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Resumen

La presencia de mutaciones somaticas en ciertos genes se asocia a una resistencia a los
tratamientos con anticuerpos monoclonales dirigidos contra el receptor de crecimiento
epidermal (EGFR), implicado en el desarrollo del cancer del colon. Entre el 35 a 42% de los
adenomas tienen una mutacion en el oncogén KRAS, siendo el analisis mutacional critico
para la seleccion de pacientes candidatos a recibir terapias basadas en inhibidores de EGFR.
Sin embargo, no todos los centros hospitalarios disponen de tecnologias para su andlisis
debido a su elevado coste y complejidad.

El objetivo de este proyecto es contribuir en el desarrollo de métodos de analisis
mutacional basado en una tecnologia de biosensado alternativa, que presente unas altas
prestaciones de trabajo y una facil implantacion en los laboratorios clinicos. Se seleccionaron
las mutaciones en el ex6n 2 codon 12: ¢.34G>C (p.G12R), ¢.34G>T (p.G12C) y ¢.34G>A (p-
G12S), debido a sus elevadas frecuencias. Se estudié el empleo de un agente bloqueante
durante la amplificacion para el enriquecimiento de los alelos mutados respecto al nativo en
las muestras a analizar. Para la deteccién de los productos formados ADN gendémico
procedentes de tejidos impregnados en parafina y fijados en formalina, se estudiaron dos
tecnologias de hibridacion/deteccién (placas poliestireno/lector de placas y discos
DVD/lector DVD). El método propuesto permitié disminuir selectivamente la amplificacion
de los alelos nativos y permiti6 establecer un limite de asignacion para clasificar al paciente
en estudio en el grupo poblacional asociado. Las prestaciones analiticas alcanzadas mostraron
el potencial del método desarrollado para su uso en la practica clinica como herramienta de
apoyo en la medicina personalizada.
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Abstract

The presence of somatic mutations in certain genes is associated with resistance to
treatment with monoclonal antibodies directed against epidermal growth receptor (EGFR),
involved in the development of colon cancer. Between 35-42% of adenomas have a mutation
in the oncogene KRAS mutational analysis, being critical for the selection of patients eligible
for EGFR inhibitors based therapies. However, not all hospitals are able to afford
technologies required due to its high costs and specializations.

The goal of this project is to contribute in the development of mutational analysis
methods based on biosensing technologies alternatives, which show high performance and
are easy to be implemented in clinical laboratories. Mutations in exon 2 codon 12 were
selected: ¢.34G>C (p.G12R), ¢.34G>T (p.G12C) y ¢.34G>A (p.G12S), due to its higher
frequencies. The use of a blocking reagent was studied during amplification for enrichment
of the mutated alleles relative to wild-type alleles. To detect the product formed, two
hybridation/detection technologies were studied (polystyrene plates/plate detector and DVD
disk/DVD detector). The proposed method achieved to enrich mutant alleles and allowed to
establish a discrimination limit to classify patients in their population group associated. The
analytical performance achieved showed the potential of the method developed for use in
clinical practice as a support tool in personalized medicine.
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I. Introduccién

l. INTRODUCCION

I.1. ; Qué es el cancer colorrectal?

El cancer colorrectal es un tipo de cancer que comienza en el colon o en el recto, partes
del aparato digestivo, cuya funcion es la absorcion de agua y nutrientes de los alimentos y
almacenaje de los deshechos (materia fecal). Este tipo de cancer comienza a menudo como un
crecimiento que se llama pdlipo, que se puede formar en la pared interna del colon o el recto,
siendo en gran mayoria adenocarcinomas. Es una de las enfermedades humanas mas comunes
con mas de 100.000 casos/afio en Estados Unidos y Europa, siendo el cuarto tipo mas comin de
cancer (figura 1), representando mas del 7 % de nuevos casos de cancer.

B Céncer de mama

B Céncer de pulmon
OcCancer de prostata

B Céncer colorrectal

B Cancer de vejiga
@Melanomas
OLinfoma non-hodgkin

OCancer detiroides

7.1% OcCancer renal
r

OcCancer endometrial

Figura 1. Nuevos casos de cancer en Estados Unidos. Figura elaborada a partir de los datos de obtenidos
de SIEGEL, MILLER, & JEMAL, 2016.

I.11. Biomarcadores en cancer colorrectal

Actualmente, gracias a los avances en campos como la genética y metabolémica, se ha
abierto la posibilidad a lo que se conoce como “Medicina Personalizada”, €s un nuevo abordaje
que busca adaptar un tratamiento especifico a pacientes con particularidades individuales. Para
proporcionar tratamientos eficaces a pacientes que realmente se benefician de ellos y limitar los
efectos adversos, se realiza la identificacién de grupos a través de “biomarcadores”. Lo0s
biomarcadores son moléculas que pueden aportar informacion especifica para cada paciente
sobre la deteccion de la enfermedad (diagndstico), su seguimiento o sobre los farmacos con
mayor probabilidad de respuesta en su caso.

Actualmente, el antigeno carnicoembriénico es el Unico biomarcador diagnéstico. Los
genes codificantes para ciertas enzimas hepaticas se utilizan como biomarcadores
farmacoldgicos, puesto que intervienen en el metabolismo de diversos agentes utilizados para
combatir el cancer, como es el caso de la dihidropiridimina deshidrogenasa para el agente 5-
fluorouracilo o la uridina difosfato-glucoronosiltransferasa 1A para Irinotecan. Por otro lado, el
estado mutacional de gen BRAF es utilizado como biomarcador pronéstico, asociando diversas
mutaciones en este gen con un factor de mal prondstico de la enfermedad (NEWTON et al.,
2011).

El estado mutacional del gen KRAS es un biomarcador predictivo clave en la practica de
la oncologia diaria. La evaluacion del estado mutacional se emplea para determinar si el
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tratamiento con la terapia dirigida con anti-EGFRs como cetuximab o panituximab, es indicado
para el paciente en estudio (NEWTON et al., 2011; HERNANDEZ-LOSA et al., 2012).

I.111. Mutaciones en el gen KRAS

a) Tipos y frecuencias de las mutaciones
KRAS (homélogo del oncogén viral del sarcoma de la rata Kirsten) se trata de un gen
localizado en 12p12.1, de aproximadamente 38 kb con 6 exones, el cual codifica una proteina de
188 aminoacidos con un peso molecular de 21,3 kDa (datos obtenidos de la base de datos del
NCBI, 2016; NG_007524.1). La proteina participa en la via de sefializacion a través del receptor
del factor de crecimiento epidermal (figura 2).

' N EGFR
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Figura 2. Esquema de actuacion de la proteinas KRAS a través de la sefializacion mediada por el receptor
del factor de crecimiento epidermal (EGFR) (NORMANNO et al., 2009). P: phosphate; GRB2: growth
factor receptor-bound protein 2; SHC: src homology 2 domain containing; SOS: son of sevenless; GTP:
guanine nucleotide triphosphate; GDP: guanine nucleotide diphosphate; GAPs: GTPase Activating
Protein; GNEFs: guanine nucleotide exchange factor.

Existen una gran cantidad de mutaciones en este gen, segun los datos obtenidos del
Catélogo de Mutaciones Somaticas en Cancer (COSMIC), siendo las frecuencias 30 % y 33 %
de muestras de carcinomas de colon y recto respectivamente. Dentro de estas mutaciones,
alrededor del 80 % corresponden con sustituciones nucleotidicas (figura 3). No obstante,
mutaciones concretas en diversas posiciones como en los codones 12 y 13, las cuales mantienen
a KRAS activo constitutivamente, juegan un importante papel como biomarcadores en pacientes
con carcinoma colorrectal, dado que su andlisis proporciona informacion sobre la progresion
tumoral, la supervivencia de los pacientes e influye en la respuesta a terapias dirigidas anti-
EGFR (JANCiK, DRABEK, RADZIOCH & HAIDUCH, 2010). Entre estas sustituciones
nucleotidicas, encontramos las sustituciones sin sentido en la primera base del codén 12;
€.34G>A, ¢.34G>C, ¢.34G>T (tabla 1) las cuales producen cambios aminoacidicos clave para el
funcionamiento de la proteina KRAS.
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Cambio Cambio
aminoacidico nucletotidico
32408- 2 4 8 g 10 12 14 16 15 20 yr]
p.Gly12Arg | | €.34G>C |
Sustituciones
| p.Gly12Cys | | €.34G>T |

p.Gly12Ser

c.34G>A

3 |

MTEYKLVUV-ﬁ-EV-KSﬁLTIJ

Figura 3. Representacion de las mutaciones sin sentido ocurrentes en el exén 2 posicion 34 con respecto
al total de mutaciones simples (38.169) para 191.656 muestras testadas (datos obtenidos de COSMIC). A:
adenina, Arg: arginina, C: citosina, Cys: cisteina, Gly: glicina, Ser: serina, T: timina.

Aminoacido

Tabla 1. Descripcion de las mutaciones en la primera base del codon 12 (datos obtenidos de COSMIC).
Las frecuencias estan basadas respecto a la cantidad total de muestras de carcinoma de colon y recto que
poseen mutacion.

Mutacion Cambio aa Tipo Secuencia Frecuencia (%) COSMIC ID

¢.34G>A 0.G12S Sin AGTGGC 4,86 COSM517
sentido

€.34G>C 0.G12R Sin CGTGGC 5,46 COSM518
sentido

¢.34G>T 0.G12C Sin TGTGGC 11,96 COSM516
sentido

aa: aminoacido.

Estudios recientes han demostrado que ademas de las mutaciones en los codones 12 y 13,
las mutaciones en los codones 19, 61, 117, 146 y 164 serian interesantes de testar, ya que
podrian influir en la respuesta a terapias anti-EGFR (SMITH et al., 2010).

b) Implicaciones clinicas
Las vias de sefializacion del EGFR estan implicadas en el control de la supervivencia de
las células, la progresion del ciclo celular, la angiogénesis, la migracién celular y la invasién
celular/metéastasis, por lo que una de las terapias oncoldgicas es el bloqueo de este receptor. Con
este fin, se emplean anticuerpos monoclonales cuya diana molecular es la porcién externa del
receptor EGFR (figura 4), como son cetuximab y panituximab, impidiendo asi que este receptor
sea activado.

La proteina KRAS realiza su funcién en la cascada de transduccion a partir del receptor
EGFR. La union de GTP a KRAS, produce un cambio conformacional en la proteina
permitiendo que actle sobre mas de 20 efectores downstream, los cuales intervienen en
numerosos acontecimientos como son la supresién de la apoptosis, la estimulacion del
crecimiento celular, angiogénesis, migracion y diferenciacion (RAJALINGAM et al., 2007).
KRAS se encuentra en estado activo cuando esta unido a GTP y se encuentra en estado inactivo
al estar ligado a GDP. La union de GTP a KRAS es promovida por las proteinas factores de
intercambio del nucle6tido guanina, mientras que KRAS posee actividad GTPasa intrinseca. Las
mutaciones sobre el gen KRAS, sobre todo en los residuos aminoacidicos 12, 13 y 61,

3
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disminuyen la actividad GTPasa intrinseca de KRAS, lo cual

resulta en una activacion constitutiva del mismo (JANCIK et OJLL\\

al.,, 2010). Debido a que KRAS actla downstream al Retxmalll <7 Ny lgitumumgly
receptor EGFR las terapias anti-EGFR resultan ineficaces
para aquellos individuos que posean mutaciones que hacen i
que permanezca la proteina KRAS activa. En diversos ! :

estudios se ha demostrado que el estado de la mutacion de

KRAS es predictivo para la respuesta a cetuximab (LIEVRE M
et al., 2006), asi como para panituximab (AMADO et al., [Lapatini ]
2008)
@IORImIORZ
Tanto la Sociedad Europea para la Oncologia Médica Ekerolimugy

(ESMO), la Sociedad Americana de Oncologia Clinica Fig_l{ra 4. Esquema de bloqueo de la
(ASCO), la Red Nacional Comprensiva del Cancer (NCCN) rzgr;g”dee’étgﬁf;'r‘ﬂ:{) de aﬁﬁiﬁunﬁ’é’g
como _ la Agencia_ Eu_ropea de Medicgmentos (E_MA) ?NORMANNO etal. 20)65)_
recomiendan la realizacion de un test previo de mutaciones

en el gen KRAS en pacientes con cancer colorrectal metastasico para predecir la respuesta al

tratamiento con anti-EGFRs (EMA.EUROPA.EU, 2016; NCCN.ORG, 2016)

I.IV. Tecnologias para el analisis genético de KRAS

Debido a que el analisis mutacional del gen KRAS en los codones 12 y 13 se ha
convertido en una practica estandar antes del tratamiento mediante terapia anti-EGFR, es
importante poseer andlisis clinicos que sean fiables, rapidos y econémicos para la deteccion de
estas mutaciones (PINTO et al., 2011).

Mas de 60 tecnologias han sido utilizadas para el analisis genético de KRAS, la mayoria
de ellas se pueden clasificar dentro de las categorias de secuenciacion, analisis de alta
resolucion de fusién (HRM), polimorfismos en la conformacién de hebras monocatenarias
(SSCP), electroforesis en gel gradiente desnaturalizante (DGGE), cromatografia liquida de alta
resolucion desnaturalizante (DHPLC), SNaPshot, analisis mediante micromatrices y PCR alelo
especifica (tabla 2), asi como una serie de kits comerciales aprobados para el diagnéstico in
vitro. Todas estas técnicas se han aplicado en el analisis clinico de KRAS, cada una posee sus
propias caracteristicas, con sus ventajas y desventajas pertinentes (SHACKELFORD et al., 2012).

a) Secuenciacion

El método de secuenciacion por Sanger, es un método comunmente utilizado en los
analisis mutacionales de KRAS. De hecho, es considerada como la técnica gold-standard por
muchos investigadores, debido a su capacidad de identificar todas las pares de bases mutadas,
por lo que es ampliamente utilizada para confirmar los resultados obtenidos mediante otras
técnicas tales como HRM, SSCP y DGGE, las cuales no pueden identificar los cambios en las
bases especificas (PINTO et al., 2011; SHACKELFORD et al., 2012). No obstante, su limite de
deteccidn es relativamente modesto comparado con otras técnicas de analisis. Diversos estudios
han demostrado que la secuenciacion por Sanger requiere al menos que el 15-50 % del ADN
muestra sea de KRAS mutante para una deteccion fiable, lo cual es insuficiente para muestras
clinicas con bajos niveles de células tumorales o de ADN (WEICHERT et al., 2010). Se ha
demostrado que este método posee menos sensibilidad en la deteccidn de sustituciones en bases
de la primera posicion del codon 12 comparado con otras sustituciones (SHACKELFORD et al.,
2012).
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La llegada de las técnicas de secuenciacion de siguiente generacion ha conseguido
mejorar el limite de deteccion de las técnicas de secuenciacion hasta un 1-5 %, ademas permite
el screening de un gran nimero de pacientes a partir de una cantidad de ADN limitada (VAN
KRIEKEN et al., 2015). Sin embargo, requieren de la validacion del procedimiento asi como de
controles internos para valorar la reproducibilidad, ya que usan algoritmos especificos para
valorar la calidad de cada lectura alineando la secuencia con un genoma de referencia vy,
consecuentemente perdiendo la deteccion de algunas mutaciones. Con lo que respecta a la
secuenciacion basada en pirosecuenciacion, el mayor limite de los mismos es la capacidad de
secuenciacion, ya que sélo es capaz de secuenciar aproximadamente de 40 a 50 bases, ademas
posee dificultades en realizar medidas precisas en repeticiones de homopolimeros mayores a 5
nucledtidos. Una variedad de estudios han demostrado que el limite de deteccion mediante esta
técnica se encuentra aproximadamente entre el 1,25 % y el 6 % de ADN mutante (VAN
KRIEKEN et al., 2015).

En general los métodos de secuenciacion ofrecen resultados modestos, son tecnologias
que carecen de suficiente sensibilidad para algunas muestras clinicas y requieren elevados
tiempos de realizacion (VAN KRIEKEN et al., 2015). Existen estudios que se han centrado en
mejorar esta sensibilidad pero todavia no alcanzan los niveles conseguidos mediante tecnologia
de micromatrices o analisis de PCR alelo especifica (SHACKELFORD et al., 2012).

b) HRM

Los métodos basados en el analisis de alta resolucién de fusién (HRM) se han usado para
el analisis mutacional de KRAS. Se compara la desnaturalizacion de la doble cadena de ADN y
las concomitantes, con menores intensidades de emisidn fluorescente, en cada temperatura,
diferenciando las secuencias mutantes de las nativas (FRANKLIN et al., 2010). El limite de
deteccidn de esta técnica esta en el rango de 3 al 10 % de ADN mutante con ADN nativo. HRM
es un método con buena relacion coste/efectividad y adecuado para el analisis clinico. Por ello,
es un método recomendado para analisis de alto rendimiento (SHACKELFORD et al., 2012).

Para muestras sumergidas en parafina, HRM ha mostrado una sensibilidad y especificidad
del 88 % y 80 % respectivamente (SHACKELFORD et al., 2012). Sin embargo, en otros estudios
mostraron una especificidad del 61 % (FRANKLIN et al., 2010), ya que resulta una técnica fiable
cuando se usa ADN gendmico, pero posee grandes dificultades a la hora de trabajar con
muestras de tejido. Debido a que no proporciona informacion sobre la mutacién, y a la baja
fiabilidad a la hora de analizar muestras de tejidos, se recomienda que los resultados positivos
de HRM sean confirmados mediante secuenciacion o mediante analisis por PCR alelo
especifica. Ademas, se ha demostrado que es necesaria la presencia de al menos de 3-10 % de
células mutadas en la muestra para la detecciébn de las mutaciones mediante HRM
(SHACKELFORD et al., 2012).

c) SSCP/DGGE

Las metodologias basadas en migracién en gel de electroforesis como son los
polimorfismos en la conformacion de hebras monocatenarias (SSCP) y la electroforesis en gel
gradiente desnaturalizante (DGGE), son menos empleados que otros métodos para el analisis de
KRAS. Mediante SSCP, se identifica el ADN mutante por la distinta capacidad de formar
estructuras secundarias y terciarias por parte del ADN de simple cadena mutante, poseyendo
diferente patron de migracion en el gel de electroforesis comparado con el nativo. Mientras que
en el método DGGE, ambos ADN, tanto mutante como nativo, se someten al gel de
electroforesis con condiciones de desnaturalizacion débiles, en las que el ADN con mutaciones
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adopta conformaciones tridimensionales mas complejas, resultando en una diferente migracion
en el gel.

Mediante estas tecnologias, la eficiencia en la deteccion disminuye al incrementar el
tamafio del amplicén, siendo muy dificil de realizar para tamafios superiores a 200 bp e
imposible para amplicones mayores a 300 bp. Ademas, como la técnica HRM, SSCP y DGGE
no pueden identificar las bases mutadas, por lo que mas aun sus resultados deben ser
confirmados (SHACKELFORD et al., 2012).

d) SNAPshot

La quimica de SNAPshot esta basada en la extension de una Unica base didesoxi marcada
mediante un fluoréforo de un cebador no marcado. Posterior a la electroforesis y la deteccion de
la fluorescencia, para los alelos que han incorporado la base, aparecen sus picos de diferente
color en el electroferograma. Para un total de 372 muestras analizadas, esta metodologia mostro
una sensibilidad del 97,5 %. Por el contrario, esta técnica solamente puede detectar una
mutacion presente en al menos el 5 % de las células de la muestra, lo cual es una clara
desventaja a la hora de su aplicacion clinica (PINTO et al., 2011).

e) Digital PCR
El método de digital PCR (PCR de Unicas moléculas) como método de deteccion, se basa
en la amplificacion de moléculas individuales de ADN. EI ADN se diluye hasta conseguir una
molécula de ADN por reaccion, permitiendo la deteccién de un mutante en 10° alelos nativo en
numerosas reacciones de PCR en paralelo y alcanzando limites de deteccion menores al 0,1 %
para mutaciones especificas. Te6ricamente a mas reacciones mas selectividad, sin embargo en la
practica digital PCR esta limitada a la ocurrencia de errores en la PCR (MILBURY et al., 2009).

f) Micromatrices

La tecnologia de micromatrices de ADN permite superar la gran mayoria de desventajas
de las técnicas anteriores, siendo una técnica con gran capacidad en la aplicacién clinica. Esta
tecnologia, que se basa en la inmovilizacion de sondas para el biosensado de las muestas de
ADN, ofrece bajos costes, alta sensibilidad siendo capaz de detectar 0,01 % de alelos mutados
en un fondo de ADN nativo, asi como permite un genotipado en paralelo preciso de multiples
marcadores, adecuado para el andlisis rutinario en el diagndstico médico (GALBIATI et al.,
2013). Ademas, ofrece un protocolo simple y rapido, sin necesidad de equipos de laboratorio
mas alla del estandar (AUSCH et al., 2009), por lo gue se estima como una estrategia rapida que
ofrece los resultados de los analisis en cortos periodos de tiempo, tal y como es requerido por
las EQA comentadas anteriormente (VAN KRIEKEN et al., 2013).

g) Métodos de enriquecimiento de alelos mutantes

Se ha puesto mucho empefio en el desarrollo de tecnologias basadas en PCR con una
selectividad mayor para potenciar la deteccion de mutaciones somaticas de bajo nivel y alelos
minoritarios en un exceso de muestra nativa (figura 5), lo cual resulta una tarea esencial para el
analisis mutacional del gen KRAS a partir de muestras embebidas en parafina. La aplicacion
clinica y los ajustes para el diagnostico requieren que estas técnicas sean precisas y coste-
efectivas, ademéas de que sean faciles de optimizar, realizar y analizar. Diversas estrategias se
han desarrollado siguiendo esta pauta.
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Figura 5. Esquema general de las estrategias de bloqueo, permitiendo la amplificacion selectiva de los
alelos mutados

El empleo de enzimas como herramientas para enriquecer alelos mutantes ha tenido una
gran aplicabilidad. Un claro ejemplo es el empleo de enzimas de restriccion termoestables que
cortan selectivamente las muestras de ADN nativo durante la PCR, mostrando una gran
sencillez y bajo coste en su aplicacién asi como una gran selectividad para el enriquecimiento
de mutaciones conocidas. La selectividad de estas estrategias es de la deteccion de un alelo
mutante entre 2,5 x 10%alelos nativos, alcanzando el orden de 10° al realizar méas de una ronda
de enriquecimiento. No obstante, estas enzimas de restriccion se pueden emplear bajo un
enfoque contrario, digiriendo selectivamente los alelos mutantes para su posterior amplificacion,
aunque muestran una frecuencia de deteccion inferior de alelos mutantes en un fondo de 1,6 x
10° de alelos nativos. Ademas del uso de enzimas de restriccion, se han usado enzimas que
detectan desajustes como MutS, MutY, TDG, EndoV o CEL I. La sensibilidad de estas técnicas
depende mucho de la selectividad y eficiencia de las enzimas usadas. En comparacion con las
endonucleasas de restriccidn, la selectividad de este tipo de enzimas es mucho menor (MILBURY
et al., 2009). La combinacién de uno de estos métodos que emplean enzimas con PCR a tiempo
real, posee la capacidad de detectar un mutante en un fondo de 2x10° alelos nativos, pudiendo
alcanzar un mutante en 10° alelos nativos (MILBURY et al., 2009).

Una nueva tecnologia para el enriquecimiento muy prometedora es COLD-PCR
(coamplificacion a baja temperatura de desnaturalizacion- reaccién en cadena de la polimerasa).
Esta tecnologia se basa en la observacion de que a temperaturas proximas a la temperatura de
desnaturalizacién, el porcentaje de desnaturalizacion es sensible a la secuencia exacta de ADN
en la cual mutaciones puntuales generan diferencias sustanciales. COLD-PCR permite la
amplificacion mediante PCR de los alelos mutados de hasta 100 veces mayor al nativo. Ademas
es una técnica de simple uso, no requiere protocolos extensos o el uso de cebadores alelo
especificos, sondas o enzimas. Por el contrario, posee varias desventajas: es necesario un control
preciso de la temperatura de desnaturalizacién durante la PCR (dentro de +- 0.3°C), esta
restringida al analisis de secuencias cortas de aproximadamente 200 bp, es vulnerable a errores
de la polimerasa y la variabilidad del enriquecimiento de la mutacién depende de su posicién en
el ADN vy del tipo de sustitucién nucleotidica (L1 et al., 2008).

Los ensayos de bloqueo alelo especifico en PCR, han sido ampliamente utilizados para la
deteccién de variantes genéticas. Un método que ofrece alta selectividad se basa en el uso
combinado de la polimerizacion activada por pirofosfatos (PAP) y ASA (amplificacion
especifica de alelo). PAP-ASA, utiliza oligonucléotidos alelo especificos (P*), los cuales son
activados por pirofosforolisis amplificando el ADN durante la PCR. Este método es capaz de
detectar un alelo mutante desde 10° a 10° alelos nativos. Sin embargo, esta estrategia no ofrece
los resultados teoricos en la préctica, en la cual mostraba resultados de un mutante en 10*alelos
nativo (MILBURY et al., 2009). Por otro lado, existen técnicas que utilizan como agentes
bloqueantes oligonucledtidos 3’ terminal modificados sin activacion por pirofosforolisis. El
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disefio de estos agentes puede coincidir con el disefio del cebador, estrategia denominada AS-
NEPB-PCR (bloqueo mediante cebadores no extendibles, especifico de alelo-reaccion en
cadena de la polimerasa) o diferir. Bajo esta aproximacion se han alcanzado sensibilidades del
0,1 % con un 100 % de especificidad, haciéndolo adecuado para la deteccion de mutaciones de
baja frecuencia, como las que encontramos para el analisis de KRAS (MILBURY et al., 2009;
WANG et al., 2013).

h) Comparacion de los métodos de analisis
Los métodos empleados para el analisis mutacional del gen KRAS se basan en diferentes
principios, pero todos ellos tienen como objetivo la deteccion de las mutaciones presentes en las
células tumorales que se encuentran en las muestras embebidas en parafina. Estos analisis deben
ser rapidos, con el objetivo de clasificar al paciente en el menor tiempo posible, y baratos para
su implantacion en la mayor parte de laboratorios clinicos.

Una de las tecnologias mas desarrolladas para este analisis es la de secuenciacion. Sin
embargo, presenta elevados tiempos para el analisis, asi como requiere la presencia de una gran
cantidad de alelos mutantes presentes para su deteccion. Estas dificultades se pueden superar
con las tecnologias de HRM, SSCP y DGGE, las cuales pueden obtener los resultados en menos
de 24 horas y requieren de una menor cantidad de alelos mutantes presentes en las muestras. No
obstante, estas tecnologias no ofrecen la posibilidad de analizar varias muestras en paralelo y
requieren de la confirmacion de sus resultados mediante secuenciacion. La capacidad de testar
diferentes muestras en paralelo se pueden alcanzar con las técnicas de digital PCR y
micromatrices. El andlisis basado en digital PCR, aunque ofrece un gran multiplexado, requiere
de termocicladores especiales de gran coste, mientras que los analisis basados en micromatrices,
no solo ofrecen una gran capacidad de multiplexado, sino que permiten la identificacion de la
base mutada (tabla 2).

Tabla 2. Comparacion de los principales métodos empleados para el analisis de KRAS.

Técnicas de Sensibilidad - .
. Caracteristicas Referencia
genotipado (% mutado)
Requiere mayor cantidad de ADN mutado PINTO et al., 2011;
Método Sanger 15-50 para su deteccion. SHACKELFORD et al.,
Detecta cualquier 2012
Requiere equipamiento especial
. - (pirosecuenciador). SHACKELFORD et al.,
Pirosecuenciacion 1.25-6 Problema de lectura de homopolimeros de 2012
mas de 5 nuclettidos.
Precisa equipamiento especifico. PINTO et al., 2011;
HRM 1(3)-10 Requiere experiencia en biologia SHACKELFORD et al.,
molecular 2012
Requiere equipamiento especial. SHACKELFORD et al.
SSCP/DGGE 1 . N '
Precisa experiencia en HPLC. 2012
SNAPshot 5 Alta_pre0|5|on en los rgsultados. PINTO et al., 2011
Flexible a otras mutaciones.
Digital PCR 0,1-10° Requ[ere uso de termocicladores MILBURY et al., 2009
especiales.
Bajo coste.
Sensibilidad adecuada para diagndstico GALBIATI et al., 2013:
Micromatrices <001 médico. MILBURY et al., 2009;

Resultados répidos
No detecta mutaciones que no son
conocidas.

SHACKELFORD et al.,
2012
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Las tecnologias existentes tratan de detectar las mutaciones presentes a partir de muestras
embebidas en parafina y fijadas en formalina. Sin embargo, la baja presencia de alelos mutantes
con respecto a alelos nativos en estas muestras requiere de una alta selectividad no alcanzada
por las tecnologias recogidas en la tabla 2. Los métodos de enriquecimiento de alelos mutantes
(tabla 3), permiten obtener una mayor selectividad, detectando la presencia de mutaciones en un
gran fondo de alelos nativos.

Tabla 3. Comparacion de los principales métodos de enriquecimiento de alelos mutantes.

Técnicas de Sensibilidad

genotipado (% mutado) Caracteristicas Referencia

Sélo detecta mutaciones que generan lugar de

-4 ..z - - -
Enzimas 4x107- restriccion (enzimas de restriccion). MILBURY et al.,
1,6x10® Sélo detecta mutaciones reconocidas por las enzimas 2009
(enzimas que detectan desajustes).
PCR tiempo -4 No hay kit comercial. MILBURY et al.,
5x10 - . .
real Requiere termociclador de tiempo real. 2009
Sélo detecta mutaciones especificas.
Requiere amplia experiencia en biologia molecular. .
COLD-PCR 10,1 equiere amplia experiencia e biologia molecula MILBURY et al.,
Se puede asociar con técnicas de secuenciacion y 2009
pirosecuenciacion.
PAP-ASA 10 Sensibilidad real menor que la tedrica. M'Lnggget al,
Agente Sélo detecta mutaciones conocidas |
bloqueante Ensayo simple. MILBURY etal.,
. 0,1 . . 2009; WANG et
sin Adecuado para trabajar en paralelo con varios al. 2013
activacion ensayos de mutaciones.

I.VI. Implementacion en laboratorios clinicos

a) Métodos comerciales
La ventaja de los métodos comerciales es el proceso de validacion a los que han sido
sometidos (estan regulados por la Directiva Europea 98/78/CE), por lo que no es necesaria la
realizacion de pruebas adicionales de calidad. Los métodos para el andlisis de KRAS, que se
encuentran aprobados por la Comisidén Europea se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Comparacion de los principales métodos para el analisis KRAS aprobados y disponibles en
Europa (VAN KRIEKEN et al., 2015).

Método de diagndstico in vitro Método de deteccion Sensibilidad
(% mutado)
CRC RAScan™ (SURVEYOR®/WAVE®) Cromatografia 2-5
CRC RASseq™ Secuenciacion Sanger 5-10
Therascreen® KRAS and NRAS Pyro Pirosecuenciacion 1-7
Agenad OncoCarta™ Espectometria de masas 5-10
LightMix® NRAS ex2-4 KRAS ex4 HRM 1
Therascreen® KRAS RGQ PCR PCR tiempo real 1-6
cobas KRAS mutation test PCR tiempo real
Randox biochip array Hibridacion 1
INFINITI® KRAS Hibridacion -
KRAS StripAssay® Hibridacion 1
EnteroGen® KRAS PCR tiempo real <1
LightMix® KRAS codon 12/13 HRM 1
PNAClamp™ PCR tiempo real <1
RealQuality RI-KRASMuUST PCR tiempo real 1
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Los métodos que ofrecen una mayor selectividad, por debajo del 1 % de mutado, son
EnteroGen® KRAS o PNAClamp™. No obstante, esta selectividad es insuficiente para la
cantidad de ADN mutante presente en las muestras embebidas en parafina.

b) Método alternativo

La gran mayoria de las técnicas poseen amplias dificultades para su aplicacion clinica, ya
sea por un limite de deteccion insuficiente para las muestras empleadas en la clinica o sus
elevados costes limitan solamente a laboratorios de grandes hospitales. Por otro lado, los
esquemas de Evaluacion Externa de la Calidad (EQA), recomiendan la obtencion de los
resultados del analisis de KRAS en no mas de diez dias laborables (VAN KRIEKEN et al., 2013),
consiguiendo que los pacientes se beneficien de la mejor estrategia de tratamiento. Estos plazos
no son alcanzables por algunas estrategias anteriormente planteadas debido a los extensos
protocolos empleados y la baja rentabilidad de analizar pocas muestras. Existe una clara
necesidad de desarrollar estrategias que puedan ofrecer los resultados en poco tiempo para que
los pacientes se puedan beneficiar del tratamiento mas adecuado para cada uno de ellos.
Ademas, es necesario implantar que la técnica sea de facil acceso sin necesidad de adquirir
instrumentacion costosa y de gran tamafio. Por otra parte, el analisis mutacional del gen KRAS
se realiza a partir de muestras de tejido embebidas en parafina y fijadas en formalina. Estas
muestras, pese a que un experto patologo secciona la region tumoral, poseen una mayor
cantidad de ADN perteneciente a alelos nativos respecto a alelos mutantes. Esta mayor
presencia de alelos nativos hace que ciertas técnicas actuales den lugar a falsos negativos, por su
baja sensibilidad. Por Gltimo, la mayoria de técnicas presentan baja multiplexidad, es decir,
analizan una Unica mutacion por ensayo. Sin embargo, las guias actuales obligan al analisis de
varias mutaciones, e incluso las investigaciones recientes recomiendan aumentar este nimero.

Se propone, como tecnologia alternativa, un método de biosensado basado en hibridacion
tras un enriguecimiento de los alelos mutantes mediante el empleo de un agente blogueante
(figura 6). Esta metodologia cumpliria todos los requisitos demandados para la practica clinica.
Consiste en extraer el ADN de muestras de tejido biopsiadas embebidas en parafina y realizar
una técnica de enriquecimiento de los alelos mutantes mediante el empleo de un agente
bloqueante 3* modificado en la amplificacion, para superar el problema de la baja proporcion de
alelos mutantes. Una vez se aumenta la proporcién de alelos mutantes, los productos
amplificados se detectan mediante sondas de ADN, que permiten identificar todas las
mutaciones posibles en un Unico ensayo y clasificar al paciente en el grupo poblacional
correspondiente para realizar el tratamiento personalizado.
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Figura 6. Esquema del procedimiento de la metodologia propuesta.
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Il.  Objetivos
En este trabajo fin de grado se pretende poner a punto una técnica para el analisis
genético del gen KRAS con el objetivo de clasificar pacientes en funcion del estado mutacional
del primer nucleétido del ex6n 2, coddn 12. El trabajo se centra principalmente en el empleo de
un agente bloqueante de la amplificacion de los alelos nativos como método de enriquecimiento
de los alelos mutantes, para la posterior determinacion de las mutaciones por un ensayo
selectivo de hibridacion.

Para la consecucion de este objetivo principal se fijan los siguientes objetivos parciales:

- Lograr la amplificacion de la region en estudio

- Optimizar la secuencia y concentracion del agente bloqueante.

- Seleccionar el formato de hibridacion para realizar el analisis genético.

- Poner a punto las condiciones que permitan la asignacion del estado mutacional
- Analizar muestras de individuos voluntarios y pacientes con cancer colorrectal.

12



I11. Materiales y métodos

I1l. MATERIALES Y METODOS

I11.1. Reclutamiento de muestras

La obtencidon de muestras de alelos nativos se realizé a partir de diferentes voluntarios
con su correspondiente consentimiento, como regula la declaracién de Helsinki (“World
Medical Association Declaration of Helsinki: Ethical principles for medical research involving
human subjects", 2014). Mientras que las muestras de alelos mutantes se obtuvieron del hospital
La Fe a partir de diferentes pacientes que sufren de cancer colorrectal a los cuales se les ha
realizado una biopsia y se ha fijado la muestra en parafina. Este estudio se ha realizado en el
contexto del proyecto ONCOMARKER (MINECO RTC-2015-3625-1).

I11.11. Extraccion de ADN gendmico

La extraccion de ADN a partir de las muestras impregnadas en parafina se realiz6 en el
hospital mediante QlAamp DNA Investigator Kit (Qiagen), obteniéndose la extraccion de ADN
directamente.

Para llevar a cabo la extraccién de ADN de los voluntarios (alelos nativos), se empleo la
serie PureLink Genomic DNA kits (Invitrogen). Se procedio a seguir el protocolo de extraccion
de ADN a partir de la lisis de células humanas bucales obtenidas mediante hisopos. Al frotis
bucal se afiadieron 500 uL de PBS (1 X) y 20 uL de Proteinasa K. Posteriormente se afiadieron
20 uL de RNAsa, manteniendo la solucion a temperatura ambiente durante 2 minutos. Se afiadié
el mismo volumen de tampon de lisado. Esta disolucion se incub6 a 55 °C durante 20 minutos
agitando cada 5 minutos. Los restos de lisado se recuperaron mediante centrifugacion y
afiadiendo 500 pL de etanol (96-100 %). Se afiadieron 640 pL del lisado recuperado a la
columna (PureLink Spin Column), y se centrifug6é a 10000 xg durante 1 minuto. Se afiadieron
500 uL de tampdn de lavado 1 y se centrifugd como anteriormente. Se afiadieron 500 uL de
tampdn de lavado 2 y se centrifug6 a maxima velocidad durante 3 minutos. Finalmente se
afiadieron 25-200 uL de tampdn de elucion, se dejo incubar durante 1 minuto y se recupero el
ADN por centrifugacion. Se obtuvo la concentracion de ADN (ng/ul), utilizando un
espectrofotémetro (NANODROP 2000, Thermo Scientific) a partir de la absorbancia a 260 nm.

L1, Amplificacion

Se realiz6 la amplificacion a partir de las muestras de ADN genémico de acuerdo a las
condiciones descritas en la tabla 5. La reaccién se realiz6 en un termociclador (UNO, VWR®)
bajo las siguientes condiciones: un ciclo de desnaturalizacion inicial de 95 °C durante 5
minutos, 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 segundos, anillamiento a 57 °C
durante 30 segundos y elongacion a 72 °C durante 60 segundos, finalmente un ciclo de
extensién final durante 5 minutos. EI empleo de agente bloqueante qued6 restringido a las
reacciones en las cuales se requiri6 el bloqueo de la amplificacién de la muestra nativa.

13



I11. Materiales y métodos

Tabla 5. Reactivos utilizados en la reaccion de amplificacion.

Reactivos Concentracion

Tampdn 10 X 1X

MgCl, 50 mM 3mM
dNTPs 10 mM 200 pM
Digoxigenina-dUTPs 100 uM 10 uM
Cebador directo 10 uM 300 nM
Cebador reversol0 uM 300 nM
Blogueante 10 pM* 100 nM

Taq 1 U/uL 05U

ADN 4 ng/puL 4 ng

El rendimiento de la amplificacion se determind mediante fluorescencia, utilizando el
flur6foro SYBR (intercalante del ADN), diluyendo el producto de amplificacion (1:100) en 100
pL. La lectura se realizd mediante un lector de placas multipocillo (Wallac, model Victor 1420
multilabel counter, Finland). Se determiné la presencia de producto de amplificacién deseado
mediante gel de agarosa (3 %). La electroforesis se llev6 a cabo en medio tamp6n TBE (0,5 X),
y los productos de amplificacion fueron diluidos (1:2) en tampdn de carga. El gel se reveld
mediante SYBR (2 X).

I11.1V. Condiciones de inmovilizacién

La inmovilizacién sobre la placa de poliestireno de 96 pocillos (Corning® 96 well plates,
Sigma-Aldrich) se realizé mediante incubacion (100 uL) de 0,2 ppm de estreptavidina y 20 nM
de sonda, durante 12 horas a 37 °C. Finalmente, se lavo con PBST (tampén fosfato salino (PBS)
1X que contiene 0,05 % (v/v) tween 20, pH 7,4) y agua.

La inmovilizacion de las sondas sobre el DVD se realizd en formato de micromatriz (50
nL, 4 filas x 7 columnas, 4 réplicas/sonda, 20 micromatrices) mediante un dispensador de bajo
volumen y sin contacto (AD-1500, Biodot, Irvine, CA). Las condiciones de impresion (tampon
carbonato; glicerol (2 %); estreptavidina (10 ppm); sonda (100 nM)), variaron para la sonda del
control positivo (tampdn carbonato; glicerol (2 %); estreptavidina (5 ppm); sonda (10 nM))
puesto que generaba una sefial muy intensa. Una vez realizada la impresién, el disco se dejo
incubando 12 horas (4 °C) y se lavé con PBST y agua.

I11.V. Disefio de oligonucledtidos
Las sondas utilizadas como reactivos se recogen en la tabla 6, todas ellas se encuentran
biotiniladas en el extremo 3’ para su inmovilizacién mediante estreptavidina.

Tabla 6. Sondas empleadas como reactivos para su inmovilizacion mediante estreptavidina.

Nombre Secuencia Mutacién
Control BIOTINA-TG-TTTTTTTTTTGAACCTTTCGCTTCACCGGCCGATC
hibridacion CTTGGAAAGCGAAGTGGCCGGCTAGGTTTGTCCCTTCTCTAT-DIG
egggg;;(:o BIOTINA-TG-TTTTTTTTTTAAGACAGCCGACTGCGTGTGAT
c.34G BIOTINA-TG-TTTTTTTTTT-GTTGGAGCTGGTGGCGTAGGC WT
c.34G>T BIOTINA-TG-TTTTTTTTTT-AGTTGGAGCTTIGTGGCGTAGG p.G12C
c.34G>A BIOTINA-TG-TTTTTTTTTT-AGTTGGAGCTAGTGGCGTAGG p.G12S
c.34G>C BIOTINA-TG-TTTTTTTTTT-AGTTGGAGCTCGTGGCGTAGG p.G12R
Control BIOTINA-TG-TTTTTTTTTT-GCAGTCCCTCCATGATCACGGCCATCA -
negativo

Arg: arginina; Cys: cisteina ;DIG: digoxigenina;Gly: glicina; Ser: serina; WT: nativo
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111.VI. Deteccién en placa

La placa se lavo 3 veces con PBST més agua destilada. Los productos amplificados (1
pL) se mezclaron con 99 uL de tampon de hibridacion 5 X (SSC, 1 X tampon salino sodio
citrato: NaCl 150 mM, citrato de sodio 15 mM, pH 7) y se calentaron a 95 °C durante 5 minutos
para conseguir la desnaturalizacion en hebras monocatenarias. Los productos desnaturalizados
se dispensaron en cada pocillo de la placa y se incubaron durante 45 minutos a 37 °C. Tras la
incubacion y el posterior lavado mediante SSC 0,1 X y SSC 0,01 X, se dispensaron 100 uL por
pocillo de anticuerpo primario de oveja anti-digoxigenina (Sigma-Aldrich, 1 ppm) y un
anticuerpo de conejo anti-anticuerpos de oveja acoplado a HRP (peroxidasa de rabano) como
secundario (Sigma-Aldrich, 1,75 ppm) en PBST (1:2000) y se dejo incubar durante 25 minutos
a temperatura ambiente. Tras el consiguiente lavado mediante PBST y agua destilada, se
dispensaron 100 uL de la soluciéon TMB (0,25 g L—1 de 3,3°,5,5” tetrametilbenzidina, Sigma-
Aldrich) y 0,002 M de peroxido de hidrégeno (Scharlab, 35 %) en tampén citrato (pH 5,5) y se
incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos. Tras la incubacion mediante TMB, fue
necesario parar la reaccion afadiendo 50 pL de 2,5 M 4cido sulfirico (Scharlab, 90 %).
Finalmente, la reaccion se midié por absorbancia a 450 nm (longitud de onda de referencia: 650
nm) con un lector de placas multipocillo (Wallac, model Victor 1420 multilabel counter,
Finland).

I11.VII. Deteccién en DVD

Se realizd6 un primer lavado mediante PBST y agua, para eliminar el exceso de
estreptavidina. Se prepararon las disoluciones (50 pL) para cada producto de amplificacion
(1:10) en tampodn de hibridacion SSC 3 X con formamida (Scharlab, 25 %) y Denhardt’s
(Sigma-Aldrich, 2,5 X). Se incubaron a 95 °C durante 10 minutos y se dispensaron en las
micromatrices incubandose durante 1 hora a 37 °C. A continuacion se realizé un lavado con
SSC (0,1 X) y SSC (0,01 X).

Para el revelado se empled un anticuerpo primario de oveja anti-digoxigenina (2 ppm) y
un anticuerpo de conejo anti-anticuerpos de oveja acoplado a HRP (peroxidasa de rabano) como
secundario (2,5 ppm) en PBST (800 uL), y se dejé incubar durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Se realiz6 un lavado, mediante PBST y agua. Se dispensaron 800 uL del reactivo
TMB vy se par6 la reaccion mediante agua transcurridos 1,5 min. La lectura de los resultados se
realiz6 mediante un lector de discos digitales Opticos (Lab-Player), en modo reflexion.
Utilizando el programa desarrollado en el grupo de investigacion, se procesaron las imagenes de
las micromatrices para obtener las intensidades de cada punto corregidas respecto del fondo.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Optimizacion de la amplificacion del gen KRAS

En la practica clinica actual, las pruebas del estado mutacional del gen KRAS se llevan a
cabo a partir de muestras de tejido impregnadas en parafina y fijadas en formalina. En estas
muestras, tanto en su conservacion como en el proceso de extraccién de ADN, se degrada una
gran parte de los acidos nucleicos que contiene, por lo que es critica una buena amplificacion
para poder detectar las mutaciones presentes. Se usé el gen COMT (Catecol-O-
metiltransferasa), que se encuentra expresado constitutivamente, como control endogeno del
ensayo.

Se realizaron experimentos preliminares en la amplificacion del gen control y del gen
diana. Ademas se ensayaron dos cebadores delanteros (externo e interno) y dos cebadores
traseros (externo e interno) para el gen KRAS. La separacion electroforética de los productos
resultantes originaron bandas de tamafio 175 pb para el gen COMT y de 178, 161, 124 y 107 pb
para las diferentes combinaciones de cebadores del gen KRAS.

Con el objetivo de alcanzar el mayor nimero de copias posible, se amplifico el gen
KRAS variando la temperatura de anillamiento (figura 7) y, variando las concentraciones de
ambos cebadores, tanto del directo como del reverso (figura 8).
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Figura 7. Sefial de fluorescencia de la amplificacion variando la temperatura de anillamiento (3 réplicas).

Como se puede observar en la figura 8, a temperaturas superiores a 62 °C no existia
amplificacion alguna. Este efecto se puede explicar como consecuencia de la ausencia de
anillamiento de los cebadores debido a que a estas temperaturas hacen termodindmicamente
inestable la hibridacion. A temperaturas inferiores a 60 °C existia una gran diferencia entre la
amplificacion del gen diana y la reaccion de amplificacion negativa (control negativo), siendo la
temperatura Optima la de 57 °C, dado que ofrecia el rendimiento maximo y bajos rendimientos
negativos.
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Figura 8. Sefial de fluorescencia de la amplificacion para distintas concentraciones de los cebadores
directo y reverso (3 réplicas).

El rendimiento en la amplificacion aumenté al incrementar la concentracion de los
cebadores. Se concluy6 que una concentracion de 300 nM ofrecia un rendimiento suficiente,
con un bajo consumo de reactivos y, por tanto, se establecié como la concentracion éptima.

IV.11. Evaluacion del agente blogqueante

a) Evaluacion del solapamiento

Puesto gue las muestras de tejido impregnadas en parafina y fijadas en formalina poseen
una baja proporcidon de alelos mutantes respecto a los nativos, se pretende minimizar la
amplificacion de la variante nativa con el objetivo de poder detectar las mutaciones con la
selectividad que alcanza la tecnologia propuesta. El enriquecimiento de los alelos mutantes se
realiz6 a partir del uso de un oligonucledtido (agente blogueante) complementario con la
secuencia del alelo nativo (figura 9). Debido a que la polimerasa requiere de un grupo hidroxilo
3’ libre para la incorporacion de un nuevo nucledtido y posterior elongacion de la hebra de
ADN, se emple6 un oligonucleétido didesoxi, es decir, un fragmento de ADN que posee un
nucleétido con ausencia del grupo hidroxilo en la posicion 3°.
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L

CR
2

Figura 9. Esquema del método de enriquecimiento de los alelos mutantes. a) alelo nativo b) alelo mutante
(c.34G>T). Etapas: 1) Apertura del ADN molde. 2) anillamiento de cebadores y agente bloqueante. 3)
etapa de elongacion durante PCR. CD: cebador directo, CR: cebador reverso, AB: agente bloqueante.

Los agentes bloqueantes utilizados para disminuir la amplificacion selectiva de un alelo
se pueden disefiar de dos formas: manteniendo una complementariedad parcial con el cebador
directo, lo cual impide la amplificacion por PCR por la ausencia de anillamiento del cebador
(amplificacidn blogueada en la etapa de anillamiento) o, sin complementariedad con el cebador,
consiguiendo el bloqueo en la etapa de elongacién (si que existe anillamiento del cebador
directo). Dado que el agente blogueante utilizado solapa en dos nucle6tidos con el cebador
directo interno (CDi), se evalud su disefio en la amplificacién de diferentes productos del gen
KRAS (figura 10).

2nt

. . :@: Solapamiento
L ] 3]

: a) CDe/CRe

b) CDe/CRi

c) CDi/CRe

[ ] d) CDi/CRi

— CDi CRi —J CDe CRe C—— Agente bloqueante Zona mutacion

Figura 10. Esquema de la amplificacion mediante la diferente combinacién de cebadores. 1) zona de
anillamiento de cada cebador. 2) solapamiento existente en 2 nucledtidos entre el cebador CDi y el agente
bloqueante. 3) diferentes productos de amplificacidn generados segln la combinacion de cebadores (a-d).
La incorporacién de agente bloqueante impediria la formacion de los productos ¢ y d como consecuencia

del solapamiento con el cebador CDi. CDi: cebador directo interno, CDe: cebador directo externo, CRi:
cebador reverso interno, CRe: cebador reverso externo, nt: nucleétido.
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En las amplificaciones realizadas mediante el cebador directo externo (CDe/CRe;
CDe/CRIi), el cual no solapa, la adicion de agente bloqueante no alteraba la formacion de
producto (sefiales del mismo orden). Mientras que en las amplificaciones realizadas mediante el
cebador directo interno la adicén de agente bloqueante disminuia la formacién de productos de
amplificacion (figura 11). Este bloqueo en los productos amplificados mediante el cebador
directo interno es debido a que el agente bloqueante, como se ha comentado anteriormente,
solapa en 2 nucleétidos con el mismo, por lo que impide la amplificacion en la etapa de
anillamiento, demostrando que la incorporacion de este agente bloqueante en la amplificacion
mediante otro cebador directo externo (CDe), no evita el anillamiento del cebador y
consiguientemente la amplificacion.
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Figura 11. Sefal de fluorescencia de la amplificacién para distintas combinaciones de cebadores, sin y
con adicion de agente blogueante (2 réplicas).

Esta disminucion de la amplificacion tras la adicion de agente blogueante se corroboro
mediante un gel de electroforesis (figura 12). La ausencia o presencia de banda asociada a los
productos formados de las diferentes combinaciones de cebadores dependi6 de la incorporacion
0 no del oligonucléotido complementario a la variante nativa.
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Figura 12. Gel de electroforesis para distintos productos de amplificacion, con y sin adicion de agente
bloqueante (100 nM). Pocillo 1: marcador de pesos moleculares. Pocillos 2 y 3: control negativo y
producto 175 pb. Pocillos 4, 5y 6: control negativo, producto 178 pb (con bloqueante) y producto 178 pb.
Pocillos 7, 8 y 9: control negativo, producto 107 pb (con bloqueante) y producto 107 pb. Pocillos 10, 11y
12: control negativo, producto 124 pb (con bloqueante) y producto 124 pb. Pocillos 13, 14 y 15: control
negativo, producto 161 bp (con bloqueante) y producto 161 pb.
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La imagen capturada del gel de electroforesis fue tratada para obtener las intensidades de
cada banda (ImageJ, NIH). A partir de las intensidades obtenidas, se concluy6 mediante un test
estadistico (ANOVA), que para los productos de amplificacion generados a partir del cebador
directo externo, la incorporacion o no de agente bloqueante no poseia efecto significativo (valor
p=0,6908). Sin embargo, los productos de amplificacion generados a partir del cebador directo
interno, la incorporacion o no de agente bloqueante poseia efecto significativo debido al solape
existente con el agente blogueante (valor p=0,0009).

b) Efecto de la concentracion
Se estudio el efecto de la concentracion de agente bloqueante en la amplificacion de
extracciones de alelos nativos y mutantes para obtener la concentracion 6ptima que conseguia la
amplificacion de los alelos mutantes, disminuyendo la amplificacion de los alelos nativos.

A medida que se aumentd la concentracion de agente blogueante, disminuia el
rendimiento de la amplificacién gradualmente (figura 13). La concentracion de 100 nM ofrecia
una disminucion de la amplificacion del alelo nativo lo suficientemente alta, por lo que se
establecié como la concentracion Gptima para la reaccion de bloqueo, ya que concentraciones
superiores ofrecen unos resultados que no mejoran excesivamente al alcanzado por esta
concentracion, aumentando el consumo de reactivos.
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Figura 13. Sefial de fluorescencia de la amplificacion para distintas concentraciones de agente blogqueante
(5 réplicas).

Dado que el agente blogueante (18pb) es complementario a la zona de mutacién
(complementario para nucle6tido nativo: GGT), deberia hibridar selectivamente para el alelo
nativo impidiendo su amplificacion, y enriqueciendo el porcentaje de alelos mutantes (¢.34G>T,
€.34G>A, ¢.34G>C). Se estudié la selectividad del bloqueo mediante el cociente de la sefal
obtenida por los alelos mutantes respecto a la obtenida por el alelo nativo. Asi, cocientes
superiores a 1 demuestran una mayor sefial de los alelos mutantes respecto al nativo.

Para una concentracion de 0 nM de agente bloqueante (figura 14), la sefial de
fluorescencia obtenida de la amplificacion del alelo mutante era equivalente a la obtenida de la
amplificacion del alelo nativo (cociente igual a 1). A medida que aumento la concentracion de
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agente bloqueante, el cociente de las fluorescencias de alelo mutante/alelo nativo fueron
aumentando gradualmente, hasta conseguir una sefial de 3 veces mayor por parte de alelo
mutante respecto a nativo. Estos resultados son fruto de la disminucion en la amplificacion del
extracto de ADN de alelo nativo, manteniéndose constante la amplificacion del alelo mutante vy,
por tanto, aumentando el cociente entre sus sefiales de fluorescencia.
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Figura 14. Cocientes de la sefial de fluorescencia de la amplificacion de alelo mutante respecto al alelo
nativo para distintas concentraciones de agente blogueante (2 réplicas).

Con el objetivo de corroborar los resultados obtenidos por fluorescencia, se realiz6 un gel
de electroforesis con los productos de amplificacién de extractos nativos y mutantes para
distintas concentraciones de agente bloqueante. Para una concentracion de 100 nM de agente
bloqueante, la banda para el alelo mutante (c.34G>T) fue detectada, mientras que no existia la
banda correspondiente al alelo nativo (figura 15).

Figura 15. Gel de electroforesis en agarosa para productos de amplificacion de alelo nativo y mutante.
Pocillo 1: marcador de pesos moleculares Pocillos 2 y 3: alelo nativo (100 nM), 4 y 5: alelo mutante (100
nM), 6 y 7: alelo nativo (0 nM), 8 y 9: alelo mutante (0 nM). Alelo nativo-Paciente 1 (¢c.34G). Alelo
mutante-Paciente (¢.34G>T).

El anélisis de la imagen del gel de electroforesis permitié el calculo del cociente de
sefiales alelo mutante (p.G12C) respecto al alelo nativo. Cuanto mayor era la concentracion de
agente blogueante, el cociente de sefiales era superior. El analisis de la varianza de las sefiales
indicé que la intensidad de la banda del alelo nativo disminuia (valor p=0,0007), y la del
mutante se mantenia constante (valor p=0,1161). Se seleccion¢ una concentracion de 100 nM de
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agente bloqueante dado que se minimizé la amplificacion del alelo nativo con un consumo
reducido de reactivos.

A partir de las fluorescencias obtenidas, se estimo el niamero de copias alcanzadas tras el
empleo de una concentracion de 100 nM de agente bloqueante (tabla 8). Ademas, se calculé un
factor de bloqueo (Fy;) para cuantificar la disminucion de la amplificacion de la variante en
cuestion:

C1

Fpi=—
bET 2
Donde:C1: nimero de copias sin bloqueo, C2: niamero de copias con bloqueo.

Tabla 7. Nimero de copias obtenidas tras el método de enriquecimiento mediante agente blogueante (100
nM).

Muestra Sin blogueante (n° copias) Con bloqueante (n° copias) Fo.i
Nativo 4,16x10° 1,73x10* 23900
Mutante (c.34G>T) 3,54x10® 1,90x10® 19

Dado que el factor de bloqueo para el alelo nativo fue de 23900 y para el mutado de 1,9,
se demostré que el uso de un agente bloqueante (100 nM) solapante con el cebador directo es un
método efectivo para el enriquecimiento de los alelos mutantes.

IV.111. Comparacion de formatos de andlisis del gen KRAS

Para discriminar entre las diferentes mutaciones se estudio un sistema de deteccion de los
productos de amplificacion basado en un ensayo de hibridacion con lectura Optica. Dado las
necesidades clinicas, el analisis mutacional del gen KRAS exige una plataforma tecnolédgica que
ofrezca una alta capacidad de analisis en paralelo de diferentes muestras para disminuir tanto los
tiempos como los costes por andlisis (figura 16). Se escogieron como formatos de analisis
plataformas como la placa ELISA (SANTIAGO-FELIPE et al., 2014) y los discos de DVD
(TORTAJADA-GENARO et al., 2012), las cuales han sido desarrollados como plataformas de
hibridacion con sondas de ADN por el Instituto Interuniversitario de Investigacién de
Reconocimiento Molecular y Desarrollo Tecnolégico (IDM).
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a)

Pocillo Punto

200 1-50nL v ,

Lector de placas multipocillo Lector de discos
Medida: Absorbancia 450 nm Medida: Reflexion

Figura 16. Formatos de hibridacion propuestos para el analisis mutacional del gen KRAS. a) formato
placa con lectura por absorbancia. b) formato DVD con lectura por reflexion.

La realizacion de ensayos de hibridacién en plataformas de la placa poliestireno de 96
pocillos (ampliamente utilizada para ELISA) permite una deteccién en fase homogénea
acoplada a un lector de placas (absorbancia a 450 nm). La superficie bionalitica es grande,
porque es posible inmovilizar sondas en el fondo y en las paredes del pocillo. Respecto a la
tecnologia de medida, es un equipo estandar en los laboratorios clinicos lo que permitia una
implementacion rapida en la practica rutinaria.

La tecnologia de disco compacto DVD (figura 17) se basa en la inmovilizacion de las
sondas de ADN en el sustrato de policarbonato de los discos, para posteriormente capturar los
resultados mediante un lector de discos (Lab-Player) capaz de obtener los resultados de todo el
disco a partir de la reflexion del haz de un laser (A=650 nm, NA=0,6). Esta tecnologia ofrece
una alta portabilidad de los resultados, ya que el detector Lab-Player se puede transportar de
forma facil y sencilla debido a su pequefio tamafio. La tecnologia presenta una gran robustez,
pudiéndose obtener los resultados en cualquier laboratorio, ademas es una tecnologia muy
flexible, ya que permite la posibilidad de adaptacion a cualquier tipo de ensayo. En comparacion
con la plataforma de placa de poliestireno, permite un mayor multiplexado de las muestras vy,
mas aun, ofrece un gran ahorro en cuanto al consumo de reactivos (1-50 nL/punto por los 200
uL/pocillo de la placa ELISA).

Ocm Zem  Sensing area Gom

Figura 17. Tecnologia basada en DVD desarrollada por:“;e_i instituto de investigacion IDM.
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Se compararon ambos formatos, realizando ensayos replicados durante 4 semanas (figura
18). Sin embargo, los resultados obtenidos en placa presentaban una alta irreproducibilidad
(s=0,112; RSD=33,35 %), muy superior a las prestaciones marcadas para el ensayo. Estas
variaciones se atribuyeron a un proceso de inmovilizacion de la estreptavidina sobre la
superficie de poliestireno no éptimo. Los valores registrados para el formato de disco DVD
fueron satisfactorios.
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Figura 18. Respuestas registradas para el analisis del gen COMT (referencia) y gen KRAS a distintos
tiempos. A) plataforma placa. B) plataforma DVD (SNR: cociente sefial-ruido).

IV.1V. Puesta a punto del ensayo basado en hibridacion

a) Condiciones de hibridacion selectiva

La hibridacion especifica entre la sonda y el producto de amplificacion tiene lugar bajo
unas determinadas condiciones experimentales. Se selecciond tampdén SSC porque proporciona
un pH de 7 y una fuerza i6nica adecuada para la formacion de la doble hebra entre los productos
amplificados desnaturalizados y las sondas de ADN inmovilizadas. No obstante, nuestro
objetivo es el de diferenciar entre productos de amplificacién que varian en un tnico nucleétido,
por lo que la hibridacién selectiva de cada sonda con su producto es clave. Por ello se incorporé
formamida a la mezcla de hibridacidn, ya que ésta interacciona con las hebras de ADN,
facilitando que el producto solamente hibride con la sonda totalmente complementaria.

Con el objetivo de determinar la condicidn éptima para gque ocurra la hibridacion entre la
sonda correspondiente al producto amplificado, se estudio el efecto de la concentracion de
tampdn de hibridacion y la concentracion de formamida (figura 19).
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Figura 19. Cociente de las sefiales correspondientes a las sondas del genotipo nativo (c.34G) y genotipo
mutante (¢.34G>C; c.34G>A; ¢.34G>T). a) Diferentes concentraciones de SSC (formamida 5 %; 3
réplicas). b) Diferentes concentraciones de formamida (SSC 3 X; 3 réplicas)
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En condiciones de baja formamida (5 %), el producto amplificado hibridaba
inespecificamente, independientemente de la concentracion de SSC, originando cocientes entre
la sefial de la sonda nativa con respecto a las sondas mutantes cercanos a 1 (figura 19a). El
andlisis estadistico (ANOVA) mostré que no existian diferencias significativas entre las
respuestas para las distintas sondas: ¢.34G/c.34G>C (p=0,0653); ¢.34G/c.34G>A (p=0,0772);
¢.34G/c.34G>T (p=0,0727). En condiciones restringentes de tampdn (SSC 3 X), el aumento de
la concentracion de formamida, los cocientes fueron mas favorables (figura 19b). Las
diferencias de sefales fueron significativas: ¢.34G/c.34G>C (p=0,0001); c.34G/c.34G>A
(p=0,0005); ¢.34G/c.34G>T (p=0,0211). La mayor diferencia entre cocientes se alcanzé para
SSC 3 X'y formamida 15 %.

La etapa de inmunorevelado de los productos hibridados fue estudiada. El revelado se
basa en el sistema digoxigenina/anticuerpo de oveja anti-digoxigenina/anticuerpo de conejo
anti-anticuerpos de oveja acoplado a HRP (peroxidasa de rabano)/TMB descrito en Tortajada-
Genaro et al., 2012. Se revisd la concentracion de anticuerpo secundario para minimizar una
interaccion inespecifica (figura 20). A una concentracion de 0,8 ppm, las sefiales de las sondas
no complementarias disminuyeron, siendo el cociente de sefiales de 6, mejorando las
condiciones estandar (2,5 ppm).
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Figura 20. Cociente de las sefiales correspondientes a las sondas del genotipo nativo (¢.34G) y genotipo
mutante (c.34G>C; ¢.34G>A,; ¢.34G>T) para diferentes concentraciones de anticuerpo secundario (2
réplicas).

Se estudio el efecto de la presencia del agente blogueante en el ensayo de hibridacion,
registrando las sefiales para los productos de amplificacién, con y sin presencia de agente
blogueante, de 7 pacientes con la variante nativa. Se registraron las imagenes de las
micromatrices (figura 21) y se midieron las intensidades de cada punto (figura 22). Un analisis
de la varianza (ANOVA) mostré que la incorporacion de agente blogueante (100 nM) en la
amplificacion, disminuia la sefial del alelo nativo de forma significativa siendo comparables a
las sefiales de las sondas no diana (valor p=0,0100). Estos resultados confirmaron que la
incorporacién de agente bloqueante en la amplificacién impedia la elongacion del gen KRAS
nativo de forma suficiente para originar una respuesta negativa en un ensayo de hibridacién.
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Figura 21. Imagen capturada del ensayo en DVD para un voluntario nativo. a) Sin incorporacion de
agente bloqueante. b) Con incorporacion de agente bloqueante (100 nM). CH: control de hibridacion. CE:
control enddgeno. CN: control negativo.
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Figura 22. Sefiales obtenidas para cada sonda tras la hibridacion de extractos de 7 pacientes nativos.
Concentracién de agente blogueante 100 nM (3 réplicas).

b) Prestaciones analiticas
Se realiz6 una estimacién de la capacidad de deteccion de la técnica de hibridacién a
partir de una dilucién seriada del producto de amplificacion (figura 23). SNR por debajo de 3 se
consideran como respuestas negativas, por lo que el minimo nGmero de copias que podriamos
detectar mediante esta metodologia estaria por debajo de 4,31x10°. Teniendo en cuenta el
namero de copias medido a través del rendimiento de amplificacion, el ADN de alelo mutante
generarian sefiales de 19,1 (1,90x10°), y el ADN de alelo nativo generarian un SNR por debajo
de 6 (1,73x10%. A partir de esta estimacion tedrica, se podria discriminar la presencia de

mutaciones mediante esta técnica.
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Figura 23. Sefial obtenida para la sonda ¢.34G, tras la hibridacion de diferentes diluciones del producto
de amplificacion de un individuo nativo (4 réplicas).

Ademas, se estimo la reproducibilidad de la metodologia de deteccidn a partir de las
desviaciones de las sefiales obtenidas para un individuo en diferentes ensayos replicados. La
técnica demostr6 una alta reproducibilidad intra-matriz, es decir sefiales entre distintos puntos
de una micromatriz (s=0,695, RSD=3,34 %) e intra-disco, entre distintas micromatrices de un
mismo disco (5=0,829, RSD=3,96 %). Ademas, la reproducibilidad inter-disco, sefiales
obtenidas de distintos discos, fue adecuada (s=0,910, RSD=4,25 %).

Por otro lado, se evalud el tiempo requerido para cada una de las etapas del ensayo (tabla
9). El tiempo total de analisis seria de 10 horas, es un tiempo que se encuentra holgadamente en
los limites establecidos por los esquemas de Evaluacion Externa de la Calidad para el anlisis y
clasificacién de los pacientes con cancer colorrectal. Ademas es inferior a la mayoria de
metodologias del mercado para el analisis mutacional del gen KRAS, que necesitan mas de 24
horas.

Tabla 8. Estimacidn del tiempo de anélisis de la metodologia propuesta.

Protocolo Tiempo (minutos)
Extraccion ADN 180
Amplificacion 120
Impresion/disco 20

Inmovilizacién sondas 480/60
Hibridacién 180
Lectura 20
Tratado de los datos 20
Total 1020/600

IV.V. Aplicacion clinica

a) Analisis de muestras de pacientes
Se procedid a aplicar el método desarrollado para el analisis mutacional de diferentes
extractos de ADN de pacientes nativos. Se calculd un factor de discriminacion (Fq;) para cada
sonda:

Si

Fpi=——
d.i ZSt

Donde S; es la sefial de la sonda a evaluar y ¥ S; es el sumatorio de todas las sefiales
(c.34G; ¢.34G>T; ¢.34G>A; ¢.34G>C).
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La Figura 24 muestra los factores obtenidos para los pacientes. Se observé que la sonda
nativa originaba factores en el intervalo 0,37-0,52, mientras que las sondas mutantes en el
intervalo 0,23-0,13. Por lo tanto, se establecié el limite de Fq; > 0,3 para asignar a dicho
paciente en el grupo poblacion asociado (¢.34G; ¢.34G>T; ¢.34G>A; ¢.34G>C).
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Figura 24. Factores de discriminacién obtenidos a partir de las muestras de los pacientes.

Demostrado el principio analizando un conjunto de paciente nativos, los siguientes pasos,
fuera del alcance del presente TFG, implicarian un analisis de un conjunto de muestras de
validacion para la asignacién de los distintos genotipos mutantes.

b) Comparacion con otras tecnologias

Con las condiciones alcanzadas del ensayo, las prestaciones fueron contrastadas con las
correspondientes tecnologias implementadas en laboratorios de investigacion y clinicos (tabla
10). Se compara la tecnologia HRM, la cual se basa en la desnaturalizacion de la doble cadena
de ADN con una deteccion de entre 3-10 % de alelos mutados, y la tecnologia COBAS®, la
cual se basa en PCR a tiempo real con una deteccion de alrededor del 5 % de alelos mutados. En
el primer caso se utilizan instrumentos de gPCR de alta gama y en el segundo un instrumento
especifico para esta aplicacion. La tecnologia COBAS® se encuentra implementada en el
hospital La Fe, siendo evaluada durante una estancia en el laboratorio de Biologia Molecular.

Las mayores diferencias son el coste y la capacidad de analizar varios pacientes en
paralelo. Las técnica de COBAS® (cobas z 480 real-time PCR analyzer; alrededor de 18.000€)
y de HRM (Applied Biosystems High Resolution Melt Module for ViiA™, 15.000€) requieren
de una instrumentacion méas costosa que el método propuesto (Lab-Player; 300 €) y mucho mas
voluminosa. La capacidad de analizar un gran cantidad de pacientes en paralelo alcanzada por la
tecnologia de este trabajo fin de grado (veinte pacientes/lectura) no la alcanzan ni la
metodologia de HRM (un paciente/lectura) ni tecnologia COBAS® (ocho pacientes/lectura).

Por otro lado, la técnica de HRM sélo permite discernir si la muestra posee mutacién o
no, sin embargo, tanto la técnica de COBAS® como el método propuesto, permiten detectar
mutaciones en diferentes posiciones siendo muy importante puesto que la Gltima actualizacion
(ALLEGRA et al., 2015) hace obligatoria la comprobacion del estado mutacional de diferentes
posiciones en el gen KRAS (exo6n 2: codon 12, codonl3; exon 3: codon 59, coddn 61; exon 4:
codon 117, codon 146). No obstante, el método propuesto permite identificar el cambio
nucleotidico de todas las posiciones, mientras que COBAS®, al ser una tecnologia muy cerrada,
solo identifica la mutacion en diversas posiciones, por ejemplo, las mutacion del primer
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nucleétido del ex6n 2 coddn 12 se encuentran en la misma mix de PCR detectando solamente si
existe mutacion sin identificar el cambio.

Tabla 9. Comparacion de técnicas de analisis mutacional para el gen KRAS con la metodologia
propuesta.

Propiedad Meétodo HRM COBAS®
propuesto

Detector ~’

Tiempo de +4++ T+ e
analisis
Coste +++ ++ +
Sencillez +++ ++ t
Reproducibilidad ++ +++ .
Cantidad de +++ 1+ -+
muestra
Selectividad +H4* ++ -+
Multiplexicidad +++ + +
Informacién +++ + +
mutacional

+: Aceptable, ++: buena, +++: muy buena, *: estimado
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V. CONCLUSIONES

Este trabajo fin de grado ha permitido establecer la bases experimentales para desarrollar
un ensayo para analizar el estado mutacional del primer nucleétido del exén 2 cod6n 12 del gen
KRAS. Los resultados mas destacables obtenidos en este trabajo son:

- La adicion de un agente blogueante, complementario al alelo nativo y solapante al
cebador directo, en la mezcla de reaccion de la PCR minimiza especificamente la
amplificacion de los alelos nativos (factor bloqueo= 23900), enriqueciendo los
alelos mutantes presentes.

- La plataforma basada en la tecnologia DVD para el analisis mutacional del gen
KRAS ofrece mejores resultados que la plataforma basada en el uso de una placa de
poliestireno de 96 pocillos.

- Las prestaciones analiticas alcanzadas y de analisis de muestras muestran el
potencial del método desarrollado.

Frente a las técnicas actualmente comercializadas, el método propuesto es una clara
alternativa mas barata, sencilla y versatil que permitiria su implementacién no sélo en
laboratorios centralizados. Aunque es necesario avanzar en el desarrollo, los resultados son
realmente prometedores para facilitar el acceso de los avances de la medicina personaliza de
manera universal. Lo que finalmente se traduce en contribuir en la mejora de la calidad de vida
de los pacientes con cancer colorrectal.
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