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Resumen

La presencia de mutaciones somaticas en ciertos genes se asocia a la resistencia a los
tratamientos con anticuerpos monoclonales dirigidos contra el receptor de crecimiento epidérmico
(EGFR), implicado en el desarrollo del cancer del colorrectal. Un ejemplo de son las mutaciones
el gen BRAF, cuyo papel en el cancer se asocia principalmente con la peor supervivencia de los
pacientes afectados. Es por ello que el analisis mutacional de dicho gen es critico, no sélo para la
seleccion de pacientes candidatos a recibir terapias basadas en inhibidores de EGFR, sino también
para pronosticar la enfermedad. A pesar de la amplia oferta de tecnologias disponibles, no se trata
de un campo cientifico-técnico completado, ya que no todos los sistemas sanitarios poseen la
capacidad para incorporar muchas de las técnicas existentes, debido principalmente al coste y al
tiempo requerido para el analisis.

El objetivo de este proyecto es contribuir en el desarrollo de un sistema de analisis mutacional
del gen BRAF basado en una tecnologia de biosensado alternativa, que presente altas prestaciones
de trabajo y de facil implantacion en los laboratorios clinicos. Se selecciond la mutacion
€.1799T>A (V600E), ya que es la méas frecuente en cancer colorrectal metastasico y otros tipos de
cancer. Para el enriquecimiento del alelo mutado respecto al nativo, se estudid el empleo de
agentes blogueantes durante la reaccion de amplificacion. Para la deteccién de los productos
formados, se estudiaron dos métodos post-amplificacion: deteccion mediante fluorescencia y
deteccidn colorimétrica basada en hibridacion con sondas especificas inmovilizadas en un biochip
de policarbonato. EI método propuesto permitio disminuir selectivamente la amplificacion de los
alelos nativos en un rango aproximadamente del 15-22 % y la discriminacién de las
subpoblaciones en funcién del perfil de hibridacion con elevada reproducibilidad (desviacion
estandar < 20 %). La metodologia se aplicé al andlisis mutacional de muestras de tejidos
biopsiados embebidos en parafina y fijados en formalina de pacientes con cancer colorrectal
metastasico. Se logré la deteccion de la mutacién en los mismos casos reportados mediante una
técnica basada en secuenciacién de siguiente generacion (NGS, siglas en inglés). Los resultados
obtenidos muestran el potencial del método y su capacidad para apoyar el desarrollo de
tecnologias alternativas, permitiendo el seguimiento y asesoramiento médico personalizado.
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Abstract

The presence of somatic mutations in certain oncogenes is associated with resistance to
treatments with monoclonal antibodies against epidermal growth factor (EGFR), involved in the
development of colorectal cancer. An example of this phenomenon, are mutations present in
BRAF oncogene, which role in cancer is mainly associated with the lower survival of affected
patients. For this reason, it is critical to perform a mutational analysis of this gene, not only for
selection of patients that will benefit from therapies based on inhibition of EGFR, but for
establishing the prognosis of the disease. Nevertheless, despite there is a wide offer of available
technologies, the scientific-technical field is not completed, so, not all of the sanitary systems
have the capacity to incorporate lots of the current techniques, mainly due to the cost and time
required for the analysis.

The goal of this project is to contribute in the development of a mutational analysis system
based on an alternative biosensing technology that offers optimal properties in its performance as
its easy implementation in clinical laboratories. It was selected mutation ¢.1799 T > A (V600E),
as it is the most frequent in metastatic colorectal cancer and in other types of cancer. In order to
enrich the mutant fraction respect to the wild type, it was studied the use of blocking agents
during the amplification reaction (PCR Clamp). For the detection of generated products, there
were studied two post-amplification methods: fluorescence detection and colorimetric detection
based on a hybridization assay with specific probes in a polycarbonate biochip. The proposed
method allowed the selective decrease of amplification of wild type alleles in a range of
approximately 15-22 %, as the discrimination of subpopulations due to their hybridization profile
with high reproducibility (standard deviation < 20 %). The methodology was applied in
mutational analysis of samples from formalin fixed and paraffin embedded biopsy tissues of
metastatic colorectal cancer patients. Mutation detection was achieved for the same reported cases
by a technigue based on next generation sequencing. Obtained results show the potential of the
method and will serve to support the development of alternative technologies for monitoring and
personalized medical advice for each patient.
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extension. Extension del cebador de un
Unico nucléotido.

Sos: Son of sevenless. Factor de intercambio
de nucleétidos de guanina.

SSC: Saline sodium citrate. Citrato de sodio
salino.

SSCP: Single stranded conformational
polymorphism. Polimorfismo de
conformacion en simple cadena.

TAE: Tris, acetate and EDTA. Tris, acetato
y EDTA.

Tm: melting temperature. Temperatura de
fusion.

TMB: 3,3°,5,5’ tetrametilbenzidina.

V600E: cambio del aminoéacido Valina (V)
en posicion 600 por acido glutamico (E).
Wt: Wild type. Alelo nativo.

deviation.
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1.1.El cancer colorrectal

El cancer colorrectal es el tercer tipo de cancer mas diagnosticado en hombres y el segundo en
mujeres en todo el mundo (GLOBOCAN, 2012), y la mitad de los casos ocurren en los paises mas
desarrollados. Ademas, en Espafia, el cancer colorrectal fue el tipo de cdncer més diagnosticado de
2015 para la poblacion en general (SEOM, 2016). Supone méas de 100.000 casos al afio tanto en
EE.UU y Europa (Siegel et al., 2017), por lo que constituye uno de los canceres mas importantes.
Practicamente, afecta a hombres y mujeres por igual, siendo la mayoria de pacientes diagnosticados
mayores de 50 afios.

El cancer colorrectal se desarrolla en el colon y en el recto, partes fundamentales del sistema
gastrointestinal. EI colon constituye la primera parte del intestino grueso, un tubo muscular con 1,5
m de longitud. Es donde se absorben el agua y los nutrientes procedentes de la materia alimentaria,
de forma que los restos (las heces) se procesan y pasan al recto, los Gltimos 15 cm del intestino
grueso, hasta que finalmente son expulsadas por el ano.

Los tumores malignos pueden originarse en cada una de las tres capas de ambas partes: mucosa,
muscular y serosa. Este tipo de cancer ocurre mayoritariamente por acumulacién de cambios
genéticos y epigenéticos en las células, produciendo en mayor frecuencia el adenocarcinoma. Este
adenocarcinoma se origina en las células glandulares, productoras del mucus para lubricar los
conductos. Al principio se forman poélipos (la forma benigna), en la capa interna del colon o del
recto, que pueden ir creciendo y atravesar sus paredes, penetrando en el torrente sanguineo o los
ganglios linfaticos, y llegando a otros érganos como el higado o los pulmones, originando finalmente
la metéstasis. En los primeros estadios del cancer aparecen sintomas como el sangrado en el recto,
diarrea o pérdida de peso, entre otros. Sin embargo, se trata de un cancer practicamente asintomatico
hasta que los factores de alarma se desarrollan hacia etapas avanzadas.

1.2.Biomarcadores en cancer colorrectal

Los biomarcadores constituyen herramientas precisas para la deteccion, el diagnéstico y el
prondstico del cancer en un paciente, permitiendo elaborar un seguimiento y adaptando el
tratamiento a las caracteristicas de cada uno (medicina personalizada).

Un biomarcador es una molécula bioldgica que constituye un indicador medible por el cual se
puede identificar un proceso patoldgico o en definitiva, una enfermedad. Este tipo de moléculas se
encuentran en la sangre, los fluidos corporales o el ADN. Existen biomarcadores predictivos y
pronosticos. Los biomarcadores predictivos son aquellos que proporcionan informacion sobre la
respuesta del paciente al tratamiento recibido por lo que su analisis permite la clasificacion de los
éstos en susceptibles 0 no de recibir determinados tratamientos. En el caso de los biomarcadores
pronosticos, éstos proporcionan informacién sobre el curso natural de la enfermedad. Se asocian a la
probabilidad individual de supervivencia o de reparacion de la enfermedad tanto a nivel local como a
distancia.

En el cancer colorrectal, la deteccion del biomarcador globina humana en las heces mediante un
ensayo inmunoquimico (FIT, Faecal immunochemical test) se emplea como prueba de alerta (Das et
al., 2017). La determinacion en sangre del antigeno carcinoembrionario (CEA) y el CA 19.9 es el
ensayo mas utilizado. CEA es una glicoproteina de simple cadena que se encuentra en niveles
elevados durante el desarrollo embrionario, particularmente en el intestino grueso, y también cuando
hay presencia de carcinomas en esta region. Se encuentra en niveles elevados en otros tipos de
cancer como el de mama, pulmdn o metastasis en el higado, y ademas en personas fumadoras o de
edad avanzada (Youssef et al., 2013). EI CA 19.9 se sintetiza por células pancreaticas o biliares
normales, y esta presente en grandes cantidades en el jugo pancreatico o el gastrico. Las células
tumorales también liberan grandes cantidades de este marcador ya que juega un papel importante en
la adhesion de las células tumorales a las endoteliales. Se detecta en suero no sélo en el cancer
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colorrectal, sino también en el pancreético o el hepatobiliar. Todo ello sugiere que el anlisis de estos
biomarcadores es orientativo ya que pueden aparecer en niveles normales y puede existir un cancer,
0 aparecer en niveles elevados y que se deba a causas benignas.

El andlisis mutacional de ciertos oncogenes, implicados en la ruta de sefializacion de proliferacion
celular, permite predecir la respuesta de los pacientes ante ciertos tratamientos (Van Cutsem et al.,
2016). Es el caso de la deteccion de mutaciones en el oncogén KRAS, biomarcador predictivo en la
respuesta a las terapias basadas en anticuerpos como Cetuximab y Panitumumab. Los pacientes con
cancer colorrectal metastasico se pueden beneficiar de estas terapias, ya sea en forma de monoterapia
0 en combinacién con la quimioterapia. Numerosos estudios han concluido que los pacientes con
mutaciones en varios codones de la familia génica RAS (KRAS y NRAS) no se benefician de dichas
terapias (Allegra et al., 2015), por lo que la Sociedad Americana de Oncologia Clinica (ASCO), la
Red Nacional Comprensiva del Cancer (NCCN), la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y la
Sociedad Europea para la Oncologia Médica (ESMO) recomiendan el analisis mutacional en estos
codones en pacientes con cancer colorrectal avanzado candidatos a recibir esta terapia
(EMA.EUROPA .EU, 2016; NCCN.ORG, 2016).

El oncogén BRAF es un biomarcador predictivo del cancer colorrectal avanzado, concretamente,
la mutacion somatica V600E. Esta mutacion se relaciona con la falta de respuesta y peor
supervivencia ante los tratamientos con anticuerpos monoclonales de los pacientes con cancer
colorrectal metastasico y que no presentan mutaciones en KRAS (Wang et al., 2014). Concretamente,
se ha visto que la supervivencia media de estos pacientes con BRAF mutante es de 10,4 meses en
comparacion con los pacientes con tumores no mutantes, cuya supervivencia media es de 34,7
meses. Aproximadamente, del 6 al 8 % de los tumores de cancer colorrectal son mutantes para
BRAF. La ESMO recomienda el andlisis mutacional de BRAF al mismo tiempo que el de RAS en
pacientes con cancer colorrectal avanzado para su evaluacion pronostica (Van Cutsem et al., 2016).
Por tanto, este biomarcador predictivo constituye una excelente diana de estudio ya que no solo tiene
un papel de clasificacion de los pacientes en funcién del tratamiento mas adecuado, sino también
permite conocer el curso del cancer gracias a su papel pronéstico.

1.3. Gen BRAF: mutaciones e implicaciones clinicas

1.3.1. Tiposy frecuencias de las mutaciones en BRAF

El oncogén BRAF (homdlogo del oncogén retroviral v-Raf de origen murino) codifica la proteina
B-Raf, una serina/treonina quinasa, que participa en la transmision de sefiales quimicas desde el
exterior hacia el nucleo de las células (Figura 4). Concretamente, forma parte de la via de
sefializacion RAS/RAF/MAPK, que controla varias funciones celulares de gran importancia como el
crecimiento y division celular (proliferacion), la diferenciacion y migracion de las células, asi como
la apoptosis. Asi, para el funcionamiento normal de las células en el organismo es necesaria una
correcta sefializacion en esta via.

El gen BRAF se localiza en la posicion 34 del brazo largo (g) del cromosoma 7. Presenta 21
exones y una longitud de 212.438 pb. Codifica para una proteina de 766 aminoacidos y de
aproximadamente 84,4 kDa (datos obtenidos de NCBI, 2017; NG_007873.3).
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Figura 1. Inhibicién de B-Raf (Tomada de Sebolt-Leopold y Herrera, 2004).
La figura muestra un diagrama de la proteina nativa con el dominio quinasa en la conformacion para
activarse mediante el sustrato fosforilado. Sin embargo, dicha conformacion se ve interrumpida por la
presencia de un inhibidor que interacciona con residuos tanto en el P-loop como en el A-loop.

Las mutaciones somaticas en este gen, incluyendo sustituciones, inversiones o delecciones, se
comparten en varios tipos de cancer (Figura 2). En pacientes con cancer de piel (melanomas) y
tiroides, la proporcién de mutaciones en BRAF alcanza un valor superior al del cancer colorrectal
(40% y 12,33%). No obstante, teniendo en cuenta el nUmero de pacientes afectados por cancer
colorrectal, se pone de manifiesto la necesidad de su deteccion para mejorar los tratamientos
administrados (Holderfield et al., 2014).
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Figura 2. Mutaciones en BRAF en cancer (modificada de Holderfield et al., 2014).
A: dominios funcionales de la proteina afectados por las mutaciones. RBD: ‘Ras Binding Domain’,
Dominio de union de Ras. B: Espectro de mutaciones en BRAF en diversos estudios revisados en diferentes
tipos de cancer. También aparece el porcentaje en el nimero de casos estudiados para los estudios revisados.
Ejes horizontales: posiciones 1-766 en la secuencia de aminoacidos. Eje vertical: nimero de mutaciones.

De acuerdo con los datos registrados, el 99,64% de las muestras mutadas presentan una
sustitucion que provoca una pérdida de sentido (cambio por otro aminoécido diferente), siendo la
mutacion mas frecuente, segun el Catédlogo de Mutaciones Sométicas (COSMIC), la mutacion
V600E. Es la sustituciéon de una timina por una adenina en la posicién 1.799 (ex6n 15), provocando
en la secuencia de aminoécidos el cambio de valina en la posicion 600 por acido glutdmico (Figura
3).
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Figura 3. Representacion de las mutaciones en el dominio tirosina quinasa del gen BRAF (datos obtenidos
de COSMIC). A: Adenina, C: Citosina, E: Glutamato , G: Guanina, I: Isoleucina, K: Lisina, L: Leucina, T:
Timina, V: Valina.

1.3.2. Implicaciones clinicas de la mutacién V600E

La proteina B-Raf es un elemento de la ruta de sefializacion del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), critica en el desarrollo del cancer (Figura 4). Cuando el factor de crecimiento
epidérmico interacciona con su receptor, éste homodimeriza y conlleva a su activacion en los
dominios quinasa intracelulares. A través de proteinas adaptadoras como son Sos y Grb, la cascada
de sefalizacion de KRAS se activa, y mediante una fosforilacion de las siguientes proteinas
participantes, finalmente promueve la transcripcion en el nicleo de genes que intervienen en la
proliferacién celular, la metéstasis y la evasion de la muerte celular programada. En consecuencia,

para el correcto funcionamiento de la ruta EGFR, ambos genes (KRAS y BRAF) no deben estar
constitutivamente activados.

Dominio @’@ EGFR
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mTOR STAT
\ Vo I
S ‘C_
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Figura 4. Ruta de sefializacién del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) (modificada de
Walter et al., 2009). Jak: quinasa Janus, PLC: fosfolipasa, STAT: transductor de sefiales y activador de la
transcripcion.

La sustitucion V600E en el dominio quinasa de B-Raf, provoca su activacién constitutiva, sin
necesidad de una fosforilacion previa, de forma que la cascada de sefializacion resulta afectada. La
conformacion inactiva de B-Raf se estabiliza por interacciones entre el A-loop (o loop de activacion)
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y el P-loop del dominio quinasa, tal y como se muestra en el diagrama de la estructura de la proteina
(Figura 1), concretamente, mediante la interaccion de la valina en posicién 600 del A-loop con la
fenilalanina en posicién 468 del P-loop (Holderfield et al., 2014). Cuando la proteina se activa en
condiciones normales, se fosforila el A-loop, y cuando se desfosforila, se vuelve a estabilizar la
interaccién entre ambos dominios. Sin embargo, la mutacion V600E provoca un cambio de
conformacion en el A-loop de tal modo que imita el estado de fosforilacion que le proporciona el
estado activo. Debido a esto, se han disefiado varios farmacos que inhiben la conformacién activa de
la proteina, interrumpiendo la unién del sustrato fosforilado al loop de activacion.

En el caso de las terapias con anticuerpos monoclonales, Cetuximab y Panitumumab,
(comercializados como Erbitux y Vecitibix, respectivamente), estos anticuerpos se unen al dominio
extracelular de EGFR inhibiendo la activacion de la cascada de sefializacion (impiden la union del
ligando). Esta es la razon por la que las mutaciones en BRAF (al igual que en KRAS) resultan
determinantes en la resistencia de los pacientes ante estas terapias anti-EGFR, ya que
independientemente de la sefializacion por union del ligando, la via se encuentra constitutivamente
activada (Figura 4).

Por tanto, el estado mutacional de BRAF presenta varias implicaciones. La primera es que los
pacientes con mutaciones en dicho gen, y concretamente la V60OE, tienen peor supervivencia y
menor probabilidad de beneficiarse de Cetuximab y Panitumumab. La segunda implicacion hace
referencia a la necesidad de desarrollar tratamientos combinados con estos anticuerpos monoclonales
e inhibidores de BRAF en la cascada de sefializacion para los pacientes que a priori no pueden
beneficiarse de un tratamiento efectivo.

1.4.Tecnologias para el analisis genético

Diferentes autores han recogido las principales técnicas empleadas para el analisis mutacional de
oncogenes, aplicadas en tumores sélidos (Mancini et al., 2015; Lopez-Rios et al., 2013; Heideman et
al., 2012; Shackelford et al., 2012; Milbury et al., 2009; Benlloch et al., 2006; Galbiati et al., 2013)
(Figura5).

Las muestras de tumores con las que se trabaja de forma rutinaria en los laboratorios clinicos
proceden de tejidos biopsiados, embebidos en parafina y fijados en formalina. Sin embargo, este
modo de recoleccién de muestra y este proceso de conservacion tiene dos implicaciones en el
analisis mutacional. Primero, conlleva una degradacion de los &cidos nucleicos, reduciendo el
namero de copias disponibles. Segundo, las muestras biopsiadas contienen tejidos normales y
tumorales, por lo que presentan una elevada cantidad de ADN nativo, dificultando la deteccién del
mutante sobre todo en los analisis en los que se pretende detectar alelos minoritarios.

Por tanto, las técnicas que permitan este analisis requieren una especificidad y sensibilidad
definidas para detectar la baja proporcion de ADN mutante en un fondo de ADN nativo.

Técnicas de gggll;/(l:)GGE Técnicas de PCR » TagMan ® PCR
barrido « HRM atiempo real * SCORPION-ARMS

« Método Sanger
« Pirosecuenciacion 5 : * PCR-ASA

Ny C—

enriquecimiento zgﬁbl‘_'gé; Clrelkrmp
basadasen PCR

» SNaPshot
« Droplet Digital PCR
» Micromatrices de ADN

Figura 5. Principales tipos de tecnologias mas empleadas en el analisis mutacional de oncogenes en cancer
colorrectal.
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1.4.1. Técnicas de barrido

Existen métodos dirigidos a un analisis preliminar de la presencia o ausencia de la mutacion,
aunque no son capaces de identificar la sustitucion especifica.

a) dHPLC (cromatografia liquida de alta resolucién desnaturalizante)

Se trata de una técnica post-PCR, en la que los productos amplificados (ADN mutante y nativo)
son separados fisicamente debido a las diferencias en sus tiempos de retencién en columnas de
policarbonato. Su limite de deteccion puede alcanzar hasta el 1%, aunque depende directamente de
su optimizacion (Shackelford et al., 2012). Esta técnica requiere varios pasos durante el proceso y
presenta capacidad limitada de separacion electroforética entre los alelos mutantes y nativos.

b) SSCP/DGGE

Estas metodologias se basan en la diferente migracion de las muestras en gel de electroforesis. El
analisis de polimorfismos en la conformacion de hebras monocatenarias o SSCP, permite identificar
el ADN mutante gracias a su distinta capacidad de migracion en el gel por la formacion de
estructuras secundarias y terciarias, permitiendo discriminar el ADN mutante del nativo. En el caso
de la electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante 0 DGGE, se consigue diferenciar el ADN
nativo del mutante por la adopcion de conformaciones tridimensionales distintas bajo condiciones de
desnaturalizacion débiles.

La principal limitacién de estas técnicas es el tamafio del amplicon, ya que resulta imposible una
separacién con amplicones mayores a 300 pb (Shackelford et al., 2012).

c) Anélisis de alta resolucion de fusion o ‘High Resolution Melting Analysis’ (HRM)

Esta técnica se basa principalmente en la deteccion de mutaciones o polimorfismos en dobles
cadenas de ADN. Mediante el aumento de la temperatura y el uso de un fluoréforo que se intercala
en las dobles cadenas, éstas se van desnhaturalizando y por tanto la fluorescencia emitida se reduce,
generando una curva de desnaturalizacion especifica para cada secuencia de ADN. Es una técnica
post-PCR y ampliamente utilizada ya que es rapida, su relacion coste/efectividad es muy buena y
tiene una elevada sensibilidad. Su limite de deteccién de mutaciones en presencia de ADN nativo,
por lo general, se encuentra entre el 3 y el 10 %, ya que en algunos estudios la pirosecuenciacion
resulta mejor (Tsiatis et al., 2010).

Para el andlisis mutacional de BRAF, el HRM se encuentra en la misma linea de sensibilidad que
la PCR alelo-especifica a tiempo real, y es mejor que la secuenciacion o el dHPLC (Pichler et al.,
2009). Ademas, se ha visto que el HRM incrementa su efectividad de dos a cuatro veces mas si se
emplea en combinacidn con otras técnicas como SNaPshot (Heideman et al., 2012).

1.4.2. Secuenciacion

La secuenciacion directa es la técnica ampliamente estandarizada para el diagnostico por su
elevada fiabilidad. No obstante, una de las principales desventajas es que su procedimiento conlleva
un elevado consumo de tiempo. En el caso de la secuenciacion por Sanger, considerada como la
técnica ‘gold standard’, en el diagnéstico rutinario presenta varias limitaciones, como el
requerimiento de varios pasos (PCR, purificacién del amplicén, marcaje, etc.) lo que aumenta la
probabilidad de contaminacion. Ademds, se requiere una concentracion de ADN mutante en la
muestra de al menos un 20-25 % (Morandi et al., 2012). Para el andlisis mutacional de BRAF en
pacientes con cancer colorrectal y a partir de tejidos embebidos en parafina, se ha visto que la PCR a
tiempo real presenta la misma fiabilidad que la secuenciacion por Sanger, incrementando la relacion
coste/efectividad (Benlloch et al., 2006).

Una alternativa a la secuenciacion directa es la pirosecuenciacion, basada en la deteccién de
grupos fosfato liberados tras la incorporaciéon de nucleétidos (secuenciacion por sintesis) mediante
una reaccion quimioluminiscente. La secuencia a analizar es mas corta (30-40 pb), pero los limites
de deteccion son menores en comparacion con el método Sanger (5-10% del alelo mutado) (Mancini
et al., 2015). Se han estudiado y optimizado protocolos que permiten mejorar el limite de deteccién
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de la mutacion V600E hasta el 1 % (L6pez-Rios et al., 2013). Ademas, existen kits comerciales
validados para la deteccion de las mutaciones mas frecuentes en cancer basados en
pirosecuenciacion, como es el caso del kit Therascreen BRAF Pyro Kit (Qiagen®), que detecta las
mutaciones mas conocidas en BRAF y su uso se extiende a 24 reacciones.

La llegada de las técnicas de secuenciacion de siguiente generacién (NGS, siglas en inglés) ha
conseguido mejorar el limite de deteccidn (1-5 %). Estas tecnologias de alto rendimiento representan
el futuro inminente en los estudios de las alteraciones genéticas en cancer y proporcionan
informacion més extensa de las mismas con menor material tumoral de partida.

Estudios comparativos de estas metodologias demuestran que la sensibilidad analitica de las
técnicas NGS es similar a la PCR a tiempo real, resultando ser mas ventajosas en el sentido de
proporcionar informacién sobre la frecuencia de las mutaciones asi como detectando mutaciones no
conocidas (Lu y Lu, 2017). No obstante, el uso rutinario de las técnicas NGS en los laboratorios
clinicos requiere estudios de optimizacién para este tipo de procedimientos (Mancini et al., 2015).

1.4.3. Técnicas basadas en PCR a tiempo real

El término ‘a tiempo real’ hace referencia a la deteccion de los productos amplificados en cada
ciclo de la reaccion. Los componentes de la mezcla de reaccién son los mismos que los de la PCR
convencional, excepto el reportero, el cual permite la monitorizacién de los productos amplificados.
Estos sistemas basados en reporteros fluorescentes pueden ser especificos (sondas TagMan®) y no
especificos (SYBR Green). El intercalante SYBR Green presenta afinidad por las dobles cadenas de
ADN, y al oxidarse genera una sefial fluorescente. Es muy empleado debido a su bajo coste, aunque
puede intercalarse en cualquier molécula de doble cadena presente en la reaccion, como por ejemplo
dimeros de cebadores, y dar resultados inespecificos.

En cuanto a los métodos especificos, éstos siguen el principio de ‘transferencia de energia de
resonancia fluorescente’ o FRET (siglas en inglés) para generar la sefial. Esta metodologia consiste
basicamente en la transferencia de energia de un donador o reportero fluorescente a un aceptor o
‘guencher’, unidos a una sonda (generalmente TagMan®) que hibrida especificamente a la secuencia
diana. Cuando se produce la hibridacién, la Tag polimerasa que sintetiza la nueva hebra rompe la
union entre el reportero y el quencher de forma que el reportero emite fluorescencia detectada por el
equipo (Figura 6). El empleo de la PCR a tiempo real con sondas TagMan® presenta una
selectividad entorno al 1% para el alelo mutado (Morlan et al., 2009).
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Figura 6. Representacion de la tecnologia de sondas TagMan® y Scorpion® en la PCR a tiempo real
(modificada de Verweij y Stensvold, 2014). R: reportero. Q: quencher.
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La PCR a tiempo real compite con la secuenciacion directa para el analisis mutacional en los
laboratorios clinicos. Concretamente, para la deteccién de la mutacién V600E en BRAF, se ha visto
gue la TagMan® PCR es una tecnologia altamente sensible y con relacién coste/efectividad mucho
mayor que la de la secuenciacion (Benlloch et al., 2006).

También existen procedimientos comerciales implementados en los laboratorios clinicos, como es
el caso del ensayo COBAS 4800 BRAF Mutation Test® (Roche Molecular Diagnostics®) basado en
una PCR a tiempo real que mediante dos sondas TagMan® (nativa y mutante) detecta la mutacion
V600E en muestras procedentes de tejidos embebidos en parafina.

Se han desarrollado metodologias que emplean la PCR a tiempo real en combinacién con otras,
como el sistema de amplificacion refractaria de mutaciones (ARMS PCR, siglas en inglés) con
sondas Scorpion® (SCORPION-ARMS). Los ARMS son cebadores disefiados especificamente para
hibridar con la secuencia mutante y permitir su amplificacion. La deteccion de estas secuencias
amplificadas se lleva a cabo usando los oligonucleédtidos bifuncionales denominados Scorpions.
Estos, contienen un cebador de PCR unido covalentemente a una secuencia blogqueante que a su vez
se acopla a una sonda fluorescente de secuencia complementaria/especifica a la secuencia mutante,
todo ello formando una estructura de horquilla En el extremo 5 de la sonda hay un fluor6foro unido
que interacciona con el quencher, presente en el extremo 3’ para impedir la fluorescencia por
cercania fisica (Figura 6).

Durante la PCR, cuando tiene lugar el paso de desnaturalizacion, se abre la horquilla y la sonda
se une al amplicon, produciéndose el aumento de la sefial fluorescente (el quencher queda alejado
del fluoréforo). La secuencia de la sonda no actlia como cebador gracias al blogueante entre la sonda
y el cebador, evitando que la apertura de la horquilla en ausencia de la secuencia diana produzca
sefial no especifica (Thelwell et al., 2000).

La reaccion es instantanea, proporciona tiempos de reaccidn mas cortos y una mejor
discriminacion. Ademas, esta técnica se caracteriza por ser altamente selectiva, con un limite de
deteccidn del 1% de ADN mutado, aunque sélo es capaz de identificar mutaciones conocidas.

Se han desarrollado diversos kits para el empleo de esta técnica, como el Therascreen BRAF
RGQ PCR Kit (Qiagen®) (230 €), disefiado para determinar varias mutaciones en un total de 24
reacciones en un equipo especifico de PCR a tiempo real (Rotor-GeneQ).

1.4.4. Técnicas de amplificacion alelo especifica

Uno de los procedimientos mas utilizados es la PCR-ASA (‘Allele-Sspecific Amplification’) o
PCR Alelo-Especifica, ya que es una de las metodologias mas sencillas y mas econdémicas para la
deteccidn de mutaciones puntuales.

Consiste en el empleo de 3 cebadores, uno directo (comln para ambos tipos de variantes) y dos
reversos. Uno de los reversos es complementario al alelo nativo y el otro es complementario al alelo
mutante. Las muestras se preparan en dos mezclas de reactivos, una con el cebador para el alelo
mutante y otra con el cebador del nativo. Tras la reaccion, mediante una electroforesis en gel de
agarosa se puede detectar la presencia/ausencia de alelos mutantes y nativos en la muestra
(Laczmanska et al., 2009).

Su selectividad para el alelo mutante se encuentra entre valores de 10" y 10 (Milbury et al.,
2009). Es considerada una técnica con una sensibilidad significativamente mayor que la
secuenciacion (puede detectar hasta <1% del ADN mutante), y estd indicada para el analisis de
mutaciones conocidas en muestras embebidas en parafina y fijadas en formalina que contienen pocas
células tumorales (Mancini et al., 2015). No obstante, su principal limite es la presencia de falsos
positivos, ademas de ser muy sensible a pequefios cambios en las condiciones del proceso, lo que
disminuye su reproducibilidad (Dominguez y Kolodney, 2005).
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1.45. Técnicas de enriquecimiento basadas en PCR

Son estrategias que mejoran la selectividad del analisis porque existe un enriquecimiento o
amplificacion dirigida al aumento de la concentracion de ADN mutado frente al nativo.

a) PCR Clamp

Mediante un procedimiento de PCR Clamp (PCR bloqueante), se produce la hibridacion de
oligonucledtidos bloqueantes con la secuencia nativa, de forma que los cebadores se unen
preferentemente a las cadenas mutantes, promoviendo su amplificacion. La selectividad de esta
tecnologia se encuentra en el rango del 0,1-1 % (Milbury et al., 2009), aunque requiere de procesos
de disefio experimental y optimizacion del procedimiento a las técnicas existentes.

Esta técnica de enriquecimiento puede emplear &cidos nucleicos peptidicos (PNAs, siglas en
inglés) o LNA (‘Locked Nucleic Acid’), oligonucleotidos con una afinidad elevada por las secuencias
de ADN nativo, razon por la cual reciben el nombre de oligonucle6tidos blogueantes.

b) COLD-PCR

La coamplificacién a baja temperatura de desnaturalizacién-reaccion en cadena de polimerasa, se
posiciona un paso por delante de la PCR convencional y es empleada previamente a la secuenciacion
0 a ensayos de genotipado para mejorar la sensibilidad en la deteccion de los alelos mutados hasta
100 veces mas (Jin Li et al., 2008).

Bésicamente, la COLD-PCR consiste en una PCR en la que tras el paso de desnaturalizacion de
las cadenas, la temperatura se reduce a un valor tal que se produce una hibridacion cruzada de las
cadenas de ADN nativas con las de ADN mutado, originandose una incompatibilidad entre ambas
cadenas debido a las variaciones nucleotidicas. La temperatura vuelve a elevarse hasta un valor
inferior al de melting o fusién (Tm) de las cadenas completamente emparejadas, de tal modo que las
dobles cadenas de ADN mutado y nativo se desnaturalizardn, frente a las completamente
emparejadas, que tardaran mas en desnaturalizarse. Finalmente, la temperatura se reduce hasta la de
alineamiento de los cebadores, que amplificaran las secuencias preferencialmente desnaturalizadas,
es decir, las mutantes.

Requiere un control preciso de la temperatura de desnaturalizacion durante la reaccion (dentro de
+ 0.3°C), esta restringida al andlisis de secuencias cortas (~200 bp) y es susceptible a los errores de la
polimerasa. No obstante, su selectividad presenta valores de 10™-10* (Jin Li et al., 2008), y sus
principales ventajas son la simplicidad en la realizacién, amplificacion de variantes tanto conocidas
como desconocidas y aplicabilidad posterior a la secuenciacion (Milbury et al., 2009).

1.4.6. Otras técnicas
a) SNaPshot

En los laboratorios clinicos también se emplean otras metodologias que caracterizan las
mutaciones en BRAF, como es el caso de la tecnologia SNaPshot, que permite la identificacion
rapida y simultanea de las mutaciones mas importantes.

Su guimica se basa en la extension de una Unica base con nucleétidos didesoxi de un cebador sin
marcaje. Estos nucleétidos didesoxi (ddNTPs) estan marcados con un color de fluorescencia
determinado, de tal modo que tras el registro de la sefial, se conoce qué base ha sido incorporada.

Esta tecnologia puede analizar hasta diez sustituciones nucleotidicas en una sola reaccion,
caracterizando especificamente la mutacion. Sin embargo, las mutaciones menos frecuentes o raras
no son investigadas. La sensibilidad de la técnica es del 5 %, aunque, con la combinacion de otras
técnicas se consigue mejorar, como la combinacion HRM-SNaPshot para la deteccién de las
mutaciones en BRAF, con una sensibilidad analitica del 1,25 % (Heideman et al., 2012).
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b) Droplet digital PCR o Tecnologia ddPCR

Esta tecnologia consiste en una PCR digital que emplea un sistema de gotas especifico a partir de
una emulsion agua-aceite, de forma que se produce una particién masiva de la muestra en 20.000
gotas (en < 2 min, 8 muestras se convierten en 8 sets de 20.000 gotas). Estas gotas funcionan igual
que los tubos individuales en una PCR convencional, pero con la ventaja de que el formato es mucho
mas pequefio (escala nanolitro) y la amplificacién ocurre masivamente, permitiendo la medicion de
miles de eventos de amplificacion independientes a partir de una sola muestra. La cantidad de
muestra requerida es mucho menor en comparacion con otros sistemas de PCR digital.

Tras la PCR, cada gota se detecta por citometria de flujo y se clasifica en positiva 0 negativa para
la amplificacion. A su vez, por fluorescencia se cuantifica el ADN generado. EXxisten sistemas
automatizados que permiten que la tecnologia sea accesible al laboratorio de trabajo.

La sensibilidad de esta tecnologia es muy elevada, detectando la fraccion de ADN mutante en un
exceso de ADN nativo de 100.000 veces mas, ya que, de media, el enriquecimiento de las moléculas
mutantes por reaccion es proporcional al nimero de particiones de la muestra. Por ejemplo, en
ensayos para la deteccion de la mutacién V600E en BRAF, se ha demostrado que esta tecnologia
permite detectar una fraccién de ADN mutante del 0,001%, 1.000 veces menos que la PCR a tiempo
real (Hindson et al., 2011).

Una de las principales desventajas es que requiere un equipamiento especializado y reactivos
especificos, como por ejemplo el kit ddPCR™ BRAF V600 Screening kit, valorado en 2.000 € y que
permite 200 usos. Este kit se emplea en el sistema QX200™, uno de los diferentes equipos que
realizan la Droplet Digital PCR.

c) Micromatrices de ADN

Las micromatrices constituyen una herramienta precisa y de bajo coste para el genotipado en
paralelo de multiples marcadores, adecuada para el diagnéstico rutinario en los laboratorios clinicos.
Los biosensores de ADN, micromatrices de ADN (‘microarrays’) o también llamados cominmente
chips de ADN, se basan en la unién por complementariedad de sondas de acidos nucleicos de simple
cadena. Estos sistemas requieren de la inmovilizacion de estas sondas en la superficie para reconocer
a su secuencia diana complementaria por hibridacion.

Se han desarrollado numerosos sistemas basados en esta hibridacion en disolucién o en soporte
s6lido, permitiendo la visualizacion rapida de los resultados mediante marcajes variados como la
deteccién quimioluminiscente, colorimétrica, etc., (Sassolas et al., 2008). Ofrecen una elevada
sensibilidad. Para las mutaciones en KRAS y BRAF se ha conseguido una sensibilidad del 0,01 %
(Galbiati et al., 2013). Ademas, existen procedimientos de enriquecimiento de las muestras en ADN
mutado y posterior hibridacién de las mismas en chips comerciales e implementados en rutina
clinica, como es el caso del sistema INFINITI® KRAS-BRAF Assay (Autogenomics, Inc.) que
permite el andlisis de un amplio rango de mutaciones (Weyant et al., 2014).

1.4.7. Comparacién de los métodos de analisis genético

Muchas de las técnicas de andlisis genético son simples de manejar y aplicables de forma
rutinaria. No obstante, su selectividad puede no ser suficiente para determinadas mutaciones. Asi,
surgen las técnicas con mayor selectividad, aunque su aplicacion en diagndstico clinico rutinario se
ve afectada por la dificultad en el manejo, el consumo de tiempo o el coste.

Todas ellas tienen como base principal la deteccién de las mutaciones presentes en las muestras
tumorales embebidas en parafina. Estos andlisis deben ser rapidos, para la clasificacion de los
pacientes en el menor tiempo posible, y de bajo coste para su implantacion en la mayor parte de
laboratorios clinicos.

La secuenciacion destaca por la elevada fiabilidad de los resultados, aunque los tiempos de
andlisis son largos y se requiere mucha cantidad de muestra mutante. Estas dificultades pueden ser
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superadas por las tecnologias SSCP, DGGE, dHPLC o HRM, ya que requieren menor cantidad de
alelos mutantes y garantizan una evaluacion primaria del producto amplificado sin riesgo de
contaminacién. Sin embargo, no sirven para identificar mutaciones especificas y es necesaria la
aplicacion consecutiva de un método directo de confirmacion de los resultados analiticos (Mancini et
al., 2015).

La capacidad de evaluar diferentes muestras en paralelo se consigue con técnicas implementadas
clinicamente como la PCR-ASA, ARMS o micromatrices. Todas destacan por su elevada
selectividad y multiplexado, aunque en el caso de las variantes de PCR, requieren el uso
termocicladores y reactivos especiales de gran coste. En este sentido, el analisis con micromatrices
permite la identificacién rapida y concreta de la base mutada con un equipamiento de bajo coste. A
partir de la informacion bibliogréfica, se han comparado las técnicas empleadas para el analisis de
BRAF, ordenadas de menor a mayor sensibilidad para el ADN mutante (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion de los principales métodos aptos y empleados para el anélisis de BRAF.

Sensibilidad
Método (% de ADN Caracteristicas Tiempo Ref.
mutado)
Método 10-20 Caracterizacion de todas las 2 dias (1 0 mas Mancini, et
Sanger mutaciones muestras/encendido, al., 2015.
Requiere elevada cantidad de ADN dependiendo de la
mutado instrumentacion
disponible)
Piro- 1-5 Detecta las variaciones en las 30- 1 dia (hasta 96 Lopez-Rios et
secuenciacion 40pb desde el cebador muestras/encendido) al.,
Depende de optimizacion 2013;Mancini
et al., 2015.
SNaPshot 1-5 Caracteriza  especificamente la 7 horas (10 Heideman et
mutacion muestras/encendido y al., 2012.
En combinacién con otras técnicas analisis)
aumenta la sensibilidad
SSCP/DGGE 5 Teoricamente, todas las 1 dia (aprox. 24 Shackelford
sustituciones nucleotidicas dentro  muestras/encendido) ~ etal., 2012.
dHPLC 3-5 de la secuencia amplificada (PCR) Pocas horas (1 Shackelford
Requieren confirmacion muestra/encendido) etal., 2012.
HRM 3-5 Pocas horas (96 Tsiatis et al.,
muestras/encendido) 2010.
Scorpion 1 Tiempos de reaccidn cortos <8h Thelwell et
ARMS Requieren cebadores y sondas al., 2000.
PCR Clamp 0,1-1 especificas para cada variante <3h Milbury et
al., 2009.
PCR-ASA 0,01 Rapida, sensible <3h Milbury et
Puede dar lugar a falsos positivos al., 2009.
Micromatrices 0,01 Permiten el multiplexado y son de <3h Galbiati et
bajo coste al., 2013;
Milbury et
al., 2009.
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1.4.8. Métodos alternativos

El principal objetivo de las técnicas de analisis mutacional de los genes implicados en cancer
colorrectal (y en el resto de canceres sélidos), es poder evaluar el perfil molecular y elaborar una
terapia personalizada a los pacientes. Ademds, deben permitir el asesoramiento médico tras la
cirugia, pronosticar o monitorizar las recaidas. A pesar de la amplia oferta de tecnologias
disponibles, no se trata de un campo cientifico-técnico completado. Existe una gran variedad de
escenarios clinicos no cubiertos, ya que no todos los sistemas sanitarios poseen la capacidad para
incorporar muchas de estas tecnologias. Asimismo, la demanda también es variable en funcion del
tipo de mutacion, tipo de muestra a ensayar o la preparacion de la misma. De este modo, existe una
clara necesidad de estrategias que puedan ofrecer resultados en poco tiempo, con una sensibilidad y
selectividad definidas. Otro de los retos, es mejorar la capacidad para discriminar la fraccion mutante
de la nativa en las muestras tumorales, ya que los tejidos biopsiados presentan un exceso de ADN
nativo procedente del tejido no tumoral. Diferentes grupos de investigacion estan estudiando
variantes de la PCR que permitan el enriquecimiento y posterior deteccion del alelo mutado de forma
mas asequible y efectiva (Milbury et al., 2009; Morandi et al., 2012).

Para el anélisis mutacional de BRAF, como al resto de genes considerados biomarcadores de
enfermedades, es esencial el desarrollo de dispositivos ‘point-of-care’ (Jani, 2013). Estos
dispositivos se caracterizan por proporcionar pruebas médicas in vitro sencillas, rapidas y fiables, a
partir de tejidos como epitelial, sangre u orina. Debido a la expansion de los servicios sanitarios,
existe una elevada demanda por este tipo de pruebas, para la identificacion de pacientes,
determinacion de la prognosis, monitorizacion del tratamiento y facilitar la prevencién. Ejemplos de
dispositivos ‘point-of-care’ son las pruebas para la deteccion del VIH (Virus Inmunodeficiencia
Humana), diagnostico de la tuberculosis o resistencia a antibiéticos, entre otros. Las actuales
tendencias en este campo son el aumento de la capacidad de multiplexado (deteccion de multiples
dianas), manteniendo el reducido tamafio, simplicidad y minima instrumentacion de esta
aproximacién. Todo ello promoverd su extension desde los laboratorios hasta las clinicas y
comunidades mas remotas, facilitando la sostenibilidad de los programas de control de
enfermedades. Por tanto, los avances en dichos sistemas, en primer lugar, permitirdn un mejor flujo
en la atencién de los pacientes, incrementando la rapidez en las pruebas y en consecuencia,
aumentando la variedad de servicios asociados.

Desde el punto de vista de la investigacion basica-aplicada, para alcanzar estas tecnologias
integradas, una etapa clave es el desarrollo de nuevas metodologias de ensayo (Tortajada-Genaro et
al., 2016; Lucas-Garrote et al., 2017). En este sentido, se ha investigado metodologias alternativas
basadas en la amplificacion isoterma (Asiello y Baeumner, 2011). Estos métodos no requieren de
ciclos térmicos y emplean enzimas presentes en los mecanismos de sintesis de ADN in vivo. Asi, la
aproximacioén isoterma se presenta como una alternativa muy interesante para las regiones y/o
hospitales sin acceso a tecnologias mas econémicas y con mayor equipamiento. Ademas, esta
tecnologia promueve el futuro disefio de sistemas portatiles y de bajo consumo, que consigan los
objetivos de las técnicas de analisis mutacional.

De acuerdo al andlisis bibliografico realizado y a la experiencia del grupo investigador, una via
prometedora son los métodos de biosensado basados en hibridacion tras un enriquecimiento de los
alelos mutantes mediante la amplificacion en presencia de un agente blogueante (Figura 7). Esta
metodologia cumpliria con los requisitos demandados en la practica clinica. Consistiria en extraer el
ADN de muestras de tejido biopsiado embebidas en parafina y realizar una amplificacion mediante
el empleo de un agente bloqueante que permita el enriquecimiento de alelos mutantes, superando el
problema de su baja concentracién. Después del enriquecimiento, los productos (alelos nativos o
mutantes) serian detectados mediante un biochip con sondas complementarias para cada uno,
permitiendo identificar la mutacion presente. Por lo tanto, esta metodologia permitiria, mediante un
unico ensayo, el prondstico y la clasificacion de los pacientes con cancer colorrectal en el grupo
poblacional méas adecuado para recibir el tratamiento personalizado.
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Figura 7. Esquema del procedimiento de la metodologia propuesta.
CD: cebador directo; CR: cebador reverso. AB: Agente bloqueante. V600E: mutacion del gen BRAF a
estudiar.
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2. OBJETIVOS

En este trabajo de fin de grado se pretende conseguir la evaluacion de ensayos para el analisis de
la mutacion V600E presente en el oncogén BRAF, con el objetivo de clasificar a los pacientes con
cancer colorrectal. El trabajo se centra principalmente en el empleo de un agente blogueante de la
amplificacion del alelo nativo como método de enriquecimiento de alelos mutantes, para la posterior
confirmacién de la mutacién por un ensayo selectivo de hibridacion.

Se pretende estudiar metodologias sencillas, econdmicas, robustas y sensibles que apoyen el
posterior desarrollo de herramientas de andlisis mutacional para el disefio de tratamientos
personalizados en la practica clinica rutinaria.

Para alcanzar dicho objetivo principal, se propone los siguientes objetivos parciales:

- Estudio de aproximaciones basadas en PCR y evaluar la amplificacion isoterma para lograr la
amplificacion de la region diana.

- Estudio del enriquecimiento de variantes mutantes mediante amplificacion bloqueada,
optimizando la secuencia y concentracion del agente blogueante.

- Seleccionar las condiciones para la deteccion de los productos mediante hibridacion.

- Analizar muestras de individuos voluntarios y pacientes con cancer colorrectal.
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3. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se ha realizado en el contexto del proyecto ONCOMARKER (MINECO RTC-2015-
3625-1) en el que participan el Instituto Interuniversitario de Investigacion de Reconocimiento
Molecular y Desarrollo Tecnologico (IDM) de la Universidad Politécnica de Valencia (UPV), el
Hospital Universitario La Fe y las empresas biotecnoldgicas Imegen (Instituto de Medicina
Gendmica, S.L) y Celeromics Technologies S.R.L.

3.1.Reactivos

Los oligonucledtidos que actian como cebadores, bloqueantes o sondas fueron seleccionados
para la deteccion de la mutacion ¢.1799 T > A (V600E) en el gen BRAF. Como gen de referencia de
la amplificacion de ADN humano, se emple6 el gen ACTB (actina beta), que codifica para seis
proteinas diferentes de la actina, altamente conservadas y necesarias para la integridad de las células.
Para la seleccion de ambos conjuntos de oligonuclettidos, se emplearon los programas
bioinformaticos OligoCalc (http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) y Primer3Plus
(http://primer3plus.com/).

Los oligonucledtidos disefiados se recogen en la Tabla 2. En el caso de los cebadores reversos, se
incluy6 la funcionalizacion en el extremo 5° con dioxigenina que permite la posterior deteccién en
los ensayos de hibridacién. Las sondas contenian funcionalizacion amino para permitir el anclaje
covalente al sustrato solido (biochip).

Tabla 2. Tipos y propiedades principales de los oligonucledtidos empleados. La variante
nucleotidica especifica para cada nucledtido queda destacada en la secuencia.
Tipo

Gen oligonuclestido Secuencia TmMcaie (°C)
BRAF Cebador directo TGATGGGACCCACTCCATC 59,5
Cebador reverso DIG-TTTCTTCATGAAGACCTCACAG 58,4
Bloqueante 1 CCATCGAGATTTCACTGTAGCTAGA-TTCC 64,1
Bloqueante 2 CCATCGAGATTTCACTGTAGCTAGACCAATTCC 72,5
Sonda wt NH,-Cg-Ts-CCATCGAGATTTCACTGTAGCTAGA 64,1
Sonda mut NH,- C¢-Ts-CCATCGAGATTTCTCTGTAGCTAGACC 68,2
ACTB Cebador directo GCACCACACCTTCTACAATGAG 62,1
Cebador reverso DIG-GGCCACCAGAAGAGGTAGC 61,6
Sonda gen NH,- C¢-Ts-CAACCGCGAGAAGATGACCCAGATCA 69,5

Tm: temperatura de ‘Melting’ o de fusidn; DIG: dioxigenina; wt: nativo 0 ‘wild type’; mut: mutante (mutacién c.1799
T >A V600E); NH2-C6: sondas aminadas con adaptador de 6 carbonos.

Para los ensayos de hibridacion, los reactivos empleados fueron: hidréxido de sodio (NaOH 1M:
40 g NaOH con 1 L de agua destilada), monohidrato de acido 2-(N-morfolino) etanosulfonico
(MES), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), formamida, glicerol (85 x) y
Denhardt’s (50 x, Thermo Fischer Scientific, EEUU). Las disoluciones stock fueron: de impresion
(MES 0.1 M, pH 5.5, EDC 40 mM); hibridacion (salino-citrato de sodio (SSC) 20 x: cloruro de sodio
3000 mM, citrato de sodio 300 mM, pH 7.0, con formamida al 10 %); lavado (solucién salina
tamponada con fosfato y tween 20 (PBS-T): 10 mM de tamp6n fosfato salino con 0.05 % de tween
20, pH 7.4). Para la deteccion de los productos mediante electroforesis, se empled el tampon TAE
(Fischer Scientific®, 25 x): Tris (64,36 %), acido acético, sal de sodio (31,91 %) y acido
etilenodiamino tetracético (3,72%), pH 8.3.

3.2.Generacion de ADN mutante

Para poner a punto las condiciones del ensayo, se sintetiz6 un ADN mutante para el oncogén
BRAF a partir de oligonucle6tidos proporcionados por la compafiia Eurofins Genomics®. La
secuencia del ADN mutante sintético de simple cadena o ssDNA (‘single stranded DNA’) fue: 5°‘-
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TTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGAGAAATC
TCGATGGAGTGGGTCCCATCA-3’. El nucledtido 53 de la secuencia de 80 nucledtidos
corresponde con la posicion de la mutacion V60OE.

El ADN mutante en forma de doble hebra o dsDNA (‘double stranded DNA”) se obtuvo mediante
una amplificacion basada en PCR realizada en un termociclador (UNO, VWR®). El oligonucledtido
(10 uM) se afiadio a una mezcla de reaccion descrita en la Tabla 3. El programa de termociclado
consistio en una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 95
°C durante 30 s, anillamiento a 58 °C durante 30 s y elongacion a 72 °C durante 60 s. Finalmente, un
ciclo de extension final durante 5 min.

Para obtener el rendimiento de la amplificacion en nimero de copias generadas, se cuantifico el
producto mediante fluorescencia, empleando el fluréforo SYBR (intercalante del ADN de doble
cadena), diluyendo el producto de amplificacion (1:100) en 100 pL. La lectura se realiz6 mediante
un lector de placas multipocillo (Wallac, model Victor 1420 multilabel counter, Finland). Los
productos generados se conservaron a -20 °C.

Tabla 3. Reactivos y concentraciones utilizados en la generacion de ADN mutante sintético.

Reactivos Concentracion
Tampon de reaccion 10 x 1x
MgCl, 50 mM 3mM
dNTPs 10 mM 200 pM
Cebador directo 10 pM 300 nM
Cebador reverso10 pM 300 nM
Taq 1 U/pL 0,04 U/pL

3.3.0btencion de muestras de ADN genémico humano

Las muestras de ADN nativo se tomaron del epitelio bucal de diferentes voluntarios siguiendo las
directrices de la declaracion de Helsinki (*World Medical Association Declaration of Helsinki:
Ethical principles for medical research involving human subjects”, 2014). La extraccion del ADN
gendmico se realizd utilizando el kit PureLink Genomic DNA (Invitrogen®). Brevemente, los
hisopos se sumergieron en 500 pL de PBS (1 x) y 20 pL de Proteinasa K. Se afiadieron 20 pL de
RNAsa, incubando la solucion a temperatura ambiente durante 2 min. Después, se afiadié 20 uL de
tampdn de lisis, y la disolucién se incub6 a 55 °C durante 20 min, agitando cada 5 min. Se afiadieron
500 pL de etanol al 96 % y se vorted ligeramente. Después, se transfirié el lisado a la columna
PureLink Spin Column, para la centrifugacion a 10.000 g durante 1 min. Una vez descartado el
liquido en de la parte inferior de la columna, se afladieron 400 pL de tampdn de lavad y se centrifugd
también a 10.000 g. Tras la centrifugacion, se procedid a la elucion con tampdn Tris a pH 3,6. Las
columnas se transfirieron a un tubo Eppendorf estéril y con 25 uL de Tris 10 mM a pH 3,6 se
dejaron incubando a temperatura ambiente durante 1 min. Posteriormente, se centrifugd a maxima
velocidad por 1 min, y se afiadié de nuevo 2,5 pL del tampén Tris a 10 mM. Se dejé incubando a
temperatura ambiente durante 1 min y se volvid a centrifugar a maxima velocidad, recuperando el
ADN.

Las muestras de tumores de cancer colorrectal procedieron de tejidos biopsiados de pacientes del
Servicio de Oncologia del Hospital Clinico Universitario de La Fe (Valencia, Espafia). La extraccion
de ADN a partir de las muestras impregnadas en parafina se realizé en el Servicio de Analisis
Clinicos del hospital. Se utilizd los reactivos proporcionados en QlAamp DNA Investigator Kit
(Qiagen®).

La concentracion de ADN extraido, expresada en ng/pL, se obtuvo midiendo la absorbancia a 260
nm con el equipo de espectofotometria NANODROP 2000 Thermo Scientific.
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3.4. Amplificaciones mediante PCR

Las amplificaciones de muestras de ADN sintético o gendmico (4 ng/uL) se realizaron en base a
la mezcla de reaccion descrita en la Tabla 4. En ciertos experimentos, a la mezcla de reaccion se
adiciono el agente bloqueante 1 o el agente bloqueante 2 a diferentes concentraciones. En el caso del
cebador directo, éste se afiadié a una concentracién inferior en las amplificaciones asimétricas
(diferente proporcion de cebadores directo/reverso).

La reaccion se realiz6 en un termociclador (UNOCYCLER, VWR®) siguiendo los mismos pasos
descritos para la generacion del ADN mutante sintético de doble cadena.

Tabla 4. Reactivos y concentraciones utilizados en las reacciones de amplificacion (PCR).

Reactivos Concentracion
Tampon de reaccion 10 x 1x
MgCl, 50 mM 3mM
dNTPs 10 mM 200 puM
Cebador directo 10 uM 100 0 300 nM
Cebador reverso10 pM 300 nM
Blogueante 10 uM [0,600] nM
Taq 1 U/uL 0,04 U/uL
ADN sintético o 16.000-40.000 copias
ADN gendmico 0,32 ng/pL

3.5. Amplificaciones isotermas

Las amplificaciones de muestras de ADN sintético o genémico (4 ng/uL) se realizaron en base a
la mezcla de reaccion isotérmica que contenia 20 mM de Tris-HCI, 10 mM de (NH,4),SO,, 50 mM de
KCI, 2 mM de MgSQ,, 0.1 % de Tween® 20 a un pH de 8.8.

Las amplificaciones isotermas se realizaron mediante un termociclador (ESQUANT TS2,
Qiagen®) a una temperatura de 63°C durante 80 minutos y bajo las condiciones expuestas en la
Tabla 5. Se registré la sefial de fluorescencia a tiempo real (cada min) utilizando el fluoréforo SYBR
como marcador (470/520 nm) y ROX como control interno (560/620 nm).

Tabla 5. Reactivos y concentraciones utilizadas en las amplificaciones isotermas.

Reactivos Concentracion
Tampoén RI 10 x 1x
MgSO, 100 mM 6 mM

dNTPs 10 mM 0,4 mM
Cebador directo 10 pM 600 nM
Cebador reverso 10 uM 600 nM

Blogueante 10 uM [0,300] nM
Enzima BST 8 U/uL 0,3 U/ pL
ADN sintético o 16.000 - 40.000 copias

ADN gendémico 0,32 ng/pL

SYBR 80 x 4 x

Control ROX 50 x 0,5 x

3.6.Medidas post-amplificacidn

La cuantificaciéon del producto de amplificacion se realizd6 mediante fluorescencia, utilizando el
flur6foro SYBR (SYBRSafe, Invitrogen®), 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), midiendo la sefial para el canal 480 nm/535 nm.

Se determind la presencia de producto de amplificacion deseado mediante electroforesis en gel de
agarosa (Fischer Scientific®) al 3 %. Se llev6 a cabo en medio tampdn TAE (0,5 x), y los productos
de amplificacion fueron diluidos (1:2) en tampon de carga. Después de 40 min a 110 V, el gel se
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reveld mediante SYBR (5 x, RealSAFE®). La distancia recorrida por los productos fue de 4 cm. El
marcador de pesos moleculares fue de 650-25 pb (EXACTGene 50 pb, Mini DNA Ladder, Fischer
Scientific®).

3.7.Deteccion: Preparacion del chip

La identificacion de los productos generados se realizd mediante un ensayo de hibridacién en fase
sOlida en formato de micromatrices, siendo la plataforma analitica un chip de policarbonato (PC). La
activacion quimica de la superficie del chip de PC (Makrolon®) se logré6 mediante irradiacion
durante 5 min con luz UV (254 nm, 50mW/cm) con el equipo UVOH 150LAB (FHR, Ottendorf-
Okrilla, Alemania), seguido de la inmersion del sustrato en disolucién de NaOH 1M a 60 °C durante
10 min. Se lavd con agua destilada, conservandose a 4 °C hasta su uso.

Las sondas aminadas se prepararon en medio MES 0,1 M, pH 5.5 a una concentracién de 150 nM
con 20 mM de EDC. Las disoluciones fueron impresas (50 nL, 4 filas x 4 columnas, 4
réplicas/sonda, 20 micromatrices) en la superficie activada utilizando un equipo de impresién sin
contacto (AD1500, Biodot. Inc., Irvine, CA). Tras 60 min a temperatura ambiente, el chip de PC se
lavé con PBS-T y agua destilada, y se secé con aire comprimido, conservandose a 4 °C hasta su uso.

3.8.Deteccion: Hibridacion, revelado vy lectura

Para la apertura de las dobles hebras de los amplicones, se prepard una mezcla de: tampon SSC 2
X, formamida 10 x (Scharlab®), Denhardt’s (Sigma-Aldrich) 2,5 x (1 % Suero de Albubima Bovina
(BSA), 1 % Ficoll y 1 % polivinilpirrolidona (PVP) con agua), antisonda (1:20) (control positivo del
ensayo) y producto de amplificacion (1:10). La mezcla se calent6 a 98 °C durante 10 min y se incub6
1 min en frio (4 °C). Tras la incubacion, se dispensé en el chip, incubandose a 37 °C durante 1 h. El
control positivo del ensayo fue: sonda NH,-T1o-TTCCATTGCTTTTTTGATTACAGCCGGTGTA
CGACCCT (Tm = 67,9 °C) anti-sonda: DIG-AGGGTCGTACACCGGCTGTAATCAAA (Tm =
67,9 °C).

Posteriormente, el chip se lavo con SSC 0,1 x y SSC 0,01 x, y se dispensd 800 uL de la
disolucion de revelado, compuesta por: 16 uL de una mezcla de un anticuerpo primario de oveja anti-
dioxigenina (Abcam) con tampdn PBS-T (1:50) y 784 uL de una mezcla de un anticuerpo secundario
de conejo anti-anticuerpos de oveja acoplado a HRP (peroxidasa de rabano) (Sigma-Aldrich, 1,75
ppm) con PBS-T (1:500). Se dej6 incubar en el chip durante 30 min a temperatura ambiente. Tras un
lavado con PBS-T y agua destilada, se dispensaron 800 pL de la soluciéon TMB (0,25 g L™ de 3,3,
5,5° tetrametilbenzidina, Sigma-Aldrich) y se incub6 a temperatura ambiente durante 3 min.
Después, el chip se lavo con agua destilada y se realizo la lectura de los resultados.

Para la lectura de los resultados, el chip de PC se escane6 mediante un escaner de oficina (Epson
Perfection 1640SU, SEIKO EPSON CORP.) conectado a un ordenador personal mediante un
dispositivo universal (USB 2.0) y controlado por un software personalizado. Las imagenes se
generaron en escala de grises (16 bits de color, escala 600 ppm). Para el andlisis de los datos
adquiridos se empled el programa GenePix Pro® 4000 B, que permitio calcular el promedio de la
intensidad de sefial de los puntos con respecto al fondo.

Finalmente, los datos registrados se analizaron estadisticamente mediante el programa
Stargraphics-Centurion XVI.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.0BTENCION DE ADN GENOMICO

4.1.1. Extraccion

Se estudid la capacidad de extraccion de ADN dada la complejidad de las muestras clinicas a
emplear: tejidos biopsiados embebidos en parafina y fijados en formalina (FFPE). Este modo de
conservacion es empleado para analisis patoldgico, sin embargo presenta limitaciones para analisis
genéticos, ya que puede alterar la integridad del ADN.

Se extrajeron muestras de epitelio bucal de voluntarios sanos (tejido de referencia) y muestras de
biopsias procedentes de pacientes con céncer colorrectal. En la Tabla 6 se recoge las
concentraciones de ADN gendmico obtenidas tras la extraccion utilizando la tecnologia de columna
de centrifugado.

Tabla 6. Concentracion promedio del ADN extraido de las diferentes muestras.

Numero de Tejido epitelial bucal Tejido biopsiado FFPE
muestra fresco (ng/uL) (ng/ pL)
1 37,8 8
2 19,6 7
3 25,1 11
4 14,8 10

El método seleccionado permitié aislar el ADN con suficiente calidad (alto ratio acidos
nucleicos/proteinas). La concentracion de ADN mutante en las muestras de tejido conservado en
FFPE fue muy reducida respecto al tejido de referencia, confirmando la féacil degradacion de los
acidos nucleicos en el tratamiento de este tipo de tejidos. Las concentraciones de todas las muestras
empleadas se ajustaron a 4ng/pL para la conservacion hasta su uso.

4.1.2. Generacién de ADN mutante

Debido a la baja disponibilidad de las muestras de tejido biopsiado y la elevada presencia de
ADN nativo, para la puesta a punto del ensayo, se generd un ADN sintético con la mutacién V600E
de la region diana del gen. En la Figura 8 se muestra un esquema representativo del proceso de
preparacion de este ADN mutante sintético. Partiendo de un oligonucle6tido de una Unica hebra de
80 nucledtidos, se realiz6 una amplificacion basada en PCR. Las medidas de fluorescencia post-
amplificacion indicaron que se formé 4-10" copias de ADN mutante sintético (doble hebra),
considerandose un buen rendimiento de amplificacion. Por lo tanto, se logré disponer de una muestra
de la mutacién en homocigosis (¢.1799T>A) y en cantidad controlada.
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Figura 8. Esquema de la generacion del ADN mutante sintético de doble cadena.
Etapas: 1) ADN de simple cadena e hibridacién del cebador reverso. Elongacion y generacién de la cadena
reversa por la Taq polimerasa. 2) Producto generado: ADN mutante sintético de doble cadena.
3) Desnaturalizacidn, hibridacion de ambos cebadores y continuacion de los siguientes ciclos de
amplificacion. 4) Producto final: ADN mutante sintético de doble cadena.

4.2. AMPLIFICACION BASADA EN PCR

Primero, con el objetivo de alcanzar el mayor rendimiento de amplificacion del gen diana, se
evaluaron las condiciones variables experimentales que afectan al proceso. Partiendo de las
condiciones de trabajo establecidas previamente en el grupo de investigacion, se estudio la unién de
los cebadores durante la reaccion de amplificacién. Se compardé la cantidad de producto formado en
funcidn de las diferentes temperaturas de anillamiento durante el termociclado (Figura 9).

Fluorescencia

56

58 60 62 64 66 68
Temperatura anillamiento (°C)

70

Figura 9. Sefal de fluorescencia post-amplificacion variando la temperatura de anillamiento. Ensayos
duplicados. Wt: individuo con genotipo nativo; C-: control negativo (mezcla de reaccion sin ADN molde).

Este experimento mostré que a temperaturas de anillamiento superiores a 62 °C no hubo
amplificacion. Esto es debido a que a dichas temperaturas, el complejo de los cebadores con la
cadena diana es inestable termodindmicamente. A temperaturas inferiores a 60 °C, existia una gran
diferencia entre la amplificacion del gen diana con la del control negativo, siendo 58 °C el valor de
temperatura de anillamiento seleccionado al proporcionar el mayor rendimiento de amplificacion.
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Como control positivo del ensayo de amplificacion, se seleccioné el gen endégeno ACTB (actina
beta). Este gen de referencia se escogié ya que se encuentra altamente conservado en el ADN
humano, codifica seis proteinas de actina que presentan una funcion estructural clave para el
mantenimiento de la integridad y el desarrollo celular. Los cebadores se escogieron para generar un
producto de tamafio similar al gen diana. Los resultados mostraron que en las condiciones de trabajo,
se logré su amplificacion con alto rendimiento, lo que permite su empleo como control de la
degradacion de la muestra y garantizar la fiabilidad del ensayo de amplificacion propuesto.

Con el objetivo de evaluar las condiciones de amplificacién, se amplificaron las 4 muestras de
ADN gendémico nativo y las 4 muestras de ADN gendmico mutante en BRAF (tejidos embebidos en
parafina y fijados en formalina, FFPE). Se cuantificaron dichos productos mediante fluorescencia y
se calculd el rendimiento de la amplificacion expresado en ndmero de copias (Tabla 7). Los
resultados indicaron que el rendimiento de amplificacion fue adecuado (> 10" copias) tanto para el
gen control (ACTB) como para el gen diana (BRAF). Por otro lado, la reproducibilidad del ensayo,
expresada como desviacion estindar relativa, fue elevada, siendo 2,54% para el control positivo,
5,27% para los voluntarios y 6,3% para los pacientes.

Tabla 7. Rendimiento de amplificacion de las diferentes muestras. Valores promedio en nimero
de copias tras la amplificacion. Desviacion estandar calculada a partir de los 4 pacientes y 4
voluntarios. EI ADN molde inicial present6 1333 copias.

NUmero de copias

Tipo de muestra tras la amplificacién RSD (%)
Tejidos FFPE 1,3-10° 6.3
Tejido epitelial bucal 1,5-107 5,3
ACTB (control positivo) 4,0-10" 2,6

Se realizo la separacion electroforética en gel de agarosa para evaluar la calidad de los productos
formados (Figura 10).

C- ACTB WT MUT

100 pb —>
50ph —>
25ph —>

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 3 % de los resultados de la amplificacién preliminar. M:
marcador de pesos moleculares; C-: control negativo (mezcla de reaccion sin ADN molde); ACTB: gen de
referencia control positivo; WT: muestra de ADN nativo a partir de epitelio bucal. MUT: muestra de ADN

mutante en BRAF (V600E) a partir de tejido biopsiado embebido en parafina.

La electroforesis confirmé la adecuada seleccion de las condiciones de amplificacion, al registrarse
ninguna banda en el control negativo y una Unica banda en la mezcla que contenia ADN genémico
humano. Los tamafios de banda fueron 170 pb para ACTB, 80 pb para el gen BRAF. Estos valores
son coincidentes con el tamafio esperado a partir de los cebadores disefiados.
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4.3.AMPLIFICACION BASADA EN PCR BLOQUEADA

4.3.1. Descripcién de la estrategia

La amplificacion bloqueada consiste en minimizar la formacion de producto nativo mediante la
adicion de determinados oligonucle6tidos disefiados que hibridan especificamente con su secuencia
dianay, en consecuencia, impiden la extension por la polimerasa.

En este TFG, se estudio la puesta a punto de la amplificacion bloqueada para la deteccion de la
mutacion V600E en el gen BRAF. La adicion de los agentes bloqueantes permitird el
enriquecimiento de la variante mutada aun en presencia de una elevada concentracion de la variante
nativa (Figura 11).

CR
CUAB
— ke
L %
ey
k
cD CR %
- J *
V600E - o
Enriquecimiento en alelos
Amplificacion Bloqueada mutantes

Figura 11. Esquema de la reaccion de amplificacién bloqueante propuesta. CR: cebador reverso; CD:
cebador directo; AB: agente bloqueante; V600E: mutacion a estudiar en el gen BRAF.

A partir de la secuencia diana, se disefiaron dos agentes bloqueantes (Figura 12). Presentaban 25
y 29 nucledtidos complementarios al gen diana, respectivamente. Aplicando la herramienta
OligoCalc en condiciones de salt adjusted, se calcul6 la temperatura de fusion de ambos
bloqueantes, siendo 64,1 y 72,5, respectivamente. Estos valores muestran la mayor estabilidad del
complejo del blogueante 2 con el ADN molde, como resultado de las uniones de los 4 nucledtidos
adicionales (-CCAA-3’).

Por otro lado, los bloqueantes se han disefiado para un ensayo PCR blogueada en modalidad
solapante (‘PCR clamp’), es decir, que existe una competencia del cebador delantero y el bloqueante
por la misma regién del alelo nativo. En concreto, solapan el extremo 3’ del cebador y el extremo 5’
del blogueante en 5 nucledtidos (-CCATC-). Ademas, los complejos que el alelo nativo formara con
los blogueantes son mas estables que los que formara con los cebadores, siendo las temperaturas de
fusion 59,5 °C y 58,4 °C para el cebador directo y reverso respectivamente.

Ambos contenian la base complementaria a la variante nativa en la region central, con el objetivo
de maximizar la diferencia de estabilidad entre la variante nativa (nucleétido T) y la mutada
(nucledtido A). Para evitar la extensién de los oligonucle6tidos blogueantes, se incorpor6 en el
extremo 3’ una cola de nucleétidos no complementaria a la secuencia diana de cuatro nucle6tidos (-
TTCC-3"). De este modo, la polimerasa no puede acoplarse al complejo blogueante/ADN molde y
adicionar nuevos nucleotidos.
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Agente bloqueante 1 Agente bloqueante 2
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Figura 12. Representacion de la actuacion de los dos blogueantes sobre el wt segun su disefio.
1) Hibridacion del agente bloqueante con la secuencia wt e impedimento de la unién del cebador directo.
2) Desestabilizacion del agente bloqueante al tratar de hibridar con la secuencia mutante.
3) Desplazamiento del agente blogueante por el cebador directo y amplificacion selectiva de la secuencia
mutante. CD: cebador directo; CR: cebador reverso; AB: agente bloqueante; V600E: mutacion de BRAF.

4.3.2. Accion de los blogueantes como cebadores

Antes de la puesta a punto de la amplificacién blogueada, se determind si los dos agentes
blogueantes disefiados actuarian como cebadores, ya que es un fenémeno no deseable en el ensayo
de enriquecimiento de la variante mutante. Para ello, en la mezcla de reaccion PCR se sustituyd el
cebador delantero por el agente bloqueante a la misma concentracién (300 nM), es decir, existia una
relacién estequiométrica 1:1 con el cebador reverso. La Figura 13 muestra las sefiales obtenidas tras
la amplificacion de mezclas de reaccion estudiadas con ADN molde y sin ADN molde. Los
resultados del test t indicaron que no existia diferencias estadisticamente significativas respecto a los
controles negativos, tanto para el bloqueante 1 (p-valor = 0,8, t = -0,3) como para el blogueante 2 (p-
valor = 0,1, t = 5,3). Estos experimentos confirmaron la accion de la cola como elemento de
inhibicién de la extension.

3000

® Bloqueante 2 + ADN molde
2500 = Bloqueante 2 sin ADN molde
® Bloqueante 1 + ADN molde

2000 B Bloqueante 1 sin ADN molde

1500

1000
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Figura 13. Sefial promedio obtenida de las amplificaciones de los bloqueantes para observar su
comportamiento como cebador.

4.3.3. Puesta a punto de la PCR bloqueada

El objetivo de los siguientes experimentos fue establecer la concentracion de agente blogueante
necesario para reducir la amplificacion del alelo nativo, afectando minimamente la amplificacion del
mutante. Para ello, se prepararon mezclas de reaccion que contenian ADN nativo (~17.500 copias
iniciales) o ADN mutante sintético (~40.000 copias iniciales) con concentraciones crecientes de los
agentes blogueantes (1 y 2) hasta una relacion estequiométrica 3:1 respecto a los cebadores. Tras la
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amplificacion, se registré la sefial de fluorescencia normalizada frente a la obtenida en ausencia de
agente bloqueante (Figura 14).
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Figura 14. Sefial normalizada de amplificacién del ADN nativo de un voluntario y del ADN mutante
sintético frente a diferentes concentraciones de bloqueante 1 (A) y blogueante 2 (B). Wt: ADN nativo; mut:
ADN mutante (sintético). C-: control negativo (mezcla de reaccion sin ADN molde y con el agente bloqueante
correspondiente a 50 nM).

El analisis ANOVA mostro la no existencia de diferencias estadisticamente significativas entre la
sefial de fluorescencia del ADN nativo con el aumento de bloqueo, tanto para el blogueante 1 (p-
valor = 0,6388, F-ratio = 0,81) como para el bloqueante 2 (p-valor = 0,3, F-ratio = 1,3). Para la sefial
de fluorescencia del producto mutante, tampoco se observaron diferencias significativas con el
aumento de la concentracion de bloqueante 1 (p-valor = 0,2, F-ratio = 1,5) y de bloqueante 2 (p-valor
= 0,9, F-ratio = 0,4). La interpretacion de estos resultados fue la ausencia de bloqueo en las
condiciones de trabajo o la formacion de dimeros entre cebadores y/o bloqueante que impidiera una
visualizacién de la disminucion de la sefial del nativo. En ambas situaciones, se obtendria una sefial
constante de fluorescencia tras la adicion del reactivo SYBR.

En este punto, se ensayaron diferentes condiciones experimentales que favorecieran el bloqueo y
permitieran su seguimiento. Se estudi6 la amplificacién con ambos agentes bloqueantes a diferentes
temperaturas de anillamiento durante el termociclado, manteniendo el bloqueante a una
concentracién de 300 nM (estequiometria 1:1). Las sefiales de fluorescencia fueron comparables en
presencia o ausencia de agente blogueante (test t pareado: p-valor = 0,6 para boqueante 1y p-valor =
0,4 para bloqueante 2). Dado que no existia mejora en la discriminacién, se mantuvo una
temperatura de anillamiento de cebadores en la amplificacion bloqueada de 58 °C.

Otra de la hipdtesis planteadas fue un exceso de ADN molde en la mezcla de reacciéon que
conllevara a la existencia de moléculas no bloqueadas, y por tanto, disponibles para la unién del
cebador y su extension. Para evaluar esta posibilidad, se realizé un estudio donde se disminuyera la
cantidad de ADN inicial (desde 10.000 hasta 10 copias). Al disminuir la concentracion, la
fluorescencia debida a los productos formados decrecid de forma logaritmica (Tabla 8). El
comportamiento fue el mismo para ambos blogueantes.

Tabla 8. Ajuste logaritmico de la sefial de fluorescencia de la amplificacion al disminuir la
cantidad de ADN inicial.

Muestra Bloqueante Ecuacion R?
Nativa 0nM y =909,9 In(x) + 1389 0,80
Nativa 300 nM y=9628In(x) + 1431 0,90

Mutante (sintético) 300 nM y=1726 In(x) + 1344 0,99
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Posteriormente, se planted la hipotesis de que una amplificacion del nativo a 35 ciclos con agente
bloqueante podria estar enmascarando el efecto del bloqueo. Para verificar dicha hipétesis, se estudio
el efecto del numero de ciclos en la amplificacion bloqueada, variando entre 20 y 40 ciclos. Se
determiné que al aumentar el nimero de ciclos se incrementaba el rendimiento de amplificacion
alcanzando la saturacion a 35 ciclos. Se observaron pequefias diferencias entre la presencia/ausencia
del bloqueante en la disolucion de la PCR que contiene ADN nativo o ADN mutante. Para
profundizar en esta linea de trabajo y con el fin de mimetizar las condiciones reales de las muestras
de céancer colorrectal, se prepard un conjunto de mezclas de reaccion con diferente proporcion ADN
nativo/mutante que se amplificaron durante 25 y 35 ciclos (Figura 15). Excepto para una de las
disoluciones, se observé una ligera disminucion de la fluorescencia en presencia del agente
blogueante. El test t indico la existencia de diferencias significativas entre las mezclas sin y con
agente bloqueante (p-valor = 0,0021, t = -4,45 para 25 ciclos y p-valor = 0,0295, t = 2,64 para 35
ciclos).
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Figura 15. Sefial de fluorescencia promedio neta de amplificacion simétrica a 25 y 35 ciclos con y sin
agente blogueante a 300 nM de mezclas con diferente proporcion de ADN wt/mut.

Con el objetivo de confirmar estos resultados, se realiz6 una separacion electroforética en gel de
agarosa de los productos formados (Figura 16). No se detectaron bandas de pequefio tamafio que
pudieran ser asociadas a la formacién de dimeros. No obstante, la intensidad de la banda de 80 pb
disminuy6 en aquellas mezclas de reaccién que contenian el agente bloqueante. Por lo tanto, la
estrategia de PCR bloqueada parece ser parcialmente efectiva, pero el sistema de deteccion post-
amplificacion basado en fluorescencia no permite un claro seguimiento del proceso.

A B

Figura 16. Gel de electroforesis para las distintas mezclas de ADN nativo/mutante amplificadas a 25 y 35
ciclos, sin (A) y con agente bloqueante a 300 nM (B). C-: control negativo, mezcla de reaccién sin ADN molde
para Ay con bloqueante para B. Wt: ADN nativo. Se muestra la proporcion de ADN nativo (el resto
corresponde a la de mutante).
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4.4. APROXIMACION ISOTERMA

Paralelamente al estudio de la técnica de enriquecimiento del alelo minoritario basada en la PCR
blogueada, se examind el desarrollo de una innovadora técnica basada en la amplificacion bloqueada
isoterma utilizando la enzima Bst ADN polimerasa. Esto permitiria evitar el uso de un termociclador
y abriria vias para la integracion del ensayo en dispositivos miniaturizados o portatiles.

4.4.1. Analisis de las propiedades de la Bst ADN polimerasa

El reactivo comercial es una enzima de desplazamiento de hebra disefiada in silico y homologa al
fragmento largo de la ADN polimerasa | de Bacillus stearothermophilus denominada Bst ADN
polimerasa. Presenta una velocidad de amplificacion, rendimiento, tolerancia a la sal y estabilidad
mayor en comparacion con la Bst nativa. La temperatura de elongacién optima es de 60-65 °C. Esto
ofrece un rango mas amplio de condiciones de reaccion para optimizar el desplazamiento de la hebra
y el anillamiento de los cebadores. Ademas es deficiente en la actividad exonucleasa en sentido 5’ —
3’ (Figura 17), lo que impide que la hebra de nueva sintesis desplazada sea degradada y que a su vez
la extension de la hebra de nueva sintesis sea bloqueada. Gracias a esta caracteristica se consigue que
no disminuya la eficacia y sensibilidad de la técnica. Presenta la desventaja de que carece de
actividad exonucleasa de correccion de errores 3'—5’. No obstante, la mutacion que se pretende
amplificar en este caso, se encuentra en el centro de la secuencia, por lo que a pesar de la tasa de
error que presenta dicha enzima, el producto amplificado sera mayoritariamente aquel que contenga
la variante mutante intacta. Finalmente, segin estudios recientes resulta muy adecuada para la
amplificacion del genoma procedente de tejidos embebidos en parafina y fijados en formalina
(Aviel-Ronen et al., 2006).

ulgar

Figura 17. Estructura cristalina de la enzima Bst a una resolucion de 2.1A (modificada de Kiefer et
al.,1997). Representacion esquematica en la que las hélices se muestran como cilindros azules y las hojas 8
como flechas naranjas. El extremo N-terminal esta marcado con el signo ‘*’ y el extremo C-terminal queda

detras de la hélice marcada con el signo ‘+’. A: dominio polimerasa con subdominios dedo, palma y pulgar. B:
dominio exonucleasa vestigial.

Dadas sus propiedades, esta enzima se ha empleado en el desarrollo de diferentes técnicas de
amplificacién isoterma. Es decir, no requieren la presencia de ciclos de temperaturas, ya que debido
los procesos de desnaturalizacion y polimerizacion de las cadenas de ADN se realizan de forma
enzimatica (desplazamiento de hebra). La Bst es capaz de sintetizar una nueva cadena de ADN
mientras disocian el enlace de hidrégeno del ADN molde de doble cadena. Comparado con la Taq
polimerasa utilizada en la PCR, permite la sintesis de &cidos nucleicos a temperatura constante
mimetizando los sistemas celulares in vivo. La Tabla 9 recoge las principales caracteristicas de
ambas enzimas.
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Tabla 9. Comparacion de las principales caracteristicas entre las ADN polimerasas Bst y Taq
(modificada de Oriel y Noboru Inoue, 2001).

- Bst ADN Tagq ADN
Caracteristicas . .
polimerasa polimerasa
. . . Thermus
Origen Bacillus stearothermophilus aquaticus
Actividad polimerasa 5’23 523
Cebadores Requeridos Requeridos
Desplazamiento de cadena Si No
Paso de desnaturalizacion del No requerido Requerido
ADN (90-95°C)
Temperatura de reaccion 65 °C 75°C
Inactivacion por calor 80°C No
Actividad exonucleasa 3°> 5’ No No
Procesividad ++ +

Entre las variantes isotermas que utilizan enzimas con actividad de desplazamiento de hebra
destacan la amplificacion por desplazamiento de la hebra (SDA) y la amplificacién isoterma mediada
por bucle (LAMP).

En la SDA se emplean ademas un par de cebadores con un sitio de restriccion en su secuencia, un
par de cebadores para desplazar a los anteriores y una endonucleasa de restriccion manteniendo
temperaturas proximas a la ambiental. La polimerasa es capaz de desplazar la hebra monocatenaria
resultante de un corte en una region especifica, y a partir de esta hebra desplazada, iniciar la
replicacion de ese ADN diana (Walker et al., 1992). En la LAMP se usan dos cebadores internos, y
dos externos que reconocen seis secuencias distintas en el ADN molde a una temperatura de 60 °C a
65 °C. Durante la amplificacion se forma una estructura en doble asa a partir de la cual se genera una
mezcla de productos de doble cadena con diferentes longitudes y multiples bucles (Notomi et al.,
2000).

4.4.2. Disefio de la estrategia

A partir de este analisis de las prestaciones de la Bst ADN polimerasa, en el presente TFG, se ha
disefiado una variante de la amplificacion SDA utilizando Gnicamente dos cebadores, el directo y el
reverso (Figura 18). Aunque el mecanismo de la reaccién con dos cebadores no esté claro, se estima
que la amplificacion de la region diana se logra por una serie de pasos repetitivos a una temperatura
de 63°C. Tras la union del cebador, la Bst ADN polimerasa es capaz de separar la doble cadena de
ADN por su actividad tipo helicasa a la vez que sintetiza la nueva hebra. Simultaneamente, se forma
un nuevo complejo cebador/ADN/enzima, de forma que el extremo 5° de cada cadena queda
desplazado por otra nueva cadena en sintesis en la misma direccion. Asi, a medida que la reaccién
avanza se generan miles de copias del ADN que contienen la region de interés, pero productos con
diferentes tamafios.
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Figura 18. Esquema del nuevo método basado en la amplificacion isoterma utilizando como enzima la Bst
ADN polimerasa y dos cebadores. En la figura queda representada el proceso de amplificacién de una de las
cadenas molde (directa), lo mismo ocurre para la cadena reversa. Wt: variante nativa o ‘wild type’, mut:
variante mutante.

La principal ventaja que supone la amplificacion de ADN mediante una aproximacion isoterma es
que aparte de ser rapida, no requiere el empleo de un termociclador. Por lo tanto, puede llevarse a
cabo en dispositivos de calefaccion simples tales como bafio maria o termobloques de laboratorio.
Este hecho la convierte en una opcion muy prometedora para la deteccion de mutaciones de forma
rutinaria, ya que implica una disminucion en el coste y en el tiempo del método, en consecuencia
seria asequible a un mayor nimero de hospitales.

4.4.3. Puesta a punto de la amplificacion isoterma bloqueada

Los experimentos fueron dirigidos a comprobar la capacidad de amplificacion de esta estrategia y
evaluar el efecto de la presencia de bloqueantes como método de enriquecimiento de las variantes
mutantes. Previamente, se comprobd que los bloqueantes no actuaran como cebadores para la
amplificacion. Para ello, en un tubo de reaccién se afiadieron el cebador reverso para el gen diana, el
bloqueante (1 y 2 en cada caso) y el ADN molde (nativo). En ambos casos no se detect6 sefial de
fluorescencia en ningun ciclo de reaccion, por lo que se concluy6 que los blogqueantes no actuaron
como cebadores en la amplificacion del ADN nativo bajo una aproximacion isoterma.

Posteriormente, se procedio a realizar una amplificacion de una muestra de ADN nativo sin y con
bloqueante a una concentracion de 300 nM a 63 °C (Figura 19).
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Figura 19. Sefial de fluorescencia de la amplificacién isoterma frente al tiempo (min) de reaccién, del
ADN nativo sin bloqueante (A) y con el bloqueante 2 a 300 nM (B).

En ausencia del blogueante, el tiempo para el cual la sefial registrada es diferenciable del fondo
fue de 20+£3 min, mientras que con presencia del blogueante 2, el tiempo registrado fue de 23+3 min.
La fluorescencia en el estado estacionario fue 70 u.a 'y 75 u.a, respectivamente. Los valores fueron
similares utilizando el bloqueante 1. Estos resultados indicaron que se logré amplificar la region
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diana pero no se produjo un efecto bloqueante significativo bajo esta aproximacion. La
interpretacién de la ausencia de blogueo se relacioné con la capacidad de desplazamiento de cadena
de la Bst polimerasa. Aunque la estabilidad termodinamica del complejo blogueante/ADN molde es
superior a la del complejo cebador/ADN molde, la enzima desplazaria al bloqueante hibridado con la
secuencia diana, y por tanto originaria un proceso de amplificacién normal. Se concluiria que la
estrategia de amplificacién isoterma mediante Bst polimerasa combinada con un agente bloqueante,
no es un método apto para el enriquecimiento de variantes mutantes en las condiciones ensayadas.

Para corroborar la formacion de producto especifico, se llevd a cabo una separacion
electroforética post-amplificacién. Para ello, se prepararon mezclas de ADN nativo y de ADN
mutante sintético a diferentes proporciones (relacion estequiométrica entre 1:0 a 0:1). La mitad de las
mezclas de amplificacion contenian ademas el bloqueante 2 a una concentracion de 300 nM. La
Figura 20 muestra la imagen registrada tras la electroforesis en gel de agarosaal 3 % a 110 V.

400 pb
200 pb

50 pb

Figura 20. Gel de electroforesis para las distintas mezclas de ADN nativo y mutante, en ausencia de
bloqueante (pocillos 1-5) y con adicién de agente blogueante a 300 nM (pocillos 6-10). Los pocillos de ambos
extremos corresponden con el marcador de pesos moleculares. Pocillos 1y 6: 100% de ADN nativo. Pocillos 2

y 7: 75% de ADN nativo y 25% de ADN mutante. Pocillos 3 y 8: 50% de ADN nativo y 50% de ADN
mutante. Pocillos 4 y 9: 25% de ADN nativo y 75% de ADN mutante. Pocillos 5 y 10: 100% de ADN mutante.
Pocillo 11: control positivo (producto del gen ACTB). Pb: pares de bases.

A diferencia de la PCR donde se generd una Unica banda, la técnica de amplificacion isoterma
basada en la Bst polimerasa origind una serie de bandas, correspondiente a los diferentes fragmentos
elongados de distinto tamafio. El patron de bandas fue similar en todos los casos. Po otro lado, se
confirmd la ausencia de blogueo puesto que no hubo disminucién de la intensidad de las bandas a
medida que se reducia el contenido de ADN nativo.

En conclusién, los resultados avalan el buen funcionamiento de la aproximacion isoterma
propuesta para diferentes muestras de ADN, resultando rapida, de bajo coste y con un buen
rendimiento de amplificacién aplicable a diferentes procedimientos. Sin embargo, a pesar de que se
requiere una continuacion en el estudio de la misma, dicha aproximacion no result6 ser exitosa ya
gue no disminuyd la amplificacion del ADN nativo mediante la accion de un agente blogueante
frente al ADN con mutacion c. 1799T>A (V600E) en el gen BRAF.

4.5. ENSAYOS DE HIBRIDACION

45.1. Disefio del ensayo

De las dos aproximaciones evaluadas, los experimentos de PCR bloqueada combinada con
deteccion post-amplificacion fluorescente mostraron el potencial de la estrategia pero presentaba
baja eficacia en el bloqueo de la variante nativa. Por lo tanto, se explord la combinacion de la PCR
bloqueada con un ensayo de hibridacién con sondas alelo-especificas inmovilizadas en formato
micromatriz, con el objetivo de discriminar las subpoblaciones.

A partir de los estudios anteriores realizados por el grupo, se dispone de metodologias capaces de
detectar regiones diana en genes especificos y la discriminacion de polimorfismos para su
genotipado (Tortajada-Genaro et al., 2015, Tortajada-Genaro et al., 2016). Estos ensayos se
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caracterizan por ser rapidos (1 h frente a las 12-24 h de otros ensayos), reproducibles y selectivos. En
este TFG, se opto por el desarrollo de un ensayo de hibridacion mediante un chip de policarbonato
(espesor 0,6 mm) sobre el cual se inmovilizaron las sondas complementarias a las secuencias diana
de deteccion. Esto permitira servir como plataforma modelo para ampliar su uso con otros
biomarcadores, es decir, establecer un punto de partida en el desarrollo de una tecnologia de
biosensado reproducible y asequible.

Entre las distintas aproximaciones descritas, se seleccion6 el procedimiento de anclaje covalente y
deteccion colorimétrica, tal como se describe en la Figura 21. Esta opcion permitira su futura
transferencia a sistemas de biosensado que pueden fabricarse de forma masiva y de féacil
implementacion en la rutina clinica.
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Figura 21. Resumen del disefio experimental del ensayo de hibridacién. 1) Tratamiento de la superficie. 2)
Dispensacion de nano-gotas. 3) Hibridacion selectiva. 4) Deteccidn por reaccion colorimétrica. COO-: grupo
carboxilo libre; DIG: dioxigenina (marcaje por cebador reverso en la amplificacion); Ab 1% anticuerpo
primario; Ab 2% anticuerpo secundario. HRP: peroxidasa de rabano. TMB: sustrato enzimatico 3,3, 5,5’
tetrametilbenzidina.

45.2. Ensayos preliminares

La preparacion del chip se basé en la metodologia descrita anteriormente (Lucas-Garrote et. al,
2017) sobre el disefio de las sondas y el tipo de anclaje al chip, y el modo de deteccion de la
hibridacion. La activacion de la superficie del chip de policarbonato se realiz6 mediante oxidacion
con radiacién UV y posterior tratamiento con NaOH. La eficacia del procedimiento se establecié a
partir de medidas de hidrofobicidad basadas en angulo de contacto (tres réplicas), que vari6 de 91° +
1 iniciales a 65° £ 2 tras el tratamiento. El anclaje de las sondas (nativa y mutante c.1799T>A) se
logré por impresidn en nano-gotas de disolucion gque contenia la sonda aminada con un espaciador de
6 carbonos y 5 timinas para mantener una orientacion adecuada y favorecer la hibridacion. LA
eficacia y flexibilidad del proceso se establecié a partir de los controles de hibridacion (sistema
sonda/anti-sonda). Como control negativo se incorpora en la micromatriz la sonda para el gen
humanno NRAS. Los controles positivos fueron un sistema sonda/anti-sonda y una sonda especifica
para el gen ACTB, cuyo producto se adicionaba en la mezcla de hibridacion.

En los experimentos iniciales de hibridacion, los productos fruto de la reaccion de
enriquecimiento de la mutacion V600E en BRAF, se mezclaron en una disoluciéon con tampén de
hibridacion SSC, que favorece la formacion especifica de las dobles hebras (sonda-secuencia
complementaria), aportando un pH de 7. La mezcla de hibridacién también contenia formamida. Este
reactivo pretendia aportar selectividad al ensayo, al favorecer la union entre sondas totalmente
complementarias, ya que desnaturaliza los complejos menos estables, por lo que sélo aquellas
secuencias con un 100 % de complementariedad conseguiran superar la desnaturalizacion. Se emple6
un 10 % de formamida como punto de partida en el desarrollo del ensayo propuesto. Sin embargo, no
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se observd formacion del producto coloreado. Se plante6 la hipdtesis del bajo nimero de moléculas
disponibles para hibridar, por lo que se formul6 una nueva estrategia de amplificacién blogueada:
PCR bloqueada asimétrica.

4.5.3. Desarrollo del ensayo

Se estudio la puesta a punto de la PCR asimétrica. En esta variante de la PCR, la concentracion
de uno de los cebadores es inferior, es decir, que la relacion estequiométrica entre el cebador directo
y reverso no es 1:1. En concreto, para mejorar el presente TFG, se redujo la concentracion del
cebador delantero. Se emple6 una concentracién de 100 nM para el cebador directo y de 300 nM
para el cebador reverso (estequiometria 1:3) y se realizaron los mismos experimentos que con la
PCR blogueada simétrica. Se compard el rendimiento de la amplificacion en numero de copias entre
ambas estrategias y se obtuvo, tal y como se esperaba, un rendimiento de amplificacion de las
muestras de trabajo inferior a la PCR simétrica (Tabla 10).

Estos resultados se asociaron a varios fenédmenos. Primero, la formacion de la hebra diana en
mayor proporcién, aunque el rendimiento global disminuy6. Segundo, la competicién por la unién a
la secuencia diana del gen BRAF entre el cebador directo y el bloqueante se favorecié para este
Gltimo. Précticamente la totalidad del producto generado presentaria marcaje con dioxigenina
(gracias al cebador reverso) por lo que esta estrategia permitiria la deteccién clara del producto
coloreado en el proceso de revelado del ensayo de hibridacion. Por tanto, la PCR asimétrica
disminuye el rendimiento de amplificacion debido a la diferencia de proporcion entre ambos
cebeadores, pero aumenta el rendimiento de hibridacion, mejorando el seguimiento de los resultados
que con la PCR bloqueada simétrica no se esclarecio.

Tabla 10. Valores promedio de rendimiento de amplificacion expresado en nimero de copias
obtenidas de la PCR simétrica y asimétrica. Desviacion estandar relativa (RSD) a partir de 3 réplicas.

Tipo de muestra N° copias N° copias PCR
amplificada PCR asimétrica
simétrica
ADN nativo 7,00,6-107 5,5+0,5-10"
ADN mutante 7,7+0,5-10° 5,8+0,3-10’

ACTB (gen control

- 19,00,3-107 8,1%0,1-10°
positivo)

4.5.3.1. Reproducibilidad del ensayo (amplificacion bloqueada con hibridacién)

Primero, se calcul6 la reproducibilidad del ensayo propuesto, donde se combina la amplificacion
bloqueada y la hibridacion en chip de policarbonato. Para ello, se amplificaron mediante PCR
asimétrica, una muestra nativa (~17.500 copias iniciales) y otra mutante a partir de un paciente
(~16.00 copias iniciales) sin y con agente blogueante a 40 nM (3 réplicas) y posteriormente se
hibridaron en chip de policarbonato. Como se muestra en la Figura 22, la intensidad de los puntos
para el ADN nativo se redujo considerablemente con una concentracion de agente bloqueante de 40
nM. Mientras que la intensidad del mutante, con y sin bloqueante, se mantuvo. Se realizé un test t
para comparar las intensidades de punto de la muestra nativa y la mutante, en presencia y ausencia
de agente blogueante, cuyos resultados fueron los esperados, indicando la no existencia de
diferencias significativas en la intensidad de ambos tipos de muestra (p-valor = 0,2, t = -1,4) en
ausencia de blogueante, y la diferencia significativa existente entre ambas muestras debido al
bloqueante, que redujo la intensidad de punto del alelo nativo (p- valor = 0,0012, t = -8,0). Estos
resultados confirmaron el buen funcionamiento de la amplificacion bloqueada y de la hibridacion
como técnica de deteccion post-amplificacion.
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Figura 22. Intensidad de punto promedio de los arrays para las muestras nativa y mutante sin y con agente
blogueante a 40 nM (3 réplicas).

Para expresar la variabilidad intra-array (entre los puntos de una misma sonda) e inter-array (entre
diferentes arrays para la misma muestra) del ensayo de hibridacion, se calcul6 la desviacion estandar
relativa (RSD) (Tabla 11). Los valores de RSD fueron los esperados, ya que son comparables a los
obtenidos en este tipo de sistemas (Tortajada-Genaro, et. al, 2016).

Por tanto, se demostré que el ensayo propuesto en el presente TFG es reproducible y que la
amplificacion bloqueada asimétrica combinada con la hibridacion en chip de policarbonato funciona.

Tabla 11. Valores de RSD (%) obtenidos a partir de la intensidad de las sondas tras la

hibridacion.
Tipo de variabilidad Sonda Wt Sonda Mut
Intra-array 9-15% 6-15%
Inter-array @ 20% 25%

(1) Calculada a partir de 3 réplicas (4 puntos/réplica). (2) Calculada a partir de 3 réplicas
(promedio 4 puntos/réplica) Wt: sonda para el ADN nativo o ‘wild type’; Mut: sonda para el
ADN mutante.

4.5.3.2. Analisis de pacientes

Los siguientes experimentos se enfocaron en la evaluacion de las muestras de ADN procedente de
voluntarios sanos y de pacientes con cancer colorrectal metastasico, estas Gltimas obtenidas del
Hospital La Fe de Valencia. En una primera fase del estudio, se amplificaron en ausencia de agente
bloqueante e hibridaron 4 muestras de epitelio bucal y 4 muestras de tejido embebido en parafina y
fijado en formalina (FFPE). Las imagenes registradas y sus correspondientes intensidades de punto
calculadas se recogen en la Figura 23. Los valores registrados mostraron que el proceso de
hibridacién funciond correctamente. No se registré ninguna sefial para el control negativo y sefiales
diferenciables del fondo para los controles positivos (sonda-antisonda y gen ACTB). Los valores de
intensidad de los puntos asociados a la sonda de la variante nativa y mutada, indicaron hibridacién
preferencial en la sonda mutante en el caso de los pacientes de cancer colorrectal metastéasico. Por lo
tanto, se demostr6 que el método era compatible con el empleo de las muestras FFPE, a pesar de la
dificultad asociada a la posible degradacion de los acidos nucleicos. Es decir, el ensayo fue lo
suficientemente sensible, incluso con la baja concentracion de ADN existente en las mismas. No
obstante, en el caso de las muestras nativas, se observd hibridacién en ambas sondas (nativa y
mutante), sugiriendo ciertos problemas en la selectividad del ensayo. Estos resultados confirmaron la
demanda de una etapa blogueo para minimizar la cantidad de ADN nativo y la necesidad de mejorar
las condiciones experimentales de la hibridacion, con el objeto de maximizar la capacidad de
discriminacion de las sondas.
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Figura 23. Intensidad de punto promedio registrada de las sondas nativa y mutante de 4 muestras de
voluntarios sanos (A) y 4 pacientes mutantes (B). Arriba, imagenes tomadas del chip y distribucion de las
sondas especificas en el array.

4.5.3.3. Efecto de la concentracién de agente bloqueante

Con el objetivo de mejorar el ensayo, se realiz6 una amplificacion bloqueada asimétrica en la que
se probaron diferentes concentraciones de agente bloqueante para una muestra de ADN nativo
(~17.500 copias iniciales) y una muestra de paciente mutante (~16.000 copias iniciales). Tras la
hibridacion, para ambos tipos de muestra, se detectd producto coloreado en ambas sondas. Mientras
gue para la muestra nativa no se observé un patrdon diferente de hibridacion, para la muestra mutante
si se observd el aumento de la selectividad a mayor concentracion de blogueante (Figura 24).
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Figura 24. A: Iméagenes registradas tras la hibridacién de la muestra mutante. B: Intensidad de sefial
normalizada en las sondas mutante y nativa a partir de la amplificacion asimétrica a diferentes concentraciones
de agente bloqueante de una muestra nativa y una mutante. Mut-SWt: muestra mut-sonda wt; Mut-SMut:
muestra mut- sonda mut; Wt-SWt: muestra wt-sonda wt; Wt-SMut: muestra wt-sonda mut. C-: control
negativo del ensayo.

Para la muestra mutante, se vio que la presencia del agente bloqueante afectaba a ambos alelos.
Pero, a partir de una concentracion de agente bloqueante a 50 nM, las respuestas asociadas a la sonda
nativa desaparecieron siendo Unicamente detectable las del alelo mutante. En el caso de la muestra
nativa, se observd que a medida que se aumentaba la concentracion de agente blogueante, la
intensidad de punto de la sonda nativa disminuia, cumpliendo con las expectativas y confirmando el
éxito de la amplificacion blogueada. No obstante, la muestra nativa también hibrid6 con la sonda
mutante, incluso siguiendo practicamente la misma tendencia que la observada para la muestra
mutante, sugiriendo la falta de selectividad del ensayo de hibridacion.
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Seleccionando una concentracion de bloqueante de 150 nM, el perfil de hibridacion seria el
correcto. Para la muestra nativa, no se observa producto coloreado en ninguna de las sondas y para la
muestra mutante, se observa Unicamente producto en la sonda asociada a la mutacion ¢.7199 T>A.

Los resultados se compararon con los obtenidos por el grupo de investigacion del Hospital
Universitario Politécnico de La Fe, para las mismas muestras de tejido biopsiado aplicando la
metodologia basada en una técnica NGS. Existié una coincidencia en la deteccién e identificacion de
la mutacion ¢.7199 T>A. Obviamente, la baja escala del estudio de la metodologia desarrollada y la
tecnologia de referencia hacen que la significacion estadistica de la intercomparacién sea limitada.
No obstante, pone de manifiesto que el método de enriquecimiento y ensayo de hibridacion
propuestos son aproximaciones capaces de proporcionar soluciones aplicables a muestras reales,
representativas de la problemética de baja concentracion de la variante mutante y complejidad de la
matriz de un tejido biopsiado.

4.6.ACCIONES FUTURAS

En este punto de la investigacion se ha demostrado que la amplificacion bloqueada funciona, ya
que, tras la hibridacion, se observa una reduccion de la sefial del alelo nativo y un mantenimiento de
la sefial del alelo mutante. Ademas, el ensayo propuesto es reproducible, por lo que, con el estado
pre-evaluado, éste presenta indicios de su claro potencial como futura plataforma modelo. Es por ello
gue es necesario seguir en la mejora del mismo, concretamente, continuando en el estudio de las
condiciones de hibridacion, para favorecer la hibridacion entre sondas totalmente complementarias.
Con el objetivo de mejorar y avanzar en el desarrollo del ensayo descrito en el presente TFG, se
proponen una serie de experimentos:

- Evaluar en profundidad las condiciones de la amplificacion bloqueada (tanto en la variante
simétrica como en la asimétrica): numero de ciclos, rango de temperaturas Optimo,
concentracion de cebadores y agente bloqueante (tanto el 1 como el 2) minima y maxima para
observar diferencias claras y estadisticamente significativas entre el aleo nativo y el mutante.

- Estudiar diferentes disefios de agentes bloqueantes para la amplificacion bloqueada y sondas.
Incluiria diferentes secuencias y modificaciones como PNAs o LNAs de distintas propiedades
y caracteristicas, con el objetivo de mejorar la selectividad en la hibridacién y la
discriminacion perfecta entre alelo mutante y alelo nativo.

- Ensayar diferentes composiciones del tampon de hibridacion para favorecer y mejorar la
selectividad del ensayo propuesto: diferente porcentaje de formamida y SSC, asi como de
otros reactivos empleados en la impresién o deteccién/revelado.

- Realizar dichos experimentos propuestos con muestras embebidas en parafina y fijadas en
formalina tanto de pacientes con cancer colorrectal no mutantes como mutantes en BRAF,
confirmando la capacidad selectiva del ensayo propuesto.

- Emplear la plataforma modelo establecida con otros genes diana de gran importancia e interés
en cancer colorrectal, para permitir el multiplexado en un Unico ensayo y, finalmente, el
asesoramiento médico adecuado al perfil de cada paciente.

Se evaluo el tiempo requerido para realizar el procedimiento del ensayo presentado, resultando en
menos de 5 h de duracion, aportando flexibilidad en el disefio, y siendo, por tanto, una propuesta
interesante con potencial aplicabilidad en la rutina clinica, sustituyendo a otras técnicas que
requieren mas tiempo (Tabla 12). El tiempo para la realizacion del ensayo propuesto entra dentro del
tiempo requerido para el analisis rutinario en clinica, superando incluso a técnicas implementadas
como SCORPION-ARMS (8 h) o el método Sanger (1 dia). La técnica PCR-ASA, también muy
empleada, tarda mucho menos (< 3 h), pero tiene el riesgo de los falsos positivos y los Kits
comerciales resultan especialmente caros ya que analizan un nimero limitado de oncogenes y/o
mutaciones. Por tanto, teniendo en cuenta que el tiempo es un factor crucial en el andlisis, y que el
ensayo propuesto se adapta a este requerimiento, otro reto interesante y no menos importante que
entra dentro de las acciones futuras, consistiria en optimizar el tiempo de realizacion del ensayo,
convirtiéndole asi en una clara propuesta diana para su implementacion en clinica.
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Tabla 12. Estimacion del tiempo de anélisis de la metodologia propuesta.

Procedimiento Tiempo
Extraccion de ADN 40 min
Amplificacion bloqueada 90 min
Tratamiento e inmovilizacion de las .
. 30 min
sondas en el chip
Hibridacion 80 min
Revelado 30 min
Lectura y procesamiento de 20 min
datos
TOTAL 290 min (<5 h)
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5. CONCLUSIONES

Este trabajo de fin de grado ha permitido establecer las bases experimentales para apoyar el
desarrollo de un ensayo que permita el anlisis del estado mutacional del gen BRAF, concretamente,
de la mutacién V600E. Los resultados mas destacables obtenidos en el presente trabajo son:

La adicion en la mezcla de PCR de los agentes bloqueantes disefiados, que a una
concentracion de 50 nM, minimizan la amplificacion de los alelos nativos y enriquecen el
producto en el alelo mutante.

La amplificacién bloqueada asimétrica favorece la deteccion mediante el ensayo de
hibridacion en chip de policarbonato.

El ensayo propuesto (amplificacion blogueada combinada con hibridacidn) permite el analisis
de muestras de ADN procedentes de tejidos embebidos en parafina y fijados en formalina, a
pesar de que éstos implican la degradacion de los acidos nucleicos, en condiciones de alta
reproducibilidad.

El ensayo propuesto muestra su potencial como plataforma modelo para el desarrollo de un
sistema rapido, sencillo y aplicable en la rutina clinica en el anélisis mutacional de los genes
diana en céncer.

Aunque es necesario continuar en su desarrollo, frente a las técnicas actualmente comercializadas
e implementadas en los laboratorios clinicos, el ensayo propuesto es una clara alternativa mas barata,
sencilla y flexible. La investigacion llevada a cabo en el presente TFG pretende contribuir en el
desarrollo de una plataforma modelo que permita la futura generacién de sistemas de deteccion de
mutaciones. La aproximacion propuesta puede ser potencialmente extrapolada a genes diana como
KRAS, NRAS y PIK3CA, permitiendo el diagnostico, prondstico y asignacion del tratamiento mas
adecuado para los pacientes, y cuya implementacién no se dé Unicamente en los laboratorios
centralizados.
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ANEXO

Parte de los resultados del presente TFG se incluyeron en la comunicacién tipo péster adjuntada.
Se presentd en el XI INTERNATIONAL WORKSHOP ON SENSORS AND MOLECULAR
RECOGNITION (Instituto Interuniversitario de Investigacion de Reconocimiento Molecular y
Desarrollo Tecnoldgico, IDM) con titulo: ‘Analisis mutacional del oncogén BRAF en pacientes con
cancer colorrectal’, recibiendo el premio a mejor comunicacion tipo poéster, que tuvo lugar en
Valencia, dias 6 y 7 de Julio de 2017.




