de malalties i podria augmentar encara més
l'eficiencia en la identificaci6 de la mutacid
responsable en cada familia. La detecci6
per NGS de variants patogeniques respon-
sables d'un trastorn geneticament hetero-
geni com la retinitis pigmentosa no és més
que el procediment paradigmatic a seguir
en altres malalties causades per multiples
gens. Una vegada posada a punt, l'estrate-
gia és aplicable a la majoria de families que
pateixen la mateixa malaltia.
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Estudi de la base genética de malalties
poligéniques complexes i susceptibilitats

Alguns trastorns, com l'osteoporosi, l'ar-
trosi, la diabetis o la hipertensié arterial,
tendeixen a ser més freqiients en determi-
nades families, cosa que en reflecteix el
component hereditari, encara que el risc
de patir-los no s’explica per l'alteracié d'un
sol gen. Per aix0 la denominacié de malal-
ties poligéniques o complexes. Durant els dar-
rers anys, I'aproximaci6 al coneixement de
les causes ultimes d’aquestes malalties s’ha
dut a terme fent Us dels estudis d’associa-
ci6 del genoma complet o GWAS (Genome
Wide Association Study), que han permes
identificar locus o regions del genoma asso-
ciats amb trastorns freqiients com ara l'es-
quizofrenia, la depressid, la hipertensid, el
trastorn bipolar, la malaltia de Crohn, l'ar-
tritis reumatoide i la diabetis, entre d’altres.
En els estudis de GWA s’utilitzen general-
ment microxips de SNP (single nucleotide
polymorphisms) i sanalitzen milers de mos-
tres d’individus diferents. L'enfocament
més comu dels estudis GWA és el que com-
para dos grans grups de persones, un grup
control sa i un grup de casos afectats per
alguna malaltia. Es fa el genotipatge d'un
nombre de SNP variable segons l'estudi,
habitualment al voltant del milio, i I'objec-
tiu final és tractar de trobar diferencies en
les freqiiencies alleliques dels SNP d’amb-
dos grups i que aixd marqui una associacio
amb un gen o regi6é genomica que després
s’haura d’estudiar.

Malgrat que els microxips sén un potent
instrument d’investigacié, hi ha una cer-
ta resisténcia a acceptar-los com una eina
de diagnostic a causa de la complexitat en
l'analisi de les dades, la manca de fiabilitat
en la interpretacio i la validaci¢ insuficient.
Fins i tot, la utilitzacié6 de microxips amb
milions de sondes només permet identifi-
car associacions amb variants molt comu-

nes, ja que els SNP utilitzats son els descrits
en estudis previs com a més freqiients en
les poblacions. A més, els algorismes esta-
distics per determinar les associacions so-
lament son valids utilitzant polimorfismes
amb freqiiencies elevades. A aquest mo-
tiu s’ha atribuit que els resultats dels grans
estudis de GWA no hagin ofert una infor-
macié tan util com s’esperava. En aquesta
etapa pot tenir molt a dir la NGS, ja que la
seva naturalesa no esbiaixada i l'alta cober-
tura que ofereix permeten analitzar no no-
més les variants més comunes, sind també
les variants més rares i no tnicament del
tipus SNP. Aquests detalls son crucials, ja
que avui coneixem que multiples variaci-
ons rares amb un petit efecte actuen con-
juntament per donar lloc al fenotip carac-
teristic. D’altra banda, per als trastorns més
comuns, hi ha un ampli ventall de simpto-
mes, susceptibilitats i capacitats de respos-
ta a la terapia que probablement resulten de
la conjuncid tnica del genotip de I'indivi-
du i el medi ambient. Unicament tecnologi-
es com la NGS tenen una resolucié suficient
per detectar les subtils variacions geneti-
ques responsables d’aquests trets diferen-
cials. Es en aquest context on la medicina
personalitzada propiciada pels sistemes de
NGS representa una eina fonamental per
poder portar a terme l'analisi d’alta resolu-
ci6 per a la identificacié dels gens associats
a malalties complexes (Desai i Jere, 2012).

Aplicacions de la NGS en el diagnostic,
pronostic i terapia del cancer

Ates que el cancer és una malaltia gene-
tica hereditaria o desencadenada per mu-
tacions somatiques, les noves tecnologies
de seqiienciacié del DNA tenen un impac-
te significatiu en la deteccid, control i trac-
tament de la malaltia. En aquest sentit, hi
ha esforcos generalitzats per al desenvolu-
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pament de protocols basats en la NGS que
permetran catalogar les mutacions respon-
sables de multiples tipus de cancer, fet que
es traduira en el descobriment de noves di-
anes diagnostiques, pronostiques i terapeu-
tiques. Aixi mateix, €s esperable que en els
proxims anys la informacié procedent de la
seqlienciacio completa de genomes s’incor-
pori cada vegada més als assajos clinics en
oncologica, i els resultats obtinguts mitjan-
cant la investigacid genomica haurien de
traduir-se en una millora en la practica cli-
nica.

Actualment la NGS ja és una reali-
tat pel que fa al diagnostic clinic de ruti-
na, com per exemple en la seqiienciacio de
gens d’alta penetrancia en cancer familiar
(BRCA1, BRCA2, APC, els gens de repara-
cié del DNA, etc.), que estan indicades en
persones considerades d’alt risc per la se-
va historia familiar i clinica. La introduccio6
de la NGS suposa un important estalvi dels
costos de diagnostic gracies a la seqiiencia-
cié simultania de multiples gens i mostres,
que redueix els temps de resposta de me-
sos a setmanes. Un impacte positiu imme-
diat de la reduccio del cost de les proves ge-
netiques per a malalties com el cancer de
mama i d’ovari és que molts dels individus,
que actualment no compleixen amb els es-
trictes criteris per a la inclusi6 en les pro-
ves genetiques, podran ser analitzats en un
cribratge menys restrictiu. En aquest sentit,
cal destacar que amb els criteris actuals al
voltant del 30-50 % dels individus amb mu-
tacié no tenen una historia familiar signi-
ficativa per justificar la prova (Meldrum et
al., 2011). D’altra banda, els gens menys fre-
qlientment implicats en sindromes de can-
cer familiar, i que no sén testejats amb re-
gularitat, també podrien incloure’s en el
cribratge genetic rutinari per coneixer si el
risc pot atribuir-se a mutacions en aquests
gens.

Un altre paper important de la NGS en
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oncologia el trobem a escala terapéutica.
Actualment hi ha una seérie de terapies di-
rigides per a diversos tipus de cancer com
el melanoma, el cancer de pulmé o el can-
cer colorectal. L'exit d’aquests tractaments
depen, en un alt grau, del perfil genetic del
tumor tractat, i ja es coneixen diverses mu-
tacions en determinats gens predictives de
I'éxit o fracas d'un farmac concret. A més,
és probable que les mutacions somatiques,
ja siguin primaries o adquirides, també pu-
guin contribuir com un mecanisme de re-
caiguda de la malaltia. Per exemple, s’ha
descrit la mutacié p.Thr790Met en el gen
EGFR com un factor de resistencia per a te-
rapies dirigides amb potencial per predir
la probabilitat de recaiguda. Per tant, el se-
guiment mitjangant NGS de la resposta de
la malaltia a la terapia, per detectar la re-
sistencia emergent, i les proves genetiques
concomitants per a la deteccié de muta-
cions de novo, probablement formaran part
de moltes estrategies terapeutiques futures
(Meldrum et al., 2011).

D’altra banda, es comencen a coneixer
els primers resultats de la utilitzacié clini-
ca de la NGS de panells de multiples gens
en mostres tumorals de pacients. Per exem-
ple, un estudi recent ha reportat 1'is de la
seqlienciacio massiva parallela de 138 gens
especifics en mostres de melanoma que ha
permes descobrir un nou mecanisme de re-
sistencia adquirida en l'inhibidor de RAF
PLX4032 (Wagle et al., 2011). No obstant ai-
x0, la seqilienciacié de mostres tumorals
planteja dificultats en la interpretacio de les
noves troballes en la practica clinica, ja que
l'analisi bioinformatica de les dades de se-
qlienciacio d’especimens tumorals és espe-
cialment complexa per les caracteristiques
inherents de les mostres: aneuploidia, hete-
rogeneitat i la contaminacié potencial amb
teixit normal. Per aquest motiu, l'elaboracié
de bones bases de coneixement dels gens i
les mutacions que confereixin resisténcia
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a un agent diana terapeutic sera transcen-
dental per a la interpretacio dels resultats
de la seqiienciaci¢ i el desenvolupament de
terapies combinades eficaces (Meldrum et
al., 2011).

Finalment, encara que aquest capitol es-
ta dedicat a les aplicacions cliniques de la
NGS, volem fer esment de la importancia
de l'epigenetica, que, malgrat no tenir una
aplicacié rutinaria, molt probablement en
els propers anys gaudira daquest paper
en el camp de l'oncologia. El terme epige-
neética es refereix normalment a modifica-
cions bioquimiques reversibles del DNA i
proteines associades (com les histones) que
afecten la modulacié de l'expressio genica
sense alteracio directa de la seqiiencia del
DNA. Entre aquestes, la metilacié del DNA
és una de les més estudiades i amb més im-
plicacions regulatories. Les anomalies epi-
genetiques, com la metilacié aberrant de
les illes CpG, s’hereten a través de les di-
visions cellulars i tenen un paper impor-
tant en la carcinogenesi. Lepigenetica va
ser una de les primeres disciplines a treu-
re profit del desenvolupament de la NGS,
combinant-la amb metodes ja establerts per
capturar regions genomiques modificades
epigeneticament (Meaburn i Schulz, 2012), i
no sols centrant-se en la metilacié en CG, si-
no analitzant els patrons globals de metila-
ci6 que permet la NGS. A més dels estudis
individuals, la NGS ha permes donar im-
puls a grans consorcis internacionals com
I'International Human Epigenome Consor-
tium (http://www.epigenome.org), que contri-
buira al coneixement i la comprensid de les
funcions de l'epigenetica subjacents a les
malalties humanes. Es indiscutible que els
estudis epigenetics mitjangant la NGS ja te-
nen aplicacions multiples en el terreny de
la investigacié (Miyamoto i Ushijima, 2005).
Ara bé, probablement les primeres proves
rutinaries es desenvoluparan en l'ambit
de l'oncologia per a la deteccié de patrons

de metilacié aberrants amb distintes apli-
cacions practiques: per detectar les cellules
tumorals en mostres de biopsia o en el DNA
lliure en el plasma; per fer un pronostic de
resposta a la quimioterapia i a l'aparicié
d’efectes adversos; com a marcador associ-
at amb un risc o susceptibilitat al desenvo-
lupament d'un determinat cancer (Brosnan
i lacobuzio-Donahue, 2012).

Aplicacions de la NGS en microbiologia

Probablement la microbiologia clinica
és una de les especialitats que més rendi-
ment esta obtenint de les noves tecnologies
de seqiienciacio. Comencem per dir que la
seqiienciacié massiva de microorganismes
ha revolucionat la identificacié bacteriana i
fungica, i ha permes millorar el diagnostic
de moltes malalties infeccioses, perd tam-
bé té altres aplicacions de diversa naturale-
sa, com ara la seqiienciaci6 d’alt rendiment
de genomes complets, el descobriment de
nous bacteris i virus mitjangant aproxima-
cions metagenomiques, la investigacié de
les comunitats microbianes en el medi am-
bient i en el cos huma en contextos de salut
i de malaltia, 'analisi de la variabilitat del
genoma viric en 'hoste, el monitoratge ul-
trasensible de resistencia a farmacs antivi-
rics, la recerca de la diversitat virica i I'ava-
luacié del viroma huma (Barzon et al., 2011).
Es impossible descriure totes aquestes apli-
cacions en poques linies, de manera que
ens limitarem a comentar només alguns
exemples illustratius.

En el camp de la virologia, I'esfor¢ de se-
qlienciaci6 s’ha centrat essencialment en
organismes de gran rellevancia clinica, i
disset dels vint virus seqiienciats sén cau-
sants de malalties en els éssers humans. La
informacié generada té repercussio en dife-
rents arees de la virologia, que van des del
diagnostic fins a la patogenesi, passant pel
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disseny de vacunes (Radford ef al.,, 2012).
Un dels millors exemples de l'aplicaci¢ cli-
nica de la seqiienciacié massiva en aquest
camp és la caracteritzacid de quasiespecies
viriques en mostres de pacients infectats. El
terme quasiespécie fa referéncia a la comple-
xitat genotipica de les poblacions viriques
deguda a les altes taxes de mutacidé inhe-
rents a la replicacié dels virus RNA. Aixo
dona lloc que diferents versions del geno-
ma del virus, amb només lleugeres varia-
cions en la seqiiéncia, es trobin presents
en un mateix individu en un moment de-
terminat. Aquesta naturalesa plural de les
poblacions viriques les permet adaptar-se
rapidament als canvis de l'entorn mitjan-
cant la replicacio selectiva de variants amb
una millor condicié per al nou escenari. Per
tant, una caracteritzacié precisa de les qua-
siespecies en mostres de pacients és critica,
ja que de la composicié d’aquestes depen-
dra l'evolucid virica, la viruléncia, l'evasid
enfront la resposta immunitaria, el disseny
de vacunes i la resistencia als farmacs an-
tivirics (Barzon et al., 2011). Prenent com a
exemple aquesta darrera caracteristica, po-
dem esmentar que el metode de referen-
cia per detectar la resistencia als farmacs
del VIH deguda a mutacions concretes és
la seqiienciacié convencional directa de RT-
PCR. Una limitacié important d’aquest me-
tode és la seva ineficacia per detectar va-
riants presents en la quasiespécie en menys
dun 20-25 %. Aix0 és especialment nega-
tiu, ja que diversos estudis han demostrat
que aquestes variants resistents no detec-
tades sén clinicament rellevants i sovint
responsables del fracas d'una nova pau-
ta de tractament antiretroviric. Per contra,
la caracteristica d’amplificacié clonal de la
NGS, unida a la profunditat de seqiiéncia
a la qual pot arribar, permet detectar va-
riants extremament poc representades en
la poblacid, fet que la fa idonia per portar
a terme la caracteritzacié de les quasies-
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pecies de manera senzilla, rapida i econo-
mica.

Una altra aplicacio practica de la NGS,
amb un gran impacte en el camp de la mi-
crobiologia, és l'estudi de la diversitat mi-
crobiana de mostres ambientals i cliniques.
El microbioma huma és el conjunt dels mi-
croorganismes, els seus genomes i les in-
teraccions d’aquests amb l'ambient en que
viuen. Una eina fonamental per estudiar-
lo és la metagenomica o l'analisi, mitjan-
cant les noves tecnologies de seqiienciacio,
del genoma dels organismes duna pobla-
cié sense necessitat d‘aillar i cultivar ca-
dascun d’aquests organismes. L'objectiu en
aquest cas no és el d’obtenir informacio re-
lativa a la bioquimica o al metabolisme de
I'organisme, sind més aviat 'obtencié d’em-
premtes especifiques que permetin identi-
ficar les especies presents en la mostra, es-
tablir-ne el nombre aproximat i deduir la
distancia genetica que les separa. La me-
tagenomica serveix també per estudiar la
resposta d'una comunitat de microorganis-
mes davant determinats factors i per com-
provar com es modifica el conjunt de ge-
nomes d’aquesta comunitat en resposta a
diferents estimuls o malalties. Per exemple,
se sap que els canvis en les comunitats mi-
crobianes al cos estan estretament relacio-
nats amb la funcio del sistema immunitari,
l'obesitat o el cancer. Sobre la base d’aquesta
aproximacio, el 2007 els instituts nacionals
de la salut (NIH) dels Estats Units es van
embarcar en el Projecte Microbioma Hu-
ma (Human Microbiome Project o HMP) i
el 2008 la Comissié Europea i la Xina van
crear el seu homoleg, MetaHIT (Metageno-
mics of the Human Intestinal Tract).

Lobjectiu de 'HMP és obtenir un mapa
complet del microbioma huma, i per ai-
x0 sanalitzen els gens de la microflora
intestinal, la flora de la cavitat bucal i
vaginal i els microorganismes que es troben
a la pell. Els investigadors ja han pogut



40 F. VIDAL

estimar que més de deu mil especies de
microorganismes viuen en associacié amb
els éssers humans. Anteriorment tan sols
uns pocs centenars despecies de bacteris
havien estat identificats. Tenint en compte
que actualment estan en marxa al voltant
de mil projectes de seqiienciaci6 de bacteris
en diferents graus de desenvolupament,
encara estem lluny de cobrir I'amplitud de
la diversitat filogenetica del microbioma
huma. Aixi mateix, han posat de manifest
que cada indret del cos huma té la seva
propia «signatura» de microorganismes i
que la diversitat taxonomica i genética és
més gran en les mostres de dents i femta,
intermedia en pell i en la superficie interna
de la galta, i baixa en les mostres vaginals.
Per la seva banda, el projecte MetaHIT
té com a objectiu tractar de trobar associa-
cions entre gens del microbioma intesti-
nal i la malaltia, centrant-se especialment
en dues arees amb un creixent interes cli-
nic a Europa: l'obesitat i la malaltia infla-
matoria intestinal. Els primers resultats pu-
blicats d’aquest projecte mostren troballes
sorprenents. Després d’analitzar la flora in-
testinal de gairebé dues-centes persones de
sis nacionalitats diferents, els investigadors
del projecte esperaven trobar diferencies en
el microbioma segons races, nacionalitats,
entorn o tipus de dieta. Per contra, els re-
sultats han agrupat els humans (indepen-
dentment de la seva procedencia) en tres
grans grups, segons el bacteri dominant. Es
aquest bacteri el que determina quines al-
tres especies hi conviuen i, per tant, quines
altres especies conformen el microbioma
d'un individu (Arumugam et al., 2011). Els
resultats d'ambdds projectes representaran
un primer pas per a l'enteniment de com el
microbioma huma contribueix i es correla-
ciona amb diferents aspectes de la salut i la
malaltia, de manera que, en el futur, l'ana-
lisi del microbioma de cada individu sigui
un parametre biometric d’utilitat clinica.

Diagnostic prenatal no invasiu

El diagnostic prenatal no invasiu (DPNI)
consisteix a fer el diagnostic prenatal a par-
tir de mostres de DNA fetal lliure en plas-
ma de dones gestants, i actualment és un
dels camps en que la NGS té un potencial
extraordinari. El descobriment el 1997 de
la presencia de DNA fetal lliure en el plas-
ma matern va obrir noves possibilitats per
a l'estudi molecular d’aquest DNA o de les
cellules fetals mateixes en sang materna (Lo
et al., 1997). Durant els primers anys, la in-
vestigacio en aquest camp es va centrar en
el desenvolupament de proves de determi-
naci6 de I'Rh del fetus (deteccio del gen D)
per evitar la malaltia hemolitica del nounat
o de determinacié del sexe fetal (deteccio
del cromosoma Y) per a malalties lligades
al sexe. E1 DPNI és un camp d’investigacié
de gran interes i llarg recorregut i, malgrat
que encara esta en procés de desenvolupa-
ment, en el futur sera una realitat que evi-
tara el diagnostic prenatal mitjangant pro-
cediments de risc (Lo, 2012; Metzker, 2010).

S’ha iniciat el cami per poder portar a ter-
me el DPNI d’aneuploidies cromosomiques
i malalties monogeniques mitjangant meto-
des basats en la NGS. El 2007 es va demos-
trar que els metodes que permeten analit-
zar i comptabilitzar molécules individuals
de DNA s6n capaces de detectar la presen-
cia d'una trisomia fetal, sempre que el nom-
bre de molecules analitzades sigui suficient.
Encara que el DNA fetal representa una pe-
tita fraccid del DNA present en el plasma
matern, gracies al rendiment de la NGS mi-
lions de molecules duna regié de DNA es
poden seqiienciar facilment de manera in-
dividual. D’aquesta manera, és possible de-
tectar directament una aneuploidia fetal a
partir d'una quantificacio precisa de les se-
qliencies totals (fetals + maternes) del cro-
mosoma aneuploide i determinar si estan
excessivament o insuficientment represen-
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tades en comparacié amb les seqiiencies
d’altres cromosomes. Amb aquesta aproxi-
macid, la NGS ha permes fer DPNI de fetus
amb trisomies 13, 18 i 21.

D’altra banda, tot apunta que la tecnolo-
gia de referéncia per al DPNI de malalties
monogeniques es basara també en meéto-
des d’analisi d’'una sola molecula, com ara
la PCR digital (Tsui et al., 2011) o la NGS (Lo,
2012). Per exemple, la NGS es pot aplicar al
diagnostic de malalties monogeniques he-
retades per via paterna, ja que l'allel fetal
procedent del pare portador de la mutacio6
no esta present en el genoma matern i es
pot diferenciar facilment en el plasma de la
gestant mitjancant seqiienciacié massiva de
la regi6 corresponent. Fins i tot, en els casos
més complexos, com son les malalties lliga-
des al sexe, en les quals és la mare la que
transmet la mutacio6 al fetus, hi ha aproxi-
macions alternatives. Lestrategia utilitzada
en aquest cas és la denominada dosi relativa
de mutaciéo (DRM), que es basa en una quan-
tificacié molt precisa dels allels mutant i
salvatge en el plasma de les dones hetero-
zigotes gestants de fetus masculins. Lallel
trobat més freqiientment indicara quin és el
genotip del fetus.

Aixi doncs, quan la detecci6 rutinaria de
mutacions puntuals o aneuploidies a partir
de plasma matern estigui suficientment va-
lidada, permetra obviar I'amniocentesi o la
biopsia de vellositats corials, fet que supo-
sara una revolucié sense precedents en el
camp del diagnostic prenatal.

Tipificacio HLA per al trasplantament
allogénic d’organs i de cellules
progenitores

El sistema HLA (human leukocyte anti-
gen) és el sistema genetic més polimorfic en
els éssers humans. Esta implicat en el re-
coneixement immunitari i en la senyalitza-
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cié entre cellules, i la seva tipificacio és fo-
namental per determinar la compatibilitat
existent entre el donant i el receptor, con-
dici6 imprescindible per a l'exit del tras-
plantament allogenic d’organs i de cellules
progenitores. La combinacié dels nombro-
sos polimorfismes dels diferents gens que
formen el sistema HLA déna lloc a milers
d’allels, que es classifiquen en grups. La ti-
pificacio es pot fer a diferents resolucions
en funcid de si Gnicament s’identifica el
grup (baixa resolucid) o es determina l'al-
lel individual (alta resolucid). Inicialment la
identificacié dels polimorfismes de I'HLA
es va fer mitjancant 1'ds de tecniques se-
rologiques, pero a partir del desenvolupa-
ment de la PCR els metodes basats en I'am-
plificacié del DNA han predominat en els
laboratoris d’histocompatibilitat. Lanalisi
del DNA genomic és més exacta i reprodui-
ble, i ofereix més flexibilitat i resolucid. Ac-
tualment s'empren diverses técniques ba-
sades en el DNA (Dunn, 2011), incloent-hi
la PCR de primers especifics de seqiiencia
(PCR-SSP), la PCR de sondes d’oligonucleo-
tids de seqtiiencia especifica (PCR-SSOP), la
tipificacié basada en seqiiencia (PCR-SBT) i
la PCR a temps real (RT-PCR). Totes sén ex-
tremament utils, pero, alhora, totes tenen
desavantatges. Es un consens que la tipifi-
cacié de baixa resolucié no és suficient per
al trasplantament i resulta en més morta-
litat, aixi com en una malaltia de l'empelt
contra I'hoste més aguda, i disminueix les
possibilitats d’exit del trasplantament. Per
tant, actualment es persegueix la tipificacié
d’alta resoluci6 segons dues vies alternati-
ves: una €s a partir d'una aproximacio pre-
liminar de baixa resolucié que després es
completa seleccionant sondes i primers es-
pecifics per al genotipatge d’alta resolucio.
Laltra és la seleccio de la seqiienciacié com
a metode inicial, complementant-la a con-
tinuacio amb PCR-SSP o PCR-SSOP per re-
soldre les ambigiiitats. Per tant, la combi-
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nacid de tecniques actuals per resoldre les
ambigiiitats no només és laboriosa sino6
també costosa i lenta.

Afortunadament, la recerca de noves ma-
neres de treballar amb el creixent nombre
d’allels descrits i la complexitat de la reso-
lucié d’aquests allels ha donat lloc a publi-
cacions recents que demostren la utilitat de
la NGS en la tipificacio6 HLA d’alta resolu-
ci6 i d’alt rendiment sense els problemes ex-
perimentats amb altres metodes (Gabriel et
al., 2011). Practicament tots aquests treballs
es basen en 1'tis de la plataforma GS-FLX de
Roche, fonamentalment a causa de la lon-
gitud de lectura aconseguida (200-400 pb),
considerablement més gran que l'obtingu-
da amb les altres plataformes. Aquesta lon-
gitud de lectura, juntament amb l'amplifi-
caci6 clonal, permet eliminar gran part de
les ambigitiitats de fase trobades en la PCR-
SBT mitjancant el metode de Sanger. Per
tant, és imminent la tipificaci6 de I'HLA
per NGS, pero encara és necessari introduir
algunes millores en el processament, en el
programari i en els reactius utilitzats abans
que es pugui implementar en el diagnos-
tic de rutina. En aquest sentit, els nous se-
qlienciadors de sobretaula esmentats abans
sembla que poden ser els més adequats des
del punt de vista economic i per la possi-
bilitat de dissenyar un procediment de tre-
ball totalment automatitzable. De la matei-
xa manera, la flexibilitat d’aquestes noves
plataformes permetra una transicié senzi-
lla des de les aplicacions de seqiienciacio ja
existents, basades en l'electroforesi capillar
(Dunn, 2011).

ANALISI BIOINFORMATICA
DE LES DADES

No és necessari dir que el desenvolupa-
ment que ha experimentat la genetica en
les ultimes decades hauria estat impossible

sense el desenvolupament en parallel de la
informatica. Tampoc no cal esmentar que la
ingent quantitat de dades derivada de la se-
qiienciacié massiva d’individus i genomes
suposa un problema a I'hora d'emmagatze-
mar-les, tractar-les i comparar-les. Encara
que la discussid detallada de la bioinforma-
tica necessaria associada a la NGS queda fo-
ra dels objectius d’aquest capitol, no podem
deixar d’esmentar els problemes que supo-
sen alguns dels processos més delicats del
circuit d'analisi, com son la qualitat de se-
qliencia, l'alineament i 'anotacid, entre d’al-
tres. Aixi mateix, la manipulacié dels ar-
xius de sortida caracteristics, incloent tant
les lectures individuals com els seus alinea-
ments en seqiieéncies continues, pot ser un
repte a causa de la seva grandaria, sobretot
quan parlem d’exomes o genomes complets
(Radford et al., 2012). Podria dir-se que ara
és facil generar molts milions de bases de
seqliencia que superen la capacitat de com-
put de la majoria dels sistemes i que el repte
pot ser 1'iis eficient. Aquest escenari és molt
desitjable en el marc de la investigacié ba-
sica, en que l'atencid se centra en 'obtencio6
de tanta informacié com sigui possible sen-
se la restriccio del temps emprat a analitzar
les dades per obtenir resultats significatius.
Per contra, la gran quantitat de dades gene-
rades pot resultar un important obstacle en
el trasllat a la rutina clinica.

Des de l'analisi de només un gen en el
passat recent, passant per l'analisi de pa-
nells de multiples gens, fins a la seqiiencia-
ci6 de I'exoma o del genoma complet, hem
vist com la complexitat de la tecnologia i
la bioinformatica augmentaven especta-
cularment i les seves aplicacions cliniques
han demostrat ser més complicades del
que es plantejava inicialment. El cost de
la infraestructura informatica i de la ma
d’obra altament qualificada és enorme i fins
i tot inassequible per a petits laboratoris de
diagnostic. El preu d’administrar, emma-
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gatzemar i analitzar dades de NGS es dispa-
ra facilment en centenars de milers d’euros
i actualment sembla un obstacle greu per
a la implementacié de sistemes de NGS en
la rutina clinica (Desai i Jere, 2012; Guigé,
2012). Per tant, en la transicio de la NGS cap
a la clinica, un dels reptes principals és la
simplificacié de l'analisi de la gran quanti-
tat de dades generades per obtenir informa-
cid atil de manera eficient, la simplificacié
del procés d’identificacié de les mutacions/
variacions i també l'aplicacié en el labora-
tori de rutina feta per persones sense una
formacié bioinformatica excepcional. Si
aconseguim caminar en aquesta direccio,
comengarem a extreure un benefici extra-
ordinari de les multiples aplicacions de la
NGS en la clinica, incloent-hi la seqiiencia-
cid rutinaria del genoma.

PERSPECTIVES DE FUTUR

Totes les aplicacions esmentades fins aqui
son només el principi. Limpacte de la NGS
en el diagnostic molecular i tot el que com-
porta en I'ambit de la salut humana evolu-
cionara durant les proximes decades a una
velocitat dificilment predictible ara mateix.
Com ja s’ha comentat anteriorment, encara
estem assimilant I'impacte de la denomina-
da seqgiienciacié de nova generacid, mentre les
plataformes de tercera generacié comencen
a mostrar les seves potencialitats. D’acord
amb les estimacions de la revista Nature,
per a finals de l'any 2012 s’espera que en el
mon s’hauran seqiienciat cent mil genomes
humans complets («<Human genome: geno-
mes by the thousand», Schadt et al., 2010).
Cal recordar que només ha passat una de-
cada des de la finalitzacié del Projecte Ge-
noma Huma i abans d’aquesta data el nom-
bre de genomes seqiienciats era zero. Unes
poques dotzenes el 2009, 2.700 'any 2010 i
30.000 a la fi de 2011. A aquest ritme expo-
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nencial, per a l'any 2020 podria ser facti-
ble, almenys matematicament, descodificar
el DNA de cada membre de la humanitat
en només 12 mesos. Aixi com qualsevol PC
portatil actual té la capacitat dels grans or-
dinadors centrals de fa poques decades, és
previsible que la seqiienciacié del genoma
complet estara aviat accessible i assequible
per a qualsevol persona en el nostre entorn.
La capacitat demmagatzemar tota aques-
ta informaci6é de manera eficient ha millo-
rat ostensiblement durant els tltims anys.
De fet, avui es podria emmagatzemar la in-
formacio rellevant del genoma propi en so-
lament unes poques megabases i tenir-la
allotjada en el ntivol, i és molt probable que
en pocs anys la majoria de nosaltres tin-
guem la nostra propia informacié genetica
en lloc segur per un cost modest. Un pro-
blema diferent és la interpretacié d’aques-
tes dades, que de moment resulta extrema-
ment complexa quan es tracta d’analitzar
malalties i caracters multifactorials o sus-
ceptibilitats i predisposicions genetiques
enfront de determinats factors o variables
mediambientals. Sens dubte, aquesta inter-
pretacio millorara en els proxims anys, una
vegada que tinguem milions de genomes
sequenciats, a mesura que es vagin conei-
xent més dades sobre la variabilitat gene-
tica humana i es desenvolupin algorismes
apropiats per esbrinar que signifiquen en
realitat cadascuna de les variacions pobla-
cionals i individuals (actualment n’hi ha
descrites més de vint-i-dos milions). El rep-
te futur i I'oportunitat per a organismes pu-
blics i empreses privades es trobara en el
desenvolupament d’aquests algorismes a
mida per a determinades malalties o con-
dicions. Si l'obtenci6 de la seqiiencia del ge-
noma €s la primera etapa, desxifrar-la és la
segona. La gran conseqiiéncia segiient se-
ra sens dubte el veritable desenvolupament
de la medicina predictiva i personalitza-
da. Aquests conceptes, dels quals s"ha abu-
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sat considerablement en el passat, és molt
probable que, ara si, estiguin a les portes de
convertir-se en una realitat; si més no s’es-
tan establint les bases perque sigui possi-
ble des del punt de vista tecnologic. De fet,
tal com s’ha apuntat, en especialitats com
I'oncologia o la virologia comenca a ser una
realitat quan el perfil genetic del pacient o
del virus s’utilitza per a la prescripcio del
farmac més adequat en determinats proces-
sos tumorals o infecciosos. La seqiienciacié
de gens individuals i I'ds de xips de DNA
en les proves genetiques sera reemplagat en
la proxima decada per la seqiienciacié del
genoma complet, i quan aix0 succeeixi, la
medicina predictiva comengara a arribar al
seu ple potencial.

Es evident que la NGS i la seqiienciaci6
de I'exoma o del genoma complet é€s una ei-
na prometedora amb un gran potencial per
millorar 'assisténcia sanitaria i la salut hu-
mana en general i, especialment, per pre-
venir malalties en les persones amb certes
predisposicions de base genetica. No obs-
tant aixo, també planteja importants consi-
deracions etiques que haurien de tenir-se
en compte analitzant-les des de diferents
punts de vista. Lestudi genetic d’humans
sempre ha estat controvertit des del punt
de vista etic i legal: la preocupacié pel con-
sentiment informat, el perill d’estigmatitza-
cidé (és a dir, a ser jutjat o etiquetat com a
conseqiiencia dels resultats de proves ge-
netiques), la privacitat (tant individual com
de grup), els interessos d’entitats patro-
nals i asseguradores, la discriminacié de-
guda a les caracteristiques genetiques, etc.
Totes les qiiestions plantejades per les tec-
nologies anteriors s'exacerben amb l'apari-
cié de la NGS, i a més planteja noves po-
lemiques. Encara més, des del moment que
es pot arribar a considerar la seqiienciacio
d’exomes o genomes complets com a me-
tode de diagnostic genetic d’aplicacié uni-
versal, en lloc de la seqiienciacié de regions

discretes del genoma. En terme mitja, ca-
da persona és portadora aproximadament
de 250 a 300 variants amb perdua de fun-
ci6 en gens anotats i de 50 a 100 variants
préviament descrites com a causants de
malalties hereditaries (Genomes Project,
2010). Per tant, la seqiienciacié d’exomes o
genomes no només revela la mutaci6 cau-
sant de la malaltia, sind que també pot po-
sar de manifest mutacions causants d’altres
malalties monogeniques o factors genetics
de risc per a malalties complexes. Ates que
és molt probable que en un futur no gaire
llunya aquest tipus d’aproximacions sigui
d’aplicaci6é generalitzada en la poblacié, la
polémica classica sobre el dret a no saberia
no ser discriminat a causa de les caracteris-
tiques genetiques es torna a plantejar. Una
solucié a aquesta qliestiéo implicaria trac-
tar les dades genetiques com qualsevol al-
tre tipus d’informacié personal, el propie-
tari de la qual és la propia persona. Ates
que les dades de seqiiéncia sense una in-
terpretacié no tenen valor clinic rellevant,
Unicament s’haurien d’analitzar les dades
corresponents als gens o regions necessa-
ris per portar a terme el diagnostic requerit
en un moment determinat i descartar o em-
magatzemar les dades de la seqiiéncia irre-
llevants, fins a usos futurs amb el consen-
timent explicit de la persona. No obstant
aix0, es pot presentar una segona polemi-
ca, ja que el dret de la persona a no saber
pot desencadenar que la seva descendencia
pateixi malalties genetiques que es podrien
haver evitat en cas d’haver estat informat.
Per tant, la nova qtiestio és si la informacié
genetica és propietat de I'individu o de to-
ta la familia, incloent-hi els que encara no
han nascut. No és 'objectiu d’aquest capitol
debatre exhaustivament sobre les diferents
qliestions etiques i legals que es planteja-
ran, pero és necessari posar en relleu que la
transicié a una nova etapa en la investiga-
ci6 centrada en el genoma en el seu conjunt
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comporta qiiestions etiques cada vegada
més abundants i més complexes, i els comi-
tes etics son i continuaran sent cada vegada
més cridats a revisar l'etica de la investiga-
ci6 que implica 1'ts d’aquestes tecnologies
emergents en la investigacié amb éssers hu-
mans fins que els legisladors desenvolupin
un consens i una orientacio ética consistent
(Diamandis, 2009). Al fil d’aquestes consi-
deracions és dificil no recordar una de les
grans pellicules del cinema de ciencia fic-
cid: Gattaca, d’Andrew Niccol (1997). El pro-
tagonista, Vincent Anton Freeman, és un
individu «no valid» nascut amb un 99 %
de probabilitats de morir per fallada cardi-
aca i amb una esperanga de vida en néixer
de trenta anys, segons es despren de la in-
terpretacio de la seqiiencia del seu genoma.
Per aquest tinic motiu, se li nega la possibi-
litat de ni tan sols intentar convertir-se en
pilot espacial. No és previsible que la nos-
tra societat camini en aquesta direccio pe-
1o cal tenir en compte que el que I'any 1997
semblava molt llunya des del punt de vista
tecnic, esta convertint-se avui en una reali-
tat. No obstant els perills potencials, els be-
neficis que en general suposara tenir accés
ala seqliencia genomica propia per alis en
la gestio de la salut individual tenen un po-
tencial suficient per fer el treball que sigui
necessari per a la resolucio6 dels riscos étics
i les qiiestions legals que es puguin plan-
tejar. Superades aquestes consideracions, és
inqgiiestionable que en els proxims anys les
noves tecnologies de seqiienciacié tindran
un efecte transformador en la utilitzacio i
protagonisme de la informacié genética en
la rutina clinica que suposara un impacte
en la salut del segle xx1 sense precedents.
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