La deteccion selectiva y sensible de variaciones de nucledtido Unico es
fundamental para el diagndstico precoz, la terapia individualizada y el prondstico de
enfermedades. Algunas de estas mutaciones puntuales estan implicadas en el sindrome
respiratorio agudo severo (SARS) y en el desarrollo de diversos tipos de cancer. La
pandemia SARS-CoV-2 ha puesto de manifiesto la necesidad acuciante de desarrollar
métodos de deteccion fiables, rapidos y sencillos para el diagndstico masivo. Asimismo,
existe unademanda creciente de biosensores gendmicos que sean selectivos,
multianalito y de bajo coste y permitan detectar e identificar ciertos biomarcadores

oncologicos.

La presente tesis doctoral se ha centrado en el desarrollo de sistemas integrados
de amplificacion isoterma, hibridacion selectiva y biosensado éptico para la deteccién
de mutaciones puntuales en los genes PIK3CA, KRAS y BRAF asociadas al cancer
colorectal. Estos biomarcadores predictivos se relacionan con un incremento de la
proliferaciéon celular, apoptosis yresistencia a tratamientos con anticuerpos
monoclonales (Cetuximab y Panitumumab). En concreto, las mutaciones del
gen KRAS tienen una prevalencia del 40-50%, mientras que las mutaciones en los

genes PIK3CA y BRAF presentan una prevalencia del 18 y del 5%, respectivamente.

Desde el punto de vista analitico, se ha abordado la correcta discriminacion de
estas mutaciones puntuales, lo cual supone un gran reto debido a la heterogeneidad de
la muestra y a la reducida proporcion de ADN mutante con respecto al ADN nativo. De
hecho, existen pocas técnicas capaces de lograr la deteccion de mutaciones puntuales,
destacando la secuenciacion y la PCR a tiempo real. Sin embargo, nos encontramos ante
el desafio cientifico-técnico de desarrollar nuevos métodos que presenten mejores
prestaciones como una elevada selectividad, sensibilidad, respuesta rapida v,

especialmente, que no requieran infraestructuras complejas.

En este contexto, se han explorado los métodos isotermos de amplificacién de
ADN, dado que son particularmente adecuados para el desarrollo de una nueva
generacion de dispositivos de diagndstico dirigidos a apoyar la medicina de precision. En

concreto, se ha seleccionado la amplificacién isoterma por recombinasa-polimerasa



(RPA) como una alternativa a los métodos de deteccion que requieren de
infraestructuras singulares, asi como de personal cualificado. Ademas, se ha investigado
su integracion con plataformas bioanaliticas, lo que supone un gran avance para la
simplificacion de los procesos de biorreconocimiento y su deteccidon éptica. Esta
metodologia ha presentado ventajas frente a otros sistemas de deteccién de ADN, en
términos de portabilidad y equipos, asi como reduccion de tiempos de ensayo y la

posibilidad de realizar las pruebas de diagndstico fuera del laboratorio.

La presente tesis doctoral, enmarcada en este contexto, se estructura en los siguientes

capitulos.

En el capitulo 1 se presenta una nueva variante de la amplificacion por recombinasa-
polimerasa, denominada RPA-bloqueada. Su mecanismo se basa en el enriquecimiento
de alelos minoritarios mediante de la introduccién de un agente bloqueante en la
amplificacién isoterma de la RPA. La adicidn de este oligonucledtido, complementario a
la secuencia nativa, hace que se forme un complejo mas estable con la variante nativa
gue con la variante mutante, controlando el proceso de elongacion de modo mas
selectivo. Con este método, se ha conseguido superar el reto de amplificar
selectivamente los alelos minoritarios en muestras reales donde existe una baja
concentracion de ADN tumoral, a temperatura constante (37 °C) y sin la necesidad de

emplear equipos sofisticados.

Ademas, en esta investigacidn se ha desarrollado un soporte analitico formado por
un chip de policarbonato con sondas alelo-especificas ancladas covalentemente, con el
objetivo de detectar selectivamente el producto post-amplificado, procedente de RPA-
blogueada, mediante un ensayo de hibridacién. En concreto, este tipo de plataformas
bioanaliticas resultan altamente interesantes, puesto que poseen propiedades
superficiales y dpticas dptimas para la fabricacion de biosensores y para aplicaciones
microfluidicas. La integracion del método ha permitido desarrollar un sistema portatil
para el genotipado simultdaneo de mutaciones en los exones 9 y 20 del gen PIK3CA en

lineas celulares y en tejidos tumorales de pacientes oncoldgicos.



En el capitulo 2, se describe el desarrollo de un genosensor que incorpora
particulas magnéticas conjugadas a sondas alelo-especificas para la concentracién y
deteccion del producto de amplificacion selectivo derivado de la RPA-bloqueada. Con
este genosensor, de formato homogéneo, se han reducido los tiempos de hibridacién y
los volumenes de reaccién, asi como interacciones inespecificas, sin disminuir la
sensibilidad alcanzada en el formato heterogéneo. Para mejorar la automatizacion, el
ensayo se ha integrado en chips termoplasticos transparentes de cicloolefina con
canales microfluidicos, mientras que las particulas magnéticas se han controlado con
una plataforma de imanes permanentes construida mediante impresion 3D. Esta
aproximacion se ha concretado en un sistema portatil y de bajo coste para el genotipado
del gen KRAS (coddén 12), aplicable a muestras de tumores procedentes de tejido

parafinado.

Los capitulos 3 y 4 se centran en el desarrollo de superficies termoplasticas para
el anclaje covalente de sondas alelo-especificas mediado por nanomateriales, con el
objetivo de incrementar la densidad de inmovilizacién y por ende la sensibilidad del
sistema. Asi, se ha estudiado el anclaje covalente a superficies termoplasticas de
policarbonato y cicloolefina activadas a sondas alelo-especificas mediado por
dendrimeros carboxilicos mediante la quimica de la carbodiimida y por dendrones

mediante la reaccion quimioselectiva del grupo tiol-ino.

En estos capitulos, se ha demostrado que las plataformas termoplasticas 3D con
hibridos ADN/dendrimero y ADN/dendrdn presentan mejores prestaciones analiticas
gue los sistemas lineales, debido al gran nimero de sitios de unidn por unidad de
superficie, la gran flexibilidad de las ramas que conforman su estructura, la reduccion
de impedimentos estéricos y la distancia superficie-sonda. La combinacion del método
de amplificacion isotermo de la RPA-bloqueada con la hibridacion llevada a cabo en las
plataformas bioanaliticas desarrolladas ha permitido crear un genosenor efectivo y
multiplexado para el genotipado del codén V600 del gen BRAFy el codén H1047 del gen
PIK3CA, en muestras de tejido biopsiado. Trabajando en condiciones restrictivas, se ha
logrado una hibridacién alelo selectiva puesta de manifiesto mediante deteccién

colorimétrica, obteniendo un perfil molecular caracteristico que permite su clasificacion



en el correspondiente grupo poblacional. Los resultados obtenidos concuerdan con los

del método de secuenciacion masiva que es el de referencia.

Las investigaciones desarrolladas en la presente tesis han dado lugar a nuevas
aportaciones metodoldgicas de interés basadas en la obtencion de sistemas biosensores
integrados. Estas plataformas, junto con los rapidos avances en el campo de la
tecnologia digital y la “salud movil”, contribuiran al desarrollo de herramientas de
diagndstico masivo, cumpliendo con las caracteristicas establecidas por la OMS para
sistemas ASSURED (sensibles, especificos, faciles de usar, rapidos y robustos, sin
equipos, con conectividad a tiempo real, de facil muestreo y disponibles para los
usuarios finales). Estos sistemas permiten abordar prioridades como el control de
enfermedades, fortalecer la eficiencia de los sistemas de atencidon médica y pueden dar

respuesta a la demanda de genosensores de diagndstico masivo.



