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RESUMEN

El perfil molecular de los gliomas permite garantizar la precisién del diagnéstico, informar
el prondstico e identificar opciones de tratamiento. Esta revision tiene como objetivo
exponer que con la secuenciacién de préxima generacién (NSG) el diagnéstico de los
pacientes con oligodendrogliomas puede ser mas exacto. Ademas, con un dispositivo
de diagnostico in vitro, basado en la NSG (F1CDx), en el que se utilizan los bloques de
parafina de gliomas para analizar hasta 395 genes relacionados con cancer (incluido
IDH 1y 2), se puede también informar la pérdida de la totalidad del brazo corto del
cromosoma 1y del brazo largo del cromosoma 19 (codelecion 1p/19q), a diferencia de
la hibridacion fluorescente in situ (FISH) que detecta desde la mas minima delecién, lo
cual los hace sensibles pero no especificos ya que el FISH es incapaz de distinguir entre
la pérdida de la totalidad del brazo del cromosoma y una delecion focal. Esta distincion
es importante ya que la sobrevida es inferior en tumores con delecién parcial en rela-
cién con los oligodendrogliomas, que tienen por definicién la pérdida total de ambos
cromosomas. Se hace también alusion a otras plataformas gendmicas como GlioSeq
y GLIO-DNA panel, que pueden cumplir la misma funcién. En conclusién, la F1CDx
puede determinar con precision 1p/19q con una concordancia del 96.7% frente a FISH.
Los casos en que el FISH dio positivo y no concordaban con F1CDx, era porque no se
trataba de oligodendrogliomas. F1CDx también analiza todos los genes que permiten
la aproximacion mas exacta al diagndstico de oligodendroglioma.
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ABSTRACT

Molecular profiling of gliomas helps ensure diagnostic accuracy, inform prognosis,
and identify treatment options. This review aims to show that with next generation
sequencing (NGS) the diagnosis of patients with oligodendrogliomas can be more
accurate. In addition, with an in vitro diagnostic device, based on NSG (F1CDx), in which
glioma paraffin blocks are used to analyze up to 395 cancer-related genes (including
IDH 1 and 2), itis also possible to report the loss of the entire short arm of chromosome
1 and the long arm of chromosome 19 (1p/19q codeletion), unlike fluorescence in situ
hybridization (FISH) that detects even the slightest deletion, making them sensitive but
not specific, as FISH is unable to distinguish between the loss of the entire arm of the
chromosome and a focal deletion. This distinction is important since survival is lower in
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tumors with partial deletion compared to oligodendrogliomas, which by definition have
the total loss of both chromosomes. Reference is also made to other genomic platforms
such as GlioSeq and GLIO-DNA panel, which can fulfill the same function. In conclusion,
the F1CDx can accurately determine 1p/19q with a concordance of 96.7% against FISH.
The cases in which the FISH was positive and did not agree with F1CDx, it was because
they were not oligodendrogliomas. F1CDx also analyzes all the genes that allow the most
accurate approach to the diagnosis of oligodendroglioma.

Keywords: glioma; adult oligodendrogliomas; isocitrate dehydrogenase

RESUMO

O perfil molecular de gliomas ajuda a garantir a precisdo do diagndstico, informar o
progndstico e identificar as op¢des de tratamento. Esta revisdo tem como objetivo mostrar
que com o sequenciamento de proxima geracdo (NSG) o diagndstico de pacientes
com oligodendrogliomas pode ser mais preciso. Além disso, com um dispositivo de
diagnostico in vitro baseado em NSG (F1CDx), no qual blocos de parafina de glioma séo
usados para analisar até 395 genes relacionados ao cancer (incluindo IDH 1 e 2), também
é possivel relatar a perda do todo o brago curto do cromossomo 1 e o brago longo do
cromossomo 19 (codelecdo 1p/19q), ao contrario da hibridizacdo fluorescente in situ
(FISH) que detecta desde a menor dele¢do, o que os torna sensiveis, mas ndo especificos,
pois o FISH é incapaz de distinguir entre a perda de todo o braco do cromossomo e uma
delecado focal. Essa distingdo é importante, pois a sobrevida é menor nos tumores com
delecdo parcial em relacdo aos oligodendrogliomas, que por definicdo apresentam a
perda total de ambos os cromossomos. Também é feita referéncia a outras plataformas
gendmicas, como GlioSeq e painel GLIO-DNA, que podem cumprir a mesma fungdo. Em
conclusdo, o F1CDx pode determinar com precisdo 1p/19g com uma concordancia de
96,7% versus FISH. Os casos em que FISH foi positivo e ndo concordaram com F1CDx,
foi porque ndo eram oligodendrogliomas. O F1CDx também analisa todos os genes que
permitem a abordagem mais precisa para o diagndstico de oligodendroglioma.
Palavras-chave: glioma; oligodendrogliomas adultos; isocitrato desidrogenase

INTRODUCCION

La clasificacién molecular de las neoplasias del SNC
basada en mutaciones somdticas, alteraciones epigenéti-
cas y variantes del nimero de copias es importante para
establecer el diagndstico, el prondstico y seleccionar el
tratamiento en tumores histolégicamente similares’. El
oligodendroglioma se caracteriza por tener mutado el
gende laIDH 1 0 2 y tener una variante del nimero de
copias de pérdida concurrente de los brazos cromosémi-
cos completos 1p y 19q%. A diferencia de la codelecién
1p/19q en el oligodendroglioma, el astrocitoma y otros
tumores a menudo tienen pérdidas menores de material
genético (deleciones parciales de 1p y 199)>*. Indepen-
dientemente del tratamiento, la codelecién 1p/19q es
un factor de pronéstico favorable. En los pacientes con
glioma se observa una mejor respuesta a la radioterapia y
la quimioterapia con algentes alquilantes como la temo-
zolomida, el lomustine o la procarbazina en los que tienen
la codelecién 1p/19q, en comparacion con pacientes sin
la codelecién 1p/19q tipica®®. Por lo tanto, la codele-
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cién 1p/19q se considera uno de los biomarcadores mds
sélidos en neurooncologia, debido a que es diagndstico,
pronéstico y predictivo’.

Las técnicas clinicas de rutina utilizadas para detec-
tar la codelecién 1p/19q incluyen la hibridacién in situ
fluorescente (FISH)S, el analisis de microsatélites’, la
amplificacion de sondas dependiente de la ligandos mul-
tiples (MLPA)!, las matrices de polimorfismo de un solo
nucleétido de alta densidad del genoma completo (SNP-
A)1yla matriz de metilacién'?. Sin embargo, con todas
ellas, habria que hacer aparte el andlisis de mutaciones.

FISH es una técnica usada para el andlisis 1p/19q"3,
pero no distingue entre deleciones intersticiales pequefias
y de todo el brazo de los cromosomas*. La codeleciéon
1p/19q es especifica para el diagnéstico de oligodendro-
glioma y estd mediada por una translocacién desequili-
brada pericentromérica que provoca la pérdida completa
de los brazos 1p y 19q'*. FISH tampoco puede detectar
la pérdida de heterocigosidad neutra del nimero de
copias (CN-LOH). SNP-A tiene la capacidad tnica de

delinear un defecto cromosémico previamente oculto,



la CN-LOH, pero no puede revelar mutaciones en los
pares de bases. La matriz de metilacién con una com-
binacién de cambios de metilacién de ADN adquiridos
somdticamente y la célula de origen, pueden proporcionar
informacién sobre el nimero de copias, incluido el estado
de codelecién 1p/19q, pero no puede revelar mutaciones
somidticas!®,

Con base en una técnica de secuenciacién de préxima
generacién (NSG), plataformas como FoundationONE
CDx, GlioSeq y GLIO-DNA panel se han utilizado
para detectar mutaciones clinicamente significativas y
que permiten dirigir la terapia en neoplasias malignas
cerebrales. Proporcionan una secuenciacion rentable
de cientos de objetivos genéticos a partir de material
de archivo incluido en parafina, fijado con formalina
(FFPE) en el entorno clinico. Es una técnica sensible y
eficiente para identificar al mismo tiempo mutaciones
especificas, como la deteccién de variantes de un solo
nucleétido (SNIP), que si estdn en regiones codificantes
pueden causar sustituciones sinénimas, una sustitucién
con cambio de sentido, una sustitucién sin sentido que
provoca la aparicién de un codén de parada o mutacio-
nes de empalme (splicing). También detecta pequefas
mutaciones de insercién o delecién (indels), fusiones y
modificaciones en la metilacién de promotores, entre
otras, en un gran panel de genes asociados con tumores
malignos?®.

Las variantes en el numero de copias, incluidas la
codelecién 1p/19q, la secuenciacién del exoma y los
ensayos NSG dirigidos, se han explorado recientemente
en tumores cerebrales con varias lineas de analisis!”. El
uso potencial de un ensayo NSG dirigido, para detectar
la codelecién 1p/19q, junto con las mutaciones soma-
ticas en varias neoplasias malignas cerebrales para el
diagnéstico de oligodendroglioma es prometedor en un
entorno clinico. Una ventaja de las pruebas de NSG para
oligodendrogliomas, en particular, es su capacidad para
evaluar mutaciones de muchos genes relevantes para el
diagnéstico, que forman parte del perfil genético de este
tumor!®17,

TEMA CENTRAL

El promedio anual de tumores cerebrales diagnosti-
cados en Estados Unidos (EE. UU.) entre 2014 y 2018
fue de 86 355 casos; de estos, 25 105 (29%) fueron clasi-
ficados como malignos (29%)>° y 21 146 (24.4%) fueron
gliomas. Los gliomas mds frecuentes son los difusos del
adulto, esto es, el oligodendroglioma mutado para IDH
y con codelecién 1p/19q (Omut-IPHodellp/199) qye va de
grado I a ITT?!survival rates and treatment options have
stagnated over the past few decades with few advance-
ments. In this study, we utilize low grade glioma RNA-
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seq data from the Cancer Genome Atlas (TCGA-LGG;
el astrocitoma mutado para IDH y sin codelecién 1p/19q
(AmutIDHsin-codelp/199) qye va del grado ITa IV, y el Glio-
blastoma IDH silvestre (GBsIPH)22 Ep este dltimo,
por ser mds frecuente, se ha logrado establecer una guia
de manejo estandar que consiste en una citorreduccién
quirtrgica lo mds amplia posible?’, seguida de radiote-
rapia concomitante con temozolomida y temozolomida
adyuvante, con lo que se logra una mediana de sobrevida
(OS) de 14.6 meses**.

Los Qmut-IDHcodellp/19%4 500 m4s sensibles a radioterapia
y quimioterapia que los tumores de estirpe astrocita-
ria?>?. Es por ello por lo que se duda de la importancia
de una reseccién quirtirgica amplia®’. Luego de la cirugfa
se recomienda en los grados 2 radioterapia o temozolo-
mida, con una OS de 16.5 afios?®, y en los grado 3 el uso
secuencial de radioterapia y temozolomida, pudiéndose
iniciar con cualquiera de las dos?®, con una OS de ocho
afios?’. De allf la importancia de un correcto diagnéstico
histolégico?’.

La clasificacion del 2016 de la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) se basaba en hematoxilina-eosina
(H-E), en inmunohistoquimica (IHQ) utilizada, entre
otras, para la bisqueda de mutacién de R132H de la
IDH1 y FISH para el rastreo de la codelecién 1p/19q™.
A partir del 2021 se ha incorporado la bisqueda de
mutaciones y alteraciones epigeneticas!, que permiten
definir con mayor exactitud el tipo de glioma32. En el
Qmut-IDH,codel1p/199 ge deben buscar la mutacién del pro-
motor de TERT, de CIC, de FUBP1 y de NOTCHI1.
En el Amut-IDHysin-codellp/19q 56 frecuentes la mutacién de
ATRX, de TP53 y de CDKN2A/B y en GB#IPH 3
mutacién del promotor de TERT, de EGFR y la trisomia
del cromosoma 7 y la monosomia del cromosoma 103

La anterior informacién se puede obtener a través
de FoundationONE CDx (F1CDx). F1CDx es un
dispositivo de diagnéstico in vitro basado en la NSG,
permite la deteccién de SNIP, alteraciones de insercidn,
indels y alteraciones en el namero de copias (CNV) en
324 genes y reordenamientos de genes seleccionados,
asi como firmas gendémicas que incluyen inestabilidad
microsatelital y carga mutacional del tumor®*. Si bien las
alteraciones cromosémicas por variaciones en el nimero
o en la estructura normal de los cromosomas como la
codelecién 1p/19q, la trisomia 7 y la monosomia 10, se
pueden detectar con el cariotipo tradicional®’, cariotipo
espectral®®, con hibridizacion in sizu fluorescente mul-
tifluor®’, con FISH?, con MLPA%’, con SNP-A% y la
matriz de metilacién’®, la NSG tiene la ventaja de dar
informacién simultinea de las mutaciones y CNV18,

En oligodendrogliomas se ha buscado cldsicamente
la codelecion 1p/19q por FISH. Se consiguen varias
pruebas comerciales que detectan desde la méds minima
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delecién*!, que los hace sensibles pero no especificos, ya
que el FISH es incapaz de distinguir entre la pérdida de
la totalidad del brazo del cromosoma y una delecién focal.
Esta distincién es importante porque la OS es inferior en
aquellos tumores con delecién focal en relacién con los
Omut-IDH,codellp/199 que tienen por definicién la pérdida

total de ambos cromosomas®®.

Omut-IDH,codellp/194 grados 2 y 3: segtin el registro
Central de Tumores Cerebrales de EE. UU (CBTRUYS)
2014-2018, la incidencia anual de glioblastoma fue de
12 340 casos, de astrocitoma anapldsico, 2981 y de tumo-
res oligodendrogliales 1109, de los cuales 607 eran grado
Ty 355 grado IT1?°. Las caracteristicas histolégicas que se
han relacionado con un mayor grado son alta celularidad,
marcada atipia citolégica, intensa actividad mitética,
proliferacién microvascular patolégica y necrosis con
o sin empalizada. Los oligodendrogliomas de grado
III de la OMS del SNC suelen mostrar varias de estas
caracteristicas; sin embargo, el impacto individual de
cada caracteristica no estd claro, en particular porque la
mayoria de los estudios de pronéstico no se han limitado
previamente a los tumores con mutacién IDH y con
codelecién 1p/19q. La proliferacién microvascular y la
actividad mitética enérgica, definida como > 2.5 mitosis/
mm?2 (que equivalen a 26 mitosis/10 HPF de 0,55 mm
de didmetro y 0.24 mm?2 de 4rea) se informaron como
indicadores de corta supervivencia en un estudio de oli-
godendrogliomas definidos histolégicamente*.

Otros estudios de oligodendrogliomas grado III
de la OMS con codelecién 1p/19q, sugirieron que la
proliferacién microvascular con necrosis estdn relacio-
nadas con una supervivencia mds corta que la actividad
mitdtica elevada de 22.5 mitosis/mm?2, sin proliferacién
microvascular ni necrosis*. Pero, no se dispone de datos
que definan un punto de corte claro para un recuento
mitético que distinga el grado II de la OMS del SNC
del grado III de la OMS del SNC de oligodendroglio-
mas con mutacién IDH y 1p/19q codelecionados. La
delecién homocigética que involucra el locus CDKN2A
o CDKN2B, se encuentra en un pequefio subconjunto
(<10%) de oligodendrogliomas de grado III de la OMS
del SNC, pero no en oligodendrogliomas de grado IT de
la OMS del SNC, y se ha relacionado con una supervi-
vencia reducida, independientemente de la proliferacién
microvascular con o sin necrosis**.

En la codeleciéon 1p/19q se pierde el brazo corto del
cromosoma 1 y el brazo largo del cromosoma 19%. In-
dependiente de los hallazgos histolégicos, la presencia
de codelecién 1p/19q, asociada a mutacién del gen
IDH1/2, hace el diagnéstico de oligodendroglioma aun
en tumores con caracteristicas histolégicas ambiguas o
mixtas**8. A los gliomas con mutacién de la IDH 1/2
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que no muestren pérdida de expresién del gen del sin-
drome de déficit intelectual/alfa-talasemia relacionado
al X (ATRX), del gen de la proteina tumoral p53 (7P53)
y del gen del inhibidor 2A de quinasa dependiente de
ciclina (CDKN2A/B),se les debe solicitar algtin test para
evaluar la codelecién 1p/19q, incluso en aquellos que no

se observe una clara histologfa de oligodendroglioma***C.

NSG: una vez que tenga una muestra de la lesién
neoplisica, que puede ser una biopsia liquida o tejido
tumoral fresco o embebido en parafina, se puede utilizar
para efectuar la secuenciacién. Se recomienda secuenciar
todo el genoma, los exones o ciertos genes de interés, en
este caso los que se han relacionado con cincer. Se hace
secuenciacién del genoma completo cuando se realizan
protocolos de investigacién®'; por ejemplo, para detectar
nuevos genes implicados en el desarrollo de céncer. Pero,
en un la evaluacién de un paciente esto seria muy costoso
y la cantidad de informacién que se obtendria seria dificil
de interpretar y aplicar en caso de neoplasia maligna
especifica, en el que usualmente se buscan biomarcadores
prondsticos y predictores de respuesta. Se debe tener en
cuenta que se puede hacer secuenciacién para detectar
alteraciones en el DNA, el RNA o a nivel epigenético®.

Parala secuenciacién del DNA, luego de seleccionar el
tejido tumoral y que esté libre de parafina, se debe extraer
el DNA y ello se hace rompiendo los millones de células
de la muestra y purificando el DNA obtenido. Con este
DNA purificado, se pueden hacer pruebas como en
Southern Blooting para analizar uno o varios genes, pero
la NSG ha hecho posible observar en paralelo muchos
genes al mismo tiempo, inclusive, hacer el andlisis de
las muestras de varios pacientes de forma simultinea®*.

El paso siguiente es la fragmentacién donde las lar-
gas hebras de DNA cromosémico se descomponen en
fragmentos cortos. Estos fragmentos de DNA crean lo
que se denomina librerfa de secuenciacién. Es de anotar
que estos fragmentos tendrdn doble cadena por lo que
se separan a cadena sencilla con calor, a esto se le llama
desnaturalizacién. A cada uno de estos fragmentos se le
unen unas secuencias adaptadoras denominadas primers,
también conocidas como cebos o sondas, que son una
especie de cédigo de barras cuya secuencia ya se conoce
y se ha seleccionado dependiendo del conjunto de genes
que se quieran revisar; en este caso, ciertos genes que
estin involucrados en la génesis y posterior evolucién
de los oligodendrogliomas. A su vez, estos adaptadores
van a buscar su secuencia complementaria en un panel,
que a su vez tiene un imdn que atrae los adaptadores.
Luego de la primera calza en el panel, teniendo unido
un fragmento de DNA, se hace PCR de cada fragmento
de cadena simple, lo que va conformando una serie de
cluster, cada uno de ellos con un puntaje de calidad, que



permite descartar los que tienen puntajes bajos. Haciendo
un lavado se puede separar el primer de los fragmentos
secuenciados en paralelo y asi se forma una biblioteca
de secuenciacién®.

Al tener la biblioteca de secuenciacién se procede a
hacer la alineacién. Como base se tiene una secuenciacién
conocida, que podria ser todo el genoma o un panel de
genes seleccionado de acuerdo con la patologia a anali-
zar, en este caso cdncer. Esta secuencia conocida puede
ser una de referencia, que es una versién especifica del
genoma humano representativa de individuos sanos, pero
ya se estin incluyendo variantes poblacionales. A medida
que se van alineando computacionalmente con base en la
secuencia seleccionada (matriz), los fragmentos secuen-
ciados por PCR en paralelo y de los que desconocemos
la secuencia, se va conformando una estructura en la que
podran observar las variantes®®.

Una métrica importante cuando se buscan resultados
de secuenciacion es la cobertura media, que es el nimero
promedio de lecturas que cubren cada ubicacién dentro
de su regién de interés. La cobertura media deberd ser
mayor cuando se estd secuenciando todo el genoma, lo
que aumenta costo y complejidad en la interpretacion.
Esta métrica es importante porque cuanto mayor sea su
cobertura, con mds confianza podra realizar la deteccién
de variantes®’.

Esta deteccién no solo implica buscar determinada
alteracion, sino saber su ubicacion. Se puede detectar
la variacién de SNIP, en donde se observa cémo hay
un nucleétido que no va en consonancia con el que se
deberia esperar al de base, por ejemplo si en la plantilla
hay una G (guanina), toda la fila deberia tener C (cito-
sina) en donde es importante analizar la frecuencia de
variante del alelo (VAF), la cual es la fraccién del total
de lecturas que contienen la varianza; en este caso, cua-
tro de las diez lecturas tienen la variante G, entonces, la
frecuencia alélica variante seria 0.4 o 40 por ciento. La
VAF es importante porque puede proporcionar pistas
sobre el origen y la naturaleza de la variante acerca de si
la mutacién es heredada o somitica, si es homocigota o
heterocigoto. También variard segun el grado de pureza
del tejido tumoral, esto es concentracién de tumor en
relacién con el tejido vecino sano y su heterogeneidad.
Todo este analisis pueda proporcionar pistas sobre el
origen y la naturaleza de la variante que se estd revisando.
Hay unas variaciones menos frecuentes, que se pueden
observar en las células cancerosas, como inserciones o
indels, que implican la adicién o eliminacién de pequefias
cantidades de nucleétidos, y estas pueden identificarse
mediante métodos similares®s.

Con relacién a CNV, consisten en encontrar en el
alineamiento de la biblioteca de secuenciacién un exceso
(inserciones) o defectos (deleciones) de nucleétidos*”the
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histogram-based outlier score (HBOS. En los reorde-
namientos o rearreglos estdn incluidas translocaciones
e inversiones entre otras, que llevan a que se fusione la
totalidad o parte de dos genes. Para detectar este tipo de
alteracion, es importante buscar en la secuenciacién de
referencia desde inicio y final de cada parte del gen que
se va a fusionar®,

En un ejemplo de informe final, se anota el diagndstico
y la pureza del espécimen, el nimero de lecturas, alre-
dedor de la coordenada X. Las lecturas por encima de la
coordenada representan ganancia, y por debajo, pérdida®?.

Una forma de distinguir entre mutaciones de linea
germinal y linea somdtica es comparar una muestra de
tumor con una muestra tomada de tejido normal, porque
las variantes de linea germinal se encontrardn en ambos
lugares, mientras que las mutaciones somadticas se halla-
ran exclusivamente en la muestra de tumor. Sin embargo,
no siempre es prictico o rentable ni ético analizar una
muestra de tejido normal distante ademds de una muestra
de tumor. En cambio, esta informacién a veces se puede
extrapolar solo de una muestra de tumor, utilizando la
frecuencia de alelos variante (VAF). E1 VAF es la fraccién
de lecturas que cubren una regién genémica particular
que contiene una variante, y puede proporcionar infor-
macién sobre el origen de esta, si es de linea germinal
o somidtica, y homocigética o heterocigética. Esto se
debe a que la mayoria de las muestras de tumores son
una mezcla heterogénea de células cancerosas y tejido
normal vecino®2.

Una variante de linea germinal heredada estard en
todas las células del cuerpo, tanto normales como can-
cerosas. Se encontrard una variante de linea germinal
homocigética en las copias del genoma heredadas de
la madre y del padre, mientras que una variante hete-
rocigota se encontrard en una sola copia. Esto significa
que se debe observar una variante de linea germinal
homocigdtica en todas las lecturas de secuenciacién de
la muestra, mientras que se debe observar una variante
de linea germinal heterocigdtica en aproximadamente el
50% de las lecturas®?.

Por el contrario, una mutacién somdtica estaria en
las células tumorales y no en las células normales, por
lo que, en este caso, la VAF dependerd de la pureza y
heterogeneidad de la muestra tumoral. La pureza del
tumor es una estimacion del porcentaje de células en la
muestra de secuenciacion que eran células cancerosas; el
resto de la muestra estd formado por células normales
del tejido circundante y otras células del microambiente
del tumor, como las inmunitarias. Al analizar un ejemplo
de una mutacién somatica clonal que estd presente en
todas las células cancerosas y en ninguna de las células
normales de la muestra, y que no se encuentra en una
regién amplificada del genoma, si es una variante homo-
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cigética la VAF seria aproximadamente igual a la pureza
del tumor, ya que la fraccién de lecturas que contiene la
variante se mostraria equivalente a la fraccién de células
con la mutacién. Entonces, si la pureza tumoral de la
muestra fuera del 25%, la VAF estaria igual a 0.25% o
25%. Si es heterocigoto,la VAF podria ser de la mitad de
la pureza del tumor, ya que seria la mitad de las lecturas
que se originan en las células cancerosas; en este caso,
0.125 0 12.5%°%2.

En muchos casos, comprender las implicaciones de la
VAF puede ser mas complejo. Por ejemplo, una mutacién
presente en una fraccién de las células cancerosas puede
tener un rango de valores de VAF. Ademds, los cambios
en el nimero de copias pueden afectar el VAF®3.

Por ejemplo, si algunas de las células cancerosas tienen
una amplificacion de la regién que contiene una muta-
cién, eso aumentard la VAF de esa mutacién. En otros
casos, una muestra de tumor puede ser 100% pura, lo
que dificultaria la distincion entre la linea germinal y las
mutaciones somdticas. En estos, serfa dificil extrapolar
la informacién sobre el origen de la variante de la VAF.
También es importante recordar que puede haber otras
mutaciones importantes que no se ven en absoluto por-
que no estdn presentes en la parte del tumor de la que
se tomaron muestras durante la secuenciacién. Empero,
en ocasiones, se puede utilizar la VAF de una mutacién
identificada durante la secuenciacién del tumor para
extrapolar informacién sobre su origen. Si la VAF es
mucho mayor que la pureza del tumor es probable que sea
una variante de la linea germinal. Por otro lado, una VAF
muy baja podria sugerir que solo estd presente en una
pequefia fraccion de las células cancerosas. En general,
esta informacién puede ayudar a dilucidar el papel que
desempefia una variante en el desarrollo del cancer®.

Una vez que se tiene la lista de todas las mutaciones o
variantes presentes en la muestra del tumor seleccionada
del bloque de parafina o la biopsia liquida, lo siguiente
que se debe hacer es determinar cudles son biolégica-
mente importantes ya que por el solo hecho de que las
mutaciones estén presentes no significa que todas sean
relevantes para la biologia del cincer (conductoras o dri-
vers) ya que algunas de estas pueden ser pasajeras. Se tiene
entonces una lista de mutaciones que estin presentes en
las células cancerosas con base en el anilisis de secuencia-
cién y esta puede ir desde una sola mutacién en algunos
cénceres infantiles como BRAF V600 en gliomas de bajo
grado, hasta cientos de mutaciones en tumores malignos
genéticamente complejos como el glioblastoma. A partir
de ahi se debe interpretar la variacién para determinar
cudl de esas mutaciones podria ser importante en funcién
de la informacién conocida sobre cada mutacién. Dichas
mutaciones pueden clasificarse como patégenas, benignas
o puede tener un significado incierto o desconocido. Es
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importante afirmar que, desde el principio, la categori-
zacién de una mutacién no es estdtica, puede cambiar
con el tiempo a medida que se acumula mds informacién
sobre esa mutacién en particular®.

Con relacién a las variantes patégenas, son variantes
que se han observado en células cancerosas muchas
veces antes y se sabe que impulsan el cincer (drivers)
y para dar un ejemplo hay una variante patégena en el
gen IDHI que se conoce como una mutacién impul-

sora importante en un subconjunto de personas con
mut-IDH,codel1p/19 mut-IDH,sin-codel1p/19; :
O Py A P1%y se caracteriza

como IDH1 ¢395 G>A R132H y cuya lectura comienza
con la denominacién del gen (IDH1). La c. sefiala que
la variante estd en la regién codificante del gen o en la
regién que traduce la proteina y el siguiente nimero le
da la posicién del nucledtido (395). La G>A muestra
el cambio en esta posicién de una guanina (T) a una A
adenina (A). En ocasiones, ademds de eso, se agrega una
segunda anotacion que indica el efecto de la variante en la
proteina, en este caso (R132H) que relaciona la posicién
del aminodcido afectado y las dos letras a cada lado y este
caso la R de arginina y la H de histidina, exhibe que en
dicha posicién de la proteina se cambi6 la arginina por
histidina, lo que da origen a una mutacién sin sentido en
la que un aminodcido se sustituye por otro, y trunca de
alli en adelante la transduccién de la proteina®.

Para resumir, la nomenclatura describe el cambio en el
DNA vy la secuencia de proteinas que causa la variante,
en este caso de nucledtido simple, denominado SNIP o
polimorfismo de nucleétido tnico.

FISH vs. F1CDx: un algoritmo es un conjunto de ins-
trucciones o reglas definidas y no ambiguas, ordenadas y
finitas, que permite, tipicamente, solucionar un problema,
realizar un cémputo, procesar datos y llevar a cabo otras
tares o actividades®. Con algoritmos basados en SNG*”
se pueden reconstruir vias moleculares que llevan a
identificar biomarcadores de expresién de grado tumoral
y supervivencia®®. Con F1CDx es posible utilizar un al-
goritmo para evaluar la delecién de los brazos completos
1p y 19q a partir de los datos de secuenciacién, y para
ello se utilizaron 463 muestras de glioma. Este algoritmo
de modelado del nimero de copias utiliza los datos de
cobertura de las regiones cebadas del genoma dentro de
cada muestra, normalizados a un control emparejado con
el proceso, para modelar el nimero de copias de cada
segmento. Las frecuencias de alelos menores de hasta
59 622 SNP distribuidos en cada segmento se utilizaron
para determinar la pérdida de heterocigocidad (LOH).
Entonces el algoritmo calculé el porcentaje de los brazos
1p/19q que fueron monoalélicas (baja LOH)®. De las
436 muestras, se conocia el estado de IDH1/2 en 60.7%
(281/463) con resultados de FISH disponibles. Se encon-



tr6 HDH1 R132H en el 84% (236/281) y IDH2 R172
en el 6% (18/281). Se encontré alteracién patogénica de
TP53 en 46% (212/463), en ATRX en 26% (120/462) y
en pTERT en 53% (345/463)'8.

Para la prediccién de la pérdida total de brazos en
1p/19q, se determiné el nimero de copias y el estado
LOH. Una muestra se consideré candidata para codi-
ficar computacionalmente si mas del 50% de los brazos
1p y 19q eran monoalélicos, es decir, tenia pérdida de
heterocigocidad 1p y 19q. Se compararon los resulta-
dos del algoritmo de NSG para la codelecion de brazo
completo con los FISH y se evalué la concordancia.
Para las 436 muestras, independientemente de su estado
IDH, se observé una concordancia del 96,7% (449/463,
1C95% 95.0-98.3), un VPP de 100% (142/142,1C95%
97.4-100) y una PPP de 91% (142/156, IC95%
85.4-95). Las muestras positivas para la codelecién
1p/19q del brazo completo tenian una pureza tumoral
mediana del 50% (rango 20-90%), mientras que las
muestras negativas para la codelecién 1p/19q del brazo
completo tenian una pureza tumoral del 40% (rango
20-90%). También se analizé el estado de codelecién
1p/19q de brazo completo en las muestras de los 281
gliomas mutados de IDH1/2, comparadas con los re-
sultados de FISH observindose una concordancia del
97% (273/281),un VPP del 100% (139/139) y un PPP
del 94.6% (139/147)8,

Al analizar la discordancia, que ocurrié en 14 mues-
tras, que FISH calificé como positivas y negativas por
el algoritmo basado en NSG, no se vio evidencia que
indicara que la pureza del tumor afectard la concordancia.
Seis muestras discordantes fueron todas negativas para
mutaciones que involucran IDH1/2, CIC, FUBP1, lo
que no seria caracteristico de tumores de linaje oligoden-
droglial que albergan una verdadera codeleciéon 1p/19q
de brazo completo. Ocho muestras discordantes tenian
la mutacién IDH1. La revisién manual de los datos
del nimero de copias de estas muestras revel6 que seis
casos albergaban la pérdida parcial o total de un brazo
y estas muestras albergaban alteraciones concurrentes
que involucraban a TP53 y ATRX, caracteristicas de
los Amut-IDHysin-codellp/19q Estos hallazgos sugieren que
las 14 muestras discordantes informadas como 1p/19q
por FISH, no son de verdaderos Qmut-IDHcodellp/19q
realmente!®.

GlioSeq: test de NGS dirigido basado en amplifi-
cacién que analiza 30 genes para variantes de un solo
nucleétido (SNV) e indels, 24 genes para variaciones en
el nimero de copias (CNV) y 14 tipos de alteraciones
estructurales en los genes BRAF, EGFR y FGFR3 enun
solo flujo de trabajo’°. Una ventaja de las pruebas de NGS
para oligodendrogliomas, en particular, es su capacidad
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para evaluar simultdineamente mutaciones en muchos
genes relevantes para el diagnéstico, que forman parte
del perfil genético de este tumor, incluidos IDH1/IDH?2,
promotor de TERT, ATRX, TP53, CIC y FUBP1.

Pallavajjala ez al., investigaron la viabilidad de utilizar
NGS para detectar simultdneamente la codelecién
1p/19q y las mutaciones somadticas. En 247 pacientes
consecutivos con tumores cerebrales fijados en formalina
e incluidos en parafina con varios subtipos,la NGS revelé
la codelecién 1p/19q en 26 oligodendrogliomas y un
astrocitoma de tipo salvaje IDH. Se encontré también
pérdida parcial en los cromosomas 1p y 19q; pérdida de
todo el brazo en solo uno de los dos cromosomas, y CN-
LOH en 11 tumores no oligodendrogliales*.

GLIO-DNA panel: permite la caracterizacién mo-
lecular de los gliomas a través de la deteccién simultd-
nea de las principales mutaciones y alteraciones en el
ntiimero de copias®®. Se enfoca en variaciones genéticas
y cromosdémicas especificas que involucran el gen de la
IDH1, el remodelador de cromatina ATRX, CDKN2A,
pTERT y reconoce la codelecién 1p/19q72, la ganan-
cia del cromosoma 7 y la pérdida del cromosoma 10.
Ademis evalua el nivel de metilacién del promotor del
gen O°metilguanina-DNA metiltransferasa (MGMT),
predictor de la eficacia de la temozolomida’ y otras
mutaciones como H3.3 histona A (H3.3A) para gliomas
difusos de la linea media’.

Un grupo italiano, liderado por Elena Tirrd, analizé
esta técnica en 60 muestras de pacientes con glioma,
para detectar la codelecién 1p/19q. Se utiliz6 el andlisis
de pérdida de la heterocigocidad (LOH) basado en SNP
mediante NSG 7. Se incluyeron 45 SNP altamente
pleomorficos ubicados en el brazo corto del cromosoma
1 (1p) y en el brazo largo del cromosoma 19 (19q) y se
evalué el desequilibrio alelo en la cohorte de pacientes.
En cinco casos que se tenian de oligodendroglioma, el
andlisis NSG proporciond los mismos resultados 1p/19q
obtenidos por FISH, ademds estos casos albergaban
una mutacién IDH que apoyaba el diagnéstico histo-
patolégico de oligodendroglioma. Sorprendentemente,
NSG también permitié la identificacién de un caso
raro de glioblastoma que mostraba la pérdida conjunta
de 1p/19q. Por dltimo, LOH basado en SNP por NSG
identificé ocho casos de glioblastoma con un desequi-
librio alélico que involucraba solo al cromosoma 19q,
mientras que ningln caso mostraba una pérdida alélica
del cromosoma 1p*°.

CONCLUSIONES

La clasificacién molecular de las neoplasias cerebrales
es importante para el diagnéstico, prondstico y resultado
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del tratamiento de tumores histolégicamente similares.

El oligodendroglioma es un subtipo de glioma difuso
infiltrante caracterizado por la codelecién 1p/19q y mu-
taciones IDH10 IDH2, que predicen un buen pronéstico,
respuesta a la terapia y una mejor supervivencia general
en comparacion con los astrocitomas.

En un entorno clinico de rutina, la codelecién 1p/19q
se detecta mediante FISH, y quizd otras técnicas mds
laboriosas, y las mutaciones somiticas se descubren me-
diante NSG. Pero la NSG permite descubrir simultdnea-
mente la codelecién 1p/19q y las mutaciones somiticas,

asi como la pérdida total de los brazos, a diferencia del
FISH que encuentra pérdidas parciales y no las diferencia.
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