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Titulo:
Utilidad clinica de la biopsia liquida en el diagnéstico y seguimiento de pacientes afectados de
sindromes de PROS

Resumen:

El espectro de sindromes de sobrecrecimiento relacionado con PIK3CA (PROS, por sus siglas en
inglés) constituye un grupo de enfermedades poco comunes que provocan el sobrecrecimiento
de varias partes del cuerpo debido a mutaciones en mosaico en el gen PIK3CA. Diferentes areas
del cuerpo (tronco, extremidades, cerebro) y tejidos (grasa, huesos, vasos sanguineos) pueden
verse afectados individualmente o en combinacion. Actualmente, los enfoques tecnoldgicos de
diagnodstico basados en la deteccion de la mutacidn en biopsias de tejido afecto y su ausencia en
el tejido sano, pueden caracterizar genéticamente solo una proporcién limitada de pacientes, ya
gue sigue siendo un procedimiento de diagndstico invasivo y de alto riesgo.

La biopsia liquida hace referencia a cualquier fluido bioldgico en el cual puede determinarse un
biomarcador y que es representativo del tejido en el que se ha producido, y ya ha demostrado
ser de gran utilidad en otras areas como es la oncologia. Por ello, se propone como una alternativa
minimamente invasiva para mejorar y agilizar el diagndstico de los pacientes afectados por el
sindrome de PROS.

El objetivo del presente trabajo es detectar mutaciones en el gen PIK3CA mediante Next
Generation Sequencing (NGS) a partir de DNA circulante libre en el plasma de pacientes con clinica
de PROS, validando asi la biopsia liquida como herramienta util para el diagndstico vy
monitorizacion en este tipo de enfermedades.

En colaboracion con el Servicio de Dermatologia del Hospital General Universitario de Valencia,
se han incluido en el presente estudio 11 pacientes con una clinica vinculada al espectro PROS.
Se obtuvieron muestras de sangre en tubos EDTA de todos los pacientes y se procesaron para la
obtencion de plasma. A partir del plasma se extrajeron los acidos nucleicos libres en circulacién y
finalmente fueron secuenciados usando el panel Oncomine™ Pan-Cancer Cell-Free Assay.

De los 11 pacientes analizados, se logré determinar mutaciones de PIK3CA en 3 de ellos con una
MAF de 1,70, 0,62 y 0,35 %. Sin embargo, mas del 50 % de los pacientes analizados presentaron
diversas limitaciones: (i) cantidad insuficiente de cfDNA, (ii) mutaciones no contempladas en el
panel de secuenciacién. Por ello, como objetivo secundario de este trabajo, se ha disefiado un
panel especifico para la secuenciacién completa del gen PIK3CA, el cual abarca la deteccion de un
rango mayor de mutaciones asociadas al sindrome de PROS. Se espera que la implementacion de
este panel pueda validar la secuenciacién de préxima generacion de cfDNA en biopsia liquida
como una herramienta prometedora para el diagndstico de mutaciones en el sindrome de PROS.

Por consiguiente, este trabajo se relaciona intimamente con el Objetivo de Desarrollo Sostenible
(ODS) numero 3, salud y bienestar.
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Title:
Clinical utility of liquid biopsy in the diagnosis and monitoring of patients affected by PROS
syndromes.

Summary:
PIK3CA-related overgrowth spectrum (PROS) is a group of rare diseases that cause overgrowth in

various parts of the body due to mosaic mutations in the PIK3CA gene. Different areas of the body
(trunk, limbs, brain) and tissues (fat, bones, blood vessels) can be individually or collectively
affected. Currently, diagnostic technological approaches are based on the detection of the
mutation in affected tissue biopsies and its absence in healthy tissue and they can genetically
characterize only a limited proportion of patients, as it remains an invasive and high-risk
diagnostic procedure.

Liquid biopsy refers to any biological fluid in which a biomarker can be determined and is
representative of the tissue where it was originated, and it has already proven to be very useful
in other areas such as oncology. Therefore, it is proposed as a minimally invasive alternative to
improve and accelerate the diagnosis of patients affected by PROS.

The objective of this study is to detect mutations in the PIK3CA gene using Next Generation
Sequencing (NGS) from cell-free DNA (cfDNA) in the plasma of patients with PROS clinical
features, thus validating liquid biopsy as a useful tool for the diagnosis and monitoring of this type
of disease.

In collaboration with the Dermatology Department of the Hospital General Universitario de
Valencia, in this study 11 patients with clinical features associated with the PROS spectrum were
included. Blood samples were collected in EDTA tubes from all patients and processed to obtain
plasma. Circulating free nucleic acids were extracted from the plasma and finally sequenced using
the Oncomine™ Pan-Cancer Cell Free Assay panel.

Out of the 11 analysed patients, PIK3CA mutations were detected in 3 of them with a minor allele
frequency (MAF) of 1.70, 0.62, and 0.35 %. However, over 50 % of the analysed patients
presented various limitations: (i) insufficient amount of cfDNA, (ii) mutations not covered by the
sequencing panel. Therefore, as a secondary objective of this study, a specific panel has been
designed for the comprehensive sequencing of the PIK3CA gene, which encompasses the
detection of a wider range of mutations associated with PROS. It is expected that the
implementation of this panel can validate next-generation sequencing of cfDNA in liquid biopsy

as a promising tool for diagnosing mutations in PROS syndrome.

Therefore, this study is intimately related to the Sustainable Development Goals (SDG) number
3, good health and well-being.
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1. Introduccion

1.1. Espectro de sindrome de PROS

1.1.1. Descripcién pato-fisioldgica

El espectro del sindrome de PROS (PIK3CA-related overgrowth spectrum) constituye un
grupo de enfermedades poco comunes heterogéneas, causadas durante el desarrollo
embrionario por mutaciones en el gen PIK3CA. Antes de la identificacion de PIK3CA como gen
causante, PROS se dividia en diversos sindromes clinicos dependiendo del lugar de afectacién y
el fenotipo del paciente (Keppler-Noreuil et al., 2014). Por ello, este sindrome recoge diversas
enfermedades con una clinica y fenotipo semejante como son el sobrecrecimiento fibroadiposo
(FAQ), lipomatosis multiple hemihiperplasica (HHML), sindrome de Klippel-Trenaunay (KTS),
crecimiento lipomatoso congénito, macrodactilia, malformaciones vasculares, nevos
epidérmicos, sindrome de sobrecrecimiento lipomatoso congénito, malformaciones vasculares,
nevos epidérmicos, escoliosis/esquelético y espinal (CLOVES), macrodactilia, lipomatosis con
infiltracién fibroadiposa, sindromes de megalencefalia, malformacién megalencefélica-capilar

(MCAP) y megalencefalia displasica (DMEG) entre otras (Keppler-Noreuil et al., 2015).

La presentacion clinica del sindrome de PROS es muy variada ya que los pacientes pueden
presentar afectaciones a nivel endocrino, nervioso, renal, polidactilia, macrodactilia y
malformaciones vasculares (Jansen et al., 2015) (Figura 1). Ademas, se encuentran en mayor
riesgo de complicaciones tromboembdlicas asociadas a las malformaciones vasculares (Zenner et
al., 2021). Sin embargo, la afectacion mas caracteristica de este sindrome es el sobrecrecimiento
celular en forma de mosaico. El mosaicismo se define como la presencia en un individuo de dos
0 mas poblaciones celulares con diferente genotipo (Mirzaa et al., 2016). En el caso de PROS, este
mosaicismo ocurre a nivel somatico y su extension y lugar de afectacién dependerd del momento

del desarrollo embrionario en el que ocurrié la mutacion (Figura 2).

Figura 1. A: Sobrecrecimiento y nevo epidérmico con malformaciones capilares. B: Sobrecrecimiento con
deformacion de pie en sandalia. C: Macrodactilia en pie izquierdo en un infante. Extraido de Kalo et al.,
2023, Mirzaa et al., 2012.



Timing and location of PIK3CA mutations determine phenotype
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Figura 2. Esquema grdfico del fenotipo de mosaicismo a causa del tiempo y el lugar de la aparicion de la
mutacion de PIK3CA. Extraido de Madsen et al, 2018.

Las condiciones sintomaticas de PROS pueden afectar la calidad de vida de los pacientes
y su entorno, generando diversos desafios a nivel fisico, emocional y social que van desde
impactos funcionales y retrasos en el desarrollo hasta dolor crénico, problemas de movilidad y
sentimientos de aislamiento. Asimismo, la baja prevalencia y gran variabilidad clinica deriva un
diagnéstico largo y complejo (Iriarte Fuster et al., 2021), por ello, confirmar una mutacion en

PIK3CA puede contribuir a mejorar la calidad de vida de los pacientes.

1.1.2. Alteraciones genéticas: mutaciones en el gen PIK3CA

El gen PIK3CA codifica la subunidad catalitica alfa (p110a) de la proteina fosfatidilinositol
3 quinasa (PI3K), la cual pertenece a la ruta sefializacion intracelular de PI3K-AKT-mTOR (Lee et
al., 2012). PI3K cataliza la produccién de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) que actla como
mensajero secundario activando AKT. Una vez activa, la proteina AKT puede controlar procesos
celulares relacionados, principalmente, con el ciclo celular. Asi pues, mutaciones en el gen PIK3CA
activan permanentemente esta ruta sefializando para un aumento en el metabolismo,
angiogénesis y proliferacion celular, junto a una reduccion del proceso de apoptosis (Riquelme et

al., 2016). De hecho, la mayor parte de desérdenes vasculares son causados por mutaciones post



cigdticas, activando variantes patogénicas en las rutas de PI3K-mTOR o RAS-MAPK (Zenner et al,,

2021).

A pesar de que las mutaciones pueden aparecer a lo largo de todo el gen, se ha
comprobado que los dominios helicasa y quinasa son los mas afectados en el sindrome de PROS
(Chang et al., 2017). En la Figura 3 quedan reflejadas las mutaciones mas comunes, no obstante,
hoy en dia se siguen encontrando mds mutaciones relacionadas con el sindrome de PROS.
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Figura 3. Mutaciones mds comunes en PIK3CA analizadas en las enfermedades recogidas en el sindrome de
PROS. Extraido de Keppler-Noreuil et al., 2015.

1.1.3. Diagnostico

A la hora de entender desérdenes de crecimiento en mosaico, hay numerosas
limitaciones en el conocimiento, especialmente, en que metodologia utilizar para analizarlos, que
tejidos se deberian estudiar o incluso, que relacidon hay entre el fenotipo del paciente y su
genotipo (Mirzaa et al., 2016). Actualmente, el gold standard para el diagndstico del sindrome de
PROS se basa en la determinacién de las alteraciones moleculares en el gen PIK3CA en el tejido
afectado y la ausencia de estas en tejido sano, lo que supone realizar una técnica invasiva e
incomoda para el paciente. Debido al mosaicismo que presenta el espectro de PROS, el proceso
de diagndstico puede mostrar una baja correlacién entre el nivel mutacional encontrado en el
tejido analizado vy la distribucion de dicha mutacion y, por tanto, deriva una elevada tasa de falsos
negativos. Es decir, un resultado negativo no necesariamente excluye un diagndstico clinico de
PROS, ya que dicho resultado se puede deber a limitaciones, tanto en la obtencion de la muestra,

como en la propia secuenciacién (Keppler-Noreuil et al., 2015).



Por otro lado, las muestras deben ser remitidas a centros externos para realizar el
estudio, suponiendo esto una media de demora de dos afios para el resultado final. Esta técnica
tampoco permite una fdacil monitorizacién del tratamiento, en la actualidad, la Unica
monitorizacion validada de respuesta al tratamiento es la realizacion de resonancias magnéticas
nucleares (RMN) seriadas con el sobrecoste que esto supone para el sistema de salud publica y

las dificultades que pueden causarle a ciertos pacientes.

Debido a la clinica solapante de las enfermedades de sobrecrecimiento, la elevada tasa
de falsos negativos y la escasez de técnicas para un correcto diagndstico y seguimiento de la
enfermedad, gran parte de los pacientes son comuUnmente maldiagnosticados. Por ello, la
confirmaciéon de una mutacién en el gen PIK3CA mediante diagndstico genético puede
proporcionar alivio a algunos pacientes con problemas en su valoracion clinica. Ademas, el
diagnodstico genético empieza a tomar una gran relevancia y ser clave para dirigir el manejo de
los pacientes, ya que ofrece la oportunidad de darles acceso a terapias dirigidas (Rodriguez-

Laguna et al., 2022).

1.1.4. Tratamiento

La principal opcion de tratamiento para los pacientes de PROS, actualmente, consiste en
la eliminacion de la zona afectada mediante cirugia, la cual puede volver a aparecer pasado un
tiempo (Pagliazzi et al., 2021). El otro enfoque terapéutico se centra en controlar la
sintomatologia clinica mediante terapia farmacoldgica para poder mejorar la calidad de vida de

los pacientes.

En los ultimos afios han surgido terapias dirigidas para mutaciones en PIK3CA.
Concretamente, aquellos pacientes con el gen PIK3CA mutado se podrian beneficiar del farmaco
alpelisib, un inhibidor especifico de la subunidad alfa de PI3K (André et al., 2019), que ya ha
demostrado su eficacia en oncologia. Fue aprobado para pacientes con cancer de mama, ER
positivas y HER2 negativas, y por la Agencia Europea del Medicamento (EMA) desde el 2021 como
farmaco huérfano para enfermedades raras, como el sindrome de PROS. Se estd, ademas,
analizando la eficacia de este fdrmaco en varios ensayos clinicos en fase Il (clinicaltrials.gov:

NCT04589650, NCT04980833) para esta enfermedad.



1.2. Biopsia liquida
La biopsia liquida (BL) hace referencia a cualquier fluido bioldgico en el cual pueda
determinarse un biomarcador y que este sea representativo del tejido en el que se ha producido.
Estd aportando una nueva dimensién y parece ser una alternativa fiable a las biopsias
convencionales (Calabuig-Farifias et al., 2016), ya que permite detectar y cuantificar diversos

componentes celulares liberados al flujo circulatorio (Figura 4).

LIQUID BIOPSY

Y
rs ‘ N
P ~
’ .
< Proteins
P ~
” ~
” Y
” A
y A S
,’ [ Exosomes \
! m d.) b
' L T Q L
1 . RNA \‘
at‘-
|[ e o )\ 1
e . 1
" Iz cfDNA [
\ . y
\ !"
\ Metabolites /
A % ;
5\ s
~ N ‘I'I'Iﬂl'l'l' i
~ o miRNA |~

- -

- -

Figura 4. Componentes moleculares liberados al flujo circulatorio que estdn presentes en una muestra de
biopsia liquida. Extraido de Moreno-Manuel et al., 2021.

Entre los componentes que se hallan presentes en la muestra de biopsia liquida
encuentra el DNA libre en circulacién (cfDNA). Estos acidos nucleicos pueden ser liberados por
las células sanas del individuo, tras pasar por procesos de apoptosis y necrosis, siendo sus niveles
bajos en pacientes sanos (Crowley et al., 2013). Sin embargo, en algunas condiciones fisiolégicas
o patoldgicas como el embarazo, trasplante de érganos, inflamacion exacerbada, dafio celular o
cancer, el tejido afectado podria secretar DNA adicional a la circulacién periférica (Yan et al.,,

2021).

Al contrario que una biopsia de tejido convencional, la biopsia liquida es minimamente
invasiva, mas facil de obtener y se considera una alternativa mas segura ya que no implica un
procedimiento quirdrgico. También presenta la ventaja de poder obtener la informacidén en
tiempo real, es posible repetirla multiples veces para monitorizar a los pacientes y recapitula

mejor la heterogeneidad que pueden presentar diversas patologias (Bai & Zhao, 2018). Por ello,



la biopsia liquida con el anadlisis de cfDNA, es una potente herramienta tanto para el diagndstico

como el seguimiento de alguna enfermedad con componente genético.

Por otro lado, presenta ciertas limitaciones bioldgicas, técnicas y socioecondmicas. La
biopsia liquida requiere que todos los pasos del analisis estén bien validados y estandarizados, ya
gue pueden influir en la especificidad y sensibilidad de los resultados (Rolfo et al., 2020). Ademas,
al ser plasma el medio principal que se utiliza para la obtencién del cfDNA, escasez o alteraciones
en este pueden alterar los resultados de la secuenciacion. Una buena comprensién de los limites
de las diferentes técnicas de biopsia liquida es esencial para una correcta interpretacion de los

resultados de las pruebas, asi como para la eleccion de la metodologia dptima.

1.2.1. La biopsia liquida como herramienta de diagndstico

La biopsia liquida es actualmente un campo en desarrollo para el estudio y diagndstico
de enfermedades con componente genético. A pesar de que el conocimiento al respecto es
todavia limitado, el analisis mediante biopsia liquida se ha expandido a numerosos campos
médicos como pueden ser el diagndstico prenatal (Gormus et al., 2021), andlisis de fallos
gestacionales (Qiao et al., 2022), diagndstico de enfermedades contagiosas (Caya et al., 2023) e
incluso en el estudio de enfermedades neuroldgicas (Cheng et al., 2023) proporcionando

informacién valiosa sobre los mecanismos moleculares que subyacen en estos casos y patologias.

Uno de los campos en lo que la biopsia liquida ha tenido un importante papel en los
ultimos afios es la oncologia molecular. Actualmente, la biopsia liquida se ha convertido en una
potente herramienta de diagndstico y seguimiento de la enfermedad oncoldgica y ya se
encuentra en la cartera de servicios de varios hospitales, empledndose en la practica clinica para
cancer de pulmén y de mama (Rolfo et al., 2020). Se utiliza para analizar mutaciones oncogénicas
presentes en el DNA circulante tumoral (ctDNA), una fraccién del cfDNA, que puede dar acceso a

los pacientes a terapias dirigidas y facilitar la monitorizacion de la enfermedad.

Adicionalmente, en algunos estudios piloto, ya se ha analizado la utilidad de la biopsia
liquida como herramienta de diagndstico y monitorizacién en enfermedades raras (Nakamura et
al., 2022), como el sindrome de PROS (Palmieri et al., 2021). En dichos estudios consiguieron,
mediante el uso de muestras de biopsia liquida, determinar las mutaciones patogénicas
caracteristicas de las enfermedades estudiadas, en un gran porcentaje de los pacientes que

analizaron.



La determinacién de las mutaciones presentes en el cfDNA de la muestra de biopsia
liquida se realiza mediante Next Generation Sequencing (NGS). La tecnologia de NGS permite la
secuenciacion paralela con alto rendimiento de muchos genes y variantes al mismo tiempo. Hay
diferentes aproximaciones a la hora de realizar NGS, sin embargo, una secuenciacion dirigida
permite una mayor especificidad y sensibilidad a la hora de detectar mosaicismo de bajo grado
(Chang et al., 2017). Por ello, la biopsia liquida se propone como una potente alternativa para el
estudio molecular de enfermedades raras con componente genético, que puede dar acceso a los

pacientes a un diagndstico temprano y mas econémico para el sistema de salud.



2. Hipotesis v objetivos

El objetivo principal del presente trabajo, en base al conocimiento actual, se centra en
analizar el uso de la biopsia liquida como posible alternativa a la biopsia de tejido para el
diagndstico y seguimiento de los pacientes afectados por las enfermedades pertenecientes al

espectro de PROS. Los objetivos especificos de este estudio son:

— Detectar mutaciones en el gen PIK3CA mediante NGS, a partir de cfDNA extraido del
plasma de pacientes con sindrome de PROS.

— Correlacionar las mutaciones detectadas mediante biopsia liquida con los resultados
obtenidos en biopsia de tejido.

— Comparar los tiempos desde la toma de muestra hasta la obtenciéon de resultados
mediante aproximacion en tejido y en biopsia liquida, para el diagndstico de pacientes
con clinica de PROS.

— Disefiar un panel personalizado de NGS especifico para el gen PIK3CA para el sindrome

de PROS.



3. Materiales v métodos

3.1. Muestras
En colaboracion con el servicio de dermatologia del Consorcio Hospital General
Universitario de Valencia (CHGUV), se recolecté 1 tubo EDTA de 10 ml por venopuncién de
aquellos pacientes que presentaban un cuadro clinico del sindrome de PROS. El estudio fue
aprobado por el Comité de Etica de la institucién (Anexo A: Aprobacién Comité Etico) y todos los
pacientes incluidos firmaron previamente el consentimiento informado (Anexo B: Modelo

consentimiento informado de los pacientes del estudio).

3.2. Procesamiento de las muestras de sangre

Las muestras se centrifugaron a 1700 g durante 10 minutos a temperatura ambiente para
luego extraer la fraccion superior, es decir, el plasma. Dicho plasma se vuelve a centrifugar a 6000
g durante 10 minutos, también a temperatura ambiente. Tras el procesamiento, el plasma
obtenido se traslada a su criotubo definitivo de 4,5 mL y se guarda en el congelador de -80 2C

para su uso posterior.

3.3. Extraccion de dcidos nucleicos totales de plasma

La extraccion de los acidos nucleicos totales libres en circulacion (cfNA) se realiza a partir
de 5 ml del plasma obtenido anteriormente, utilizando el kit MagMAX™ Cell-Free Total Nucleic

Acid Isolation Kit (Thermo Fisher), segun las instrucciones del fabricante.

Brevemente, una vez descongeladas las muestras de plasma, estas se digieren con
proteinasa K para eliminar posibles proteinas contaminantes y se afiaden las bolas magnéticas
con su correspondiente solucidn. Los fragmentos generados se unirdn a las bolas magnéticas
debido a interacciones electrostaticas, por lo que es importante que haya una distribucién

homogénea que nos permita capturar el mayor nimero posible de moléculas de la muestra.

Se realizan varios procesos de lavado de las bolas magnéticas, primero con su
correspondiente solucion de lavado y colocando los tubos en el iman durante 2 minutos y, luego,
repitiendo el mismo proceso, pero con etanol al 80 %. Posteriormente, dichas bolas magnéticas
se secan al aire y se afiade la solucidn de elucion, pero esta vez en una cantidad inferior, para asi
concentrar los acidos nucleicos en un volumen menor. Tras la elucién final de estos acidos

nucleicos en un volumen de 15 pL de la solucidén de elucion, se procede a su cuantificacién.



Debido a limitaciones presentadas por los kits usados posteriormente, el volumen final de este

paso no puede incrementarse.

3.4. Cuantificacion y control de calidad de dcidos nucleicos totales libres en circulacion

La cuantificacién de los acidos nucleicos se realiza de acuerdo con las instrucciones del
fabricante del kit Qubit dsDNA HS Assay, empleando 2 uL de la solucidn final de cfNA. Este proceso
se basa en una fluorimetria especifica de DNA de doble cadena, aunque cabe recalcar que
también habra RNA presente en la muestra, sin embargo, para el estudio de mutaciones en
PIK3CA no es relevante la presencia o el analisis del RNA. Por limitaciones establecidas por las

técnicas y materiales utilizados, se necesitan una cantidad minima de 20 ng de cfDNA.

Posteriormente, la calidad de las muestras se analiza mediante Agilent 4200
TapeStation™ system siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema requiere 1-2 L de
las muestras y realiza una electroforesis para cada una de ellas, separadas en canales individuales,

de manera automatica.

3.5. Next Generation Sequencing

La secuenciacion del cfDNA obtenido se realiza mediante la tecnologia de secuenciacion
lon Torrent™, en este estudio se uso especificamente el secuenciador lon Chef™ Instrument y se
siguieron los pasos indicados por el proveedor. El sistema de lon Torrent™ aprovecha que la
adicion de un deoxinucledsido trifosfato (dNTP) al DNA libera un protén, entonces, mediante el
uso de semiconductores, se miden las variaciones en el pH para determinar la secuencia de cada

fragmento. Esta aproximacién permite un flujo de trabajo mas sencillo y rapido.

En este sistema existen 2 situaciones: hay incorporacién de un dNTP o no hay
emparejamiento. El secuenciador va introduciendo en el chip un tipo de dNTP tras otro, siel dNTP
que se introduce se empareja y se incorpora, liberard un protdn que producird un cambio en el
pH y se registra la alteracion en voltaje en relacion con la base incorporada. En el caso de que se
incorporen dos bases iguales seguidas, el voltaje detectado serd doble y el chip reconocerd las
dos bases juntas. Por el contrario, si el dNTP introducido no se empareja con el de la secuenciay,

por ende, no se afiade, no se producirdn cambios en el pH.
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3.5.1. Preparacion de librerias

Para la preparacién de las librerias de NGS se utiliza el panel de secuenciacion
Oncomine™ Pan-Cancer Cell-Free Assay, siguiendo las instrucciones proporcionadas por el
proveedor. El panel utilizado es especifico de oncologia, permitiendo el anélisis de mas de 50
genes (Tabla 1). Sin embargo, para el presente trabajo solo se han considerado como relevantes

las mutaciones en el gen PIK3CA recogidas en este panel, que quedan resumidas en la Tabla 2.

Tabla 1. Alteraciones moleculares génicas estudiados por el panel de secuenciacién Oncomine™ Pan-Cancer
Cell-Free Assay.

SNV/Indels CNVs Fusiones
AKT1 EGFR FLT3 KRAS PDGFRA APC CCND1 ERBB2 ALK FGFR3
ALK ERBB2 GNA1l MAP2K1 PIK3CA FBXW7 CCND2 FGFR1 BRAF MET
AR ERBB3 GNAQ MAP2K2 RAF1 PTEN CCND3 FGFR2 ERG NTRK1

ARAF ESR1 GNAS MET RET TP53 CDK4  FGFR3  ETV1 NTRK3
BRAF FGFR1 ~ HRAS MTOR ROS1 CDK6 MET  FGFR1 RET
CHEK2  FGFR2  IDH1 NRAS SF3B1 EGFR MYC  FGFRZ ROS1

CTNNB1 FGFR3  IDHZ NTRK1 SMAD4
DDR2 FGFR4 KIT NTRK3 SMO

Nota. SNV: Variaciones en un nucledtido; CNV: Variaciones en numero de copias.

Tabla 2. Mutaciones en PIK3CA recogidas por el panel Oncomine™ Pan-Cancer Cell-Free Assay.

Mutaciones en PIK3CA analizadas

e p.R99Q e p.E545Q e p.T1025S

e p.393W e p.E545K e p.M1043V
e p.G106V e p.E545G e p.M1043|

e p.G118D e p.E545A e p.N1044K
e p.N345K e p.E545D e p.H1047Y
e p.C420R e p.Q546E e p.H1047R
e p.E453K e p.Q546K e p.H1047Y
e p.P539R e p.Q546P e p.HI1047L

e p.E542K e p.Q546R e p.H1049R
e p.E542V e p.E726K

Para la amplificacién de las dianas por PCR, se utilizan 13 pL de DNA, 2 ulL del panel y
otros 15 plL de la master mix. Una vez las librerias estan amplificadas, se purificaran utilizando
beads magnéticas. Para ello, se utiliza el AgencourtTM AMPureTM XP Reagent (Beckman Coulter),
y se incuban y limpian utilizando un iman y etanol absoluto. Finalmente, las librerias purificadas
se eluiran utilizando Low TE Buffer y se cuantificaran utilizando el lon Library TagMan™
Quantitation Kit (ThermoFisher Scientific) en el equipo de RTqPCR Lightcycler® 480 Il (Roche). Por
ultimo, se diluyen las librerias a una concentracion de 100 pMy se afiaden a los tubos de muestras

correspondientes.
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3.5.2. Generacion de plantilla y secuenciacién

La generacion de la plantilla se realiza de manera computacional en el servidor en linea
de lon Torrent™ utilizando el esquema que dicha web proporciona. En este esquema, se debe
detallar el nimero de identificacién especifico asociado a cada una de las muestras. Una vez la
platilla estd generada, se procede a colocar los reactivos necesarios en el lon Chef™ Instrument.
Se instalan los chips correspondientes en el secuenciador y se afiaden las librerias diluidas y ya
combinadas en el tubo de muestras de librerias. Finalmente, se comprueba que el instrumento
dispone de los materiales necesarios para la secuenciacion y se siguen los pasos indicados en la

pantalla del instrumento.

3.5.3. Andlisis de resultados

El andlisis de resultados de las muestras procesadas en NGS se ha realizado utilizando
principalmente dos softwares aportados por la plataforma de secuenciacién, cada uno utilizado

en fases diferentes del analisis.

El analisis primario se realiz6 mediante el lon Torrent Suite™ Software (ThermoFisher
Scientific), y se revisé la calidad de la carrera y de las muestras secuenciadas. A continuacion, las
variantes encontradas se analizaron utilizando el lon Reporter™ Software (ThermoFisher
Scientific), donde también se revisan parametros de control de calidad de cada una de las
muestras, asi como la frecuencia de la mutacién que presenta el paciente. Los resultados se
recopilardn y almacenardn en una base de datos para uso interno del laboratorio, con acceso

restringido e informacién andnima del paciente.
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4. Resultados

4.1. Descripcion de los pacientes incluidos en el estudio

Para el desarrollo de este trabajo se empled una cohorte de 11 muestras de sangre
periférica de pacientes remitidos por el servicio de dermatologia del CHGUV y que habian
consentido su participacién en el estudio. Todos los individuos fueros seleccionados por sospecha
de alguna enfermedad catalogada dentro del espectro de PROS debido a su cuadro clinico. Los

datos clinico-patoldgicos de los pacientes se muestran recogidos en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas clinico-patoldgicas de los pacientes incluidos en el estudio.

Idgntlflcamon Sexo Edad MV Sobrecrecimiento Afectacllo_nes . MV
paciente (n=11) neurolégicas visceral
ID-01 M 3 Si Si Si No
ID-02 M 6 No Si No No
ID-03 M 7 Si No No No
ID-04 M 27 No Si No No
ID-05 M 32 Si Si Si No
ID-06 H 2 Si Si No No
ID-07 H 3 Si Si Si No
ID-08 H 9 Si Si No No
ID-09 H 16 Si No No No
ID-10 H 29 Si Si No Si
ID-11 M 22 No Si No No

Nota. MV: malformacion vascular;, H: hombre; M: mujer.

Se observa una distribuciéon equitativa de pacientes de ambos sexos en el estudio (54,56
% mujeres y 45,44 % hombres) mientras que hay una mayor proporciéon de pacientes pediatricos
(63,64 %) que de individuos adultos (36,36 %). Los pacientes incluidos en el estudio muestran
caracteristicas clinicas heterogéneas, desde sobrecrecimiento en diversas zonas del cuerpo hasta
afectaciones neuroldgicas. Ademas, se observaron malformaciones vasculares viscerales en uno

de los pacientes, identificado como ID-10, con afectacidon en la pared anterior de la vejiga.

Estos hallazgos resaltan la complejidad de la enfermedad y la importancia de considerar

la variabilidad individual al desarrollar enfoques de diagndstico y tratamiento.

4.2. Cuantificacion y calidad de las muestras

Los datos obtenidos de la cuantificaciéon del cfNA extraido quedan recogidos en la Tabla
4. Es importante destacar que el método empleado cuantifica el cfDNA presente en la muestra,
pero en la extracciéon también se aisla el RNA en circulacién. Estos acidos nucleicos no son

relevantes para el estudio del sindrome de PROS.
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Tabla 4. Resultados de la cuantificacion del cfDNA extraido.

Identificacidn paciente (n=11) Cantidad cfDNA (ng)
ID-01 62,10
ID-02 30,15
ID-03 33,90
ID-04 17,55*
ID-05 96,15
ID-06 24,15
ID-07 45,00
ID-08 37,20
ID-09 32,85
ID-10 39,90
ID-11 17,55*

Nota. Las muestras marcadas con * indican que la cantidad de cfDNA estudiado era menor a los limites
establecidos. cfDNA: DNA libre en circulacion.

Como se ha comentado anteriormente (apartado 3.4, Materiales y métodos), 20
nanogramos es la cantidad minima de cfDNA requerida por el kit de secuenciaciéon para garantizar
unos resultados dptimos. La mayor parte de las muestras analizadas superaron este umbral, sin
embargo, en los casos de ID-04 e ID-11, que no llegaron a la cantidad minima exigida, se procedio

igualmente con el fin de cumplir los objetivos del estudio.

Posteriormente, se comprobd la calidad del cfDNA mediante electroforesis capilar
automatizada (Figura 5). Todas las muestras analizadas superaron el 80 % en cuanto a la
composicién de cfDNA, es decir, todas las muestras presentaron mas de un 80 % de contenido
en cfDNA, siendo el porcentaje restante contaminacién de DNA gendmico. Ademas, se puede
apreciar que el tamafio medio del cfDNA extraido queda comprendido entre 150 y 200 pares de

bases (bp), aproximadamente.

ADN
bp genémico
1000
700
600
500
400
300

200

-
- o

100

B i Y —

%cADNA  %cfDNA  %cfDNA  %cfDNA
89 94 82 87

Figura 5. Figura representativa del andlisis de calidad de las muestras mediante electroforesis capilar.
cfDNA: DNA libre en circulacion; bp: pares de bases.
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4.3. Control calidad resultados secuenciacion

Un total de 11 muestras de plasma de pacientes con sospecha clinica de PROS fueron
procesadas y analizadas. Se asegurd en todo momento el cumplimiento de las normas de
seguridad y calidad del laboratorio, asi como el uso de los protocolos normalizados de trabajo. En
la Tabla 5 quedan recogidos los parametros del control de calidad obtenidos de la secuenciacién.
Adicionalmente, todas las muestras presentaron una uniformidad superior a 90 % y una cobertura

por fragmento de 20000 X.

Tabla 5. Parémetros recogidos del control de calidad del proceso de secuenciacion.

Identificacidn paciente Tamafio medio lectura

(n=11) Q20 (%) Lecturas mapeadas (bp)
ID-01 90,71 22.476.615 101
ID-02 89,05 15.518.372 96
ID-03 94,78 18.190.919 95
ID-04 90,73 16.544.294 91
ID-05 89,99 19.040.923 99
ID-06 90,92 16.893.594 97
ID-07 89,89 25.775.294 102
ID-08 88,18 19.295.411 97
ID-09 94,70 15.739.411 97
ID-10 90,54 17.319.323 98
ID-11 92,75 15.928.733 92

El primer pardmetro para analizar es el Q20, que forma parte del nivel de calidad de Phred
(Phred quality score). Es una medida de calidad en la identificacion de las bases secuenciadas del
DNA (Ewing et al., 1998) y define la probabilidad de encontrar un error al identificar una base
mediante la Ecuacion 1, siendo Q el indice de calidad de Phred y P la probabilidad de que el
secuenciador cometa un error. Entonces, una puntuacion de calidad de 20, Q20, representa una

tasa de error de 1 en cada 100 bases determinadas, con una precision asignada del 99%.
Q = _10 10g10 P (1)

De los resultados recogidos, se ha observado que en todas las muestras mas del 85 % de
las bases secuenciadas superan el Q20. Aquellas bases, y con ello lecturas, que no pasaron el

limite fueron descartadas por el software del estudio para evitar errores en el andlisis.

Por otro lado, en el momento de cargar el chip de secuenciacién, este ha de presentar
una distribucion uniforme de las particulas lon Sphere Particles (I1SP), de forma que la densidad
minima que puede mostrar es de un 90 %. Todos los chips que se utilizaron en este estudio
exhibieron una densidad de ISP comprendida entre el 90 y el 100 % (Figura 6-A), indicando con

un color rojo intenso las zonas correctamente cargadas. Este parametro, junto a la cantidad de
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cfDNA empleada, es crucial para un buen rendimiento de la secuenciacion. Ademas, se establece
gue 10 millones de lecturas mapeadas es el minimo para considerar que la cobertura y la
informacién obtenida es suficiente para el analisis, caracteristica que cumplieron todas las
muestras del estudio. De estas lecturas, un al menos 60 % han de ser lecturas Utiles (usable reads)
como queda reflejado en la Figura 6-B. El Ultimo pardmetro por analizar es el tamafio medio de
lectura medido en bp y que se establece entre 90 y 110 bp. Todas las muestras analizadas

presentaron un tamafio medio de lectura admitido en los rangos mencionados.

A 859G 102 B 88,714,235
Total Bases Key Signal Total Reads
95% 62%
ISP Loading Usable Reads

ISP Summary

08072022 95%  [REEH:PRRLD) ‘
A, Loading

100% REER{FE]

Enrichment

67% [ELHELRAPI ‘
Clonal

1% Test Fragmenls
88,714,235 0% Adapter Dimer
7% Low Quality

ISP Density

5%

Empty Wells

GSS5PL-00B0-155-Oncomine Pan_Cancer_TagSeq S540_Liguid Bie
Loading Density [Avg ~ 95%)

0%

No Template

10656 wells

33%

Polyclonal

ot 600 > 929,

15456 wells _
Final Library

Figura 6. Figuras esquemdticas obtenidas del software de control de calidad. A: Andlisis de la densidad de
particulas ISP utilizadas para la secuenciacion. B: Computo total de lecturas utiles de la secuenciacion de las
ISPy desglose de las lecturas eliminadas de la libreria final. ISP: lon Spheres Particles.

4.4. Deteccion de PIK3CA en plasma y correlacion con resultados en tejido

Los resultados de las determinaciones moleculares de PIK3CA en las muestras de biopsia
liquida quedan recogidos en la Tabla 6. Se considera una mutacién presente cuando la frecuencia
del alelo minoritario (MAF), que en este caso el alelo minoritario hace referencia a la variante de
PIK3CA, es mayor al limite de deteccion (LOD). Asi pues, mediante biopsia liquida se determind la
mutacién ¢.2176 G>A p.(E726K) para los pacientes ID-01 e ID-08 y ¢.1258 T>C p.(C420R) para ID-
10.
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Tabla 6. Resultados secuenciacion PIK3CA en biopsia liquida, junto al porcentaje en el que se detectan y el
limite de deteccion determinado para cada muestra.

Identificacién
paciente (n=11)

Mutacién de PIK3CA en BL

MAF (%)

ID-01
ID-02
ID-03
ID-04
ID-05
ID-06
ID-07
ID-08
ID-09
ID-10
ID-11

€.2176 G>A p.(E726K)

€.2176 G>A p.(E726K)

¢.1258 T>C p.(C420R)

1,6973

0,6151

0,3486

0,0762

0,1065

Nota. Las muestras marcadas con un — indican que no se consiguio determinar la mutacion en plasma. BL:

biopsia liquida; MAF: frecuencia alelo minoritario; LOD: limite de deteccion.

A continuacion, los resultados obtenidos por biopsia liquida se comparan con la

informacién disponible de la determinacién molecular en tejido (Tabla 7). Cabe destacar que a

algunos pacientes se les realizd la determinacion en biopsia liquida mientras se estaba a la espera

del resultado de su muestra de tejido. Actualmente, cuatro pacientes siguen a la espera de sus

resultados, quedando esto reflejado por el simbolo *.

Tabla 7. Comparativa de los resultados de secuenciacion de las mutaciones en biopsia liquida y tejido, junto
a la carga mutacional que presentaron los pacientes en tejido.

s . Mutacién .
Ide:ntlflcauon Mutacién en PIK3CA en Otras mu’@aones MAF tejido (%)
paciente (n=11) BL .. en tejido
tejido
ID-01 c.2176 G>A *
p.(E726K)
ID-02 - *
ID-03 -
ID-04 - IDH1: c.394 C>T 3
p.(R132C)
ID-05 - c.1133 G>A 4
p.(C378Y)
ID-06 - *
ID-07 -
ID-08 €.2176 G>A *
p.(E726K)
ID-09 -
ID-10 c.1258 T>C c.1258 T>C 4
p.(C420R) p.(C420R)
ID-11 - €.1633 G>A 15
p.(E545K)

Nota. Las muestras marcadas con un — indican que no se consiguié determinar la mutacion en plasma y
aquellas marcadas con * significa que estd pendiente el resultado de la determinacion en tejido. BL: biopsia

liquida; MAF: frecuencia alelo minoritario.
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El paciente ID-05 no mostréd mutacion en biopsia liquida, sin embargo, presentd la
mutacién de PIK3CA c.1133 G>A p.(C378Y) cuando la determinacion en tejido. Esta mutacién no
esta incluida en el panel de secuenciacién utilizado (Tabla 2), demostrando esto la necesidad de
un panel especifico que abarque mas regiones de este gen. En cuanto al paciente ID-04, exhibio
en tejido una mutacion en otro gen, IDH1. Esta mutacion si que queda recogida en el panel, no
obstante, no se pudo determinar mediante biopsia liquida, se desconoce si es debido a la baja
cantidad de cfDNA que presentd la muestra. El Unico paciente para el cual se obtuvieron
resultados de la secuenciacidn, tanto en biopsia liquida como en tejido, fue el ID-10, presentando
la misma mutacion en ambos casos. Por Ultimo, el paciente ID-11 no mostré presencia de ninguna
mutacion mediante biopsia liquida a pesar de haber presentado la mutacidon ¢.1633 G>A
p.(E545K) en PIK3CA en el analisis tisular. Es preciso sefialar que este paciente lleva un afio de
tratamiento con alpelisib, inhibidor especifico de PIK3CA mencionado previamente, lo cual podria

conllevar la no determinacion de dicha mutacidon en la muestra de biopsia liquida.

4.5. Disefio panel personalizado para secuenciacion

Debido a la ausencia de paneles especificos de NGS para mutaciones en dermatologia en
el CHGUYV, se ha procedido al disefio de un panel propio utilizando la herramienta lon AmpliSeq
Designer (ThermoFisher Scientific). Se ha disefiado un panel Ampliseq HD con una elevada
sensibilidad alélica, por lo que permite detectar mutaciones somaticas en muestras de biopsia
liquida. El panel disefiado va dirigido a las regiones codificantes (CDS) del gen PIK3CA, y tiene un
tamafio de 3,15 kb. Se ha logrado una cobertura de 87,33 %, por lo que quedan 459 pares de
bases sin cubrir. No obstante, se revisaron las regiones no cubiertas utilizando el navegador
gendmico UCSC y ninguna de las variantes de interés plasmadas en la bibliografia se encuentra
en esas regiones. Cabe mencionar que este panel personalizado cubre mas de 150 hotspot y todas

las variantes descritas previamente en la Figura 3.

4.6. Comparacion del tiempo de emision de resultados

Como se ha mencionado anteriormente (apartado 1.1.3), el diagndstico molecular del sindrome
de PROS mediante biopsia de tejido supone una larga demora para los resultados, una media de
dos afios tras la extraccién y envio de la muestra. No obstante, en este estudio, mediante biopsia
liquida se consiguid reducir el tiempo de diagndstico molecular de los pacientes con cuadro
clinico de PROS a una sola semana, considerando el tiempo desde la toma de la muestra hasta la

notificacion del resultado a los pacientes.
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5. Discusion

Las enfermedades raras, como el sindrome de PROS, se caracterizan por una baja
prevalencia en la poblacion. Por ello, los estudios que se centran en este tipo de enfermedades
presentan dificultades a la hora de analizar los datos recogidos (Zenner et al., 2021). Entre estos
problemas se destaca la heterogeneidad entre los pacientes (Tabla 3), la dificultad de incluir mas
muestras en el estudio y el escaso conocimiento de la enfermedad (Day et al.,, 2018).
Adicionalmente, la recogida de las muestras en pacientes pediatricos supone otra limitacion ya
que la cantidad que se puede obtener es reducida, existen multiples restricciones éticas (Corno,
2013) y el propio comportamiento de los pacientes puede alterar el proceso e incluso los

resultados.

En cuanto a los resultados de este trabajo, se ha logrado determinar una mutacion en
PIK3CA en 3 pacientes, ID-01, ID-08 e ID-10, con un cuadro clinico con caracteristicas del espectro
del sindrome de PROS. A pesar de que los dos primeros pacientes mencionados siguen a la espera
de los resultados de la biopsia tisular, en ID-10 se corroboraron los resultados obtenidos
mediante biopsia liquida con una determinacién molecular que se le realizé al paciente en tejido,
el gold standard de diagndstico de esta enfermedad. La biopsia liquida se muestra, entonces,
como una alternativa prometedora a las biopsias convencionales, beneficiando a los pacientes de
una reduccion en los tiempos de diagndéstico. Al ser una técnica minimamente invasiva,
disminuiria el malestar de los pacientes y se podria aumentar la frecuencia de estudio para
realizar seguimientos sobre el efecto del tratamiento (Ren et al, 2023). Asimismo, la
determinacién de biomarcadores mediante biopsia liquida se esta convirtiendo en una de las
pruebas estandar para el estudio diversas enfermedades de componente genético, habiendo
demostrado ya su utilidad y eficacia en el campo de la oncologia (Rolfo et al., 2020)(Kopystecka
et al., 2023). No obstante, al solo haber podido confirmar resultados en un caso, mas estudios al
respecto son necesarios para poder afirmar los beneficios de la biopsia liquida sobre la técnica de

diagndstico tradicional del sindrome de PROS.

El paciente ID-04 mostrd en tejido una mutacion en IDH1 que no se pudo encontrar por
biopsia liquida, aunque queda recogida en el panel utilizado. Esta muestra presentaba una
concentracion de cfDNA inferior a los 20 nanogramos requeridos por la metodologia empleada,
lo cual puede implicar una reduccién en la sensibilidad y la incapacidad de detectar dicha
mutacién en biopsia liquida. El Ultimo paciente incluido en el estudio, ID-11, no presenté en el
analisis mediante biopsia liquida la mutacion que si presentaba en tejido, si bien, dicho paciente

llevaba, en el momento de extraccion de la muestra, un afio de tratamiento con un inhibidor
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especifico de PIK3CA (alpelisib). En otros inhibidores de quinasa, se ha visto una relacion entre la
efectividad del tratamiento y una bajada de los niveles de cfDNA (Barthelemy et al., 2023). Por
ello, la efectividad del farmaco administrado podria incentivar una bajada de la concentracion de
cfDNA a niveles no patoldgicos y, con ello, la imposibilidad de detectar la mutacién en la muestra

de biopsia liquida.

Por otro lado, al paciente ID-05 se le detectd en la biopsia cutdnea una mutacién que no
se reconocid mediante biopsia liquida, al no estar esa zona incluida en el panel utilizado. El panel
Oncomine™ Pan-Cancer Cell-Free Assay analiza multiples regiones hot-spot de los genes
mencionados en la Tabla 1, ya que su uso habitual es para el estudio de mutaciones oncoldgicas
y no cubre los genes en su totalidad. Es por ello que se propone la creacién y utilizaciéon de un
panel especifico para el estudio exclusivo de PIK3CA, que pueda abarcar regiones mas amplias y
cubrir, a su vez, mas variantes. Se conjetura que, con la posibilidad de tener un panel Unico para
PIK3CA, o incluso uno para enfermedades dermatoldgicas, se podria dar un diagndstico a aquellos
pacientes que no obtuvieron resultados ni en biopsia liquida ni en tejido, como son 1D-02, ID-03,

ID-06, ID-07 e ID-09.

Sin embargo, hay 3 grandes limitaciones a la hora de implantar la biopsia liquida en la
practica clinica como son el coste de la secuenciacion, el requerimiento de grandes cantidades
de un DNA de alta calidad y el intenso analisis de datos posterior a la secuenciacién (Sisodiya et
al., 2023). De hecho, un problema intrinseco que presenta la NGS en cuanto a su aplicacion en la
clinica, es el manejo de grandes cantidades de datos (Crowley et al., 2013) y su interpretacion.
Ademas, en este estudio se ha comprobado que no hay relacidon aparente entre la concentracién
de cfDNAy la MAF obtenida, en aquellos casos que si se detectd una mutacion. Aunque al ser un

campo muy novedoso, la informacion disponible al respecto es escasa e inconclusa.

El diagndstico molecular de PROS presenta otro gran reto en cuanto a las muestras
bioldgicas y la metodologia, debido a que las muestras pueden presentar cargas mutacionales
variadas dependiendo del lugar de extraccion de la muestra en el paciente y de la sensibilidad de
la técnica empleada (Kuentz et al., 2017). De hecho, se ha visto que, en la vena eferente a la zona
con mutacion, se encuentra un mayor porcentaje de cfDNA (Palmieri et al., 2021) y que, si el
paciente presenta MCAP, se puede llegar a detectar mutaciones en PIK3CA en muestras bucales
de saliva (Kuentz et al., 2017). Estos hechos, junto al mosaicismo caracteristico de la enfermedad,
destacan la necesidad de un planteamiento mdas personalizado y enfocado a la clinica que
presente cada paciente. Una mejor seleccién de la fuente de biopsia liquida podria contribuir a la

optimizacion del proceso de diagndstico molecular.
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El futuro de la investigacion de las enfermedades raras es incierto, pero como se ha
demostrado, el estudio del sindrome de PROS va a estar marcado por las diferentes mejoras en
las tecnologias de secuenciacion genética. El desarrollo de paneles especificos, acceso a terapias
dirigidas o incluso el aumento de la sensibilidad de las técnicas de secuenciacion puede permitir
a los profesionales un mejor entendimiento de las bases de la enfermedad que, al mismo tiempo,
daria paso a una nueva etapa para los pacientes afectados por este sindrome. Cabe destacar que
la investigacion avanza rapidamente y los desarrollos futuros pueden traer avances adicionales
en el diagndstico molecular del sindrome PROS, asi como en el conocimiento actual sobre la

enfermedad.
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6. Conclusiones

En conclusion, la biopsia liquida para el andlisis molecular del sindrome de PROS es un campo en
desarrollo y mas investigacion es requerida para esclarecer su utilidad clinica, asi como la

estandarizacion de protocolos especificos en este contexto.

1. La biopsia liquida es una técnica que permite la determinacion de alteraciones de PIK3CA
en cfDNA de pacientes con cuadro clinico de PROS.

2. Existe correlacién entre los resultados de tejido y los observados mediante biopsia
liquida. Sin embargo, existen casos en los que no se pudo comprobar debido a la falta de
resultados en tejido.

3. El diagndstico en pacientes con clinica de PROS mediante biopsia liquida optimiza el
tiempo desde la toma de las muestras hasta la obtencidn de resultados.

4. Se ha diseflado un panel de secuenciacion especifico de PIK3CA que pretende resolver
las limitaciones observadas en la determinacién de mutaciones en los pacientes del

presente trabajo.
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8. Anexos

8.1. Anexo A: Aprobacién Comité Etico

Consorcio Hospital General Universitario de Valencia

Comité Etice de Investizacién con medicamentos

APROBACION PROYECTOS DE INVESTIGACION

- ANEXO 11 -
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Dra. MIR. SANCHEZ CAROLIMA (Especialista en M.Familia Atencion Primaria)

Dra. OCETE MOCHON DOLORES (Especialista en Microbiologia)

Dr. QUESADA DORADOR, AURELIO (Especialista en Cardiologia)

Dra SAFONT AGUILERA, M3 JOSE (Especialista en Oncologia)

Dr. VALDERRAMA ZURIAN JUAN CARLOS (Especialista en Historia de la ciencia y documentacion )
Dr. SANCHEZ CARAZD, JOSE LUIS (Especialista en Dematologia)

Dr. SANCHEZ JUAN, CARLOS (Especialista en Endocrinclogia)

Dr. RUIZ ROJO, ELIAS (Farmacéutico de Atencion Primaria)

Dra. PEDROS CHOLVI, CONSUELQ (Especialista en Farmacologia clinica)

Dra. QISHI KOMARIL, MIRIAM NATSUKI (Especialista en Otorrinolaringalogia)

Dr. PEREZ SILVESTRE, JOSE (Especialista en Medicina Interna)

Don GRACIA PEREZ FRANCISCO JAVIER (Enfermern)

Diia. MARTI MONROS, ANNA (Enfermera)

Dofia SARMIENTO CABANES, M® DEL CARMEM [Miembro independiente del centro)
Dofia OMINGUEZ GARCIA, COMCEPCION (Licenciado en derecha)

Dr. CORTIJO GIMEMNO, JULIO (Especialista en Farmacia)

Don MARTIMEZ GARCIA, NEMESIO (Licenciado en derecho)

Secretaria Técnica: BERMALTE SESE, ALEJANDRO (Especialista en Farmacia Hospitalaria)

Anexo 11 1 CEIm- CHGUV
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ﬁ Consorcio Hospital General Universitario de Valencia

._.,::',I,'J_.E,‘,“"“ Comité Etice de Investizacién con medicamentos

e

El CElm &2l Consorcic Hospital General Universitario de Valencia, cumple con las nomas de BPC (CPMP/ICHM 35/95)
tanto en su composicion como en sus procedimientos y con 1a legislacion vigente que requla su funcionamisnto, y que la
composicion del CEIm et la indicada en el anexo |, teniendo en cuenta que en el caso de que algun miembro participe
en el ensayo o declare algin confiicto de interés no habra parScpado en 13 evaluacion ni en & dictamen de 13 solicitud de
autorizacion del ensayo clinico

Lo gue comunico a efectos oportunos:

Fdo. Dr. Emilio Lopez Alcina
(Prezidente CElm CHGUVY)

Flsmucko digitabrenis por ERILIO AOSHLOPET]
ALCIA

EMILIO JOSE| 2. e

FEEOPEEMALE A, wrialNure ber= 10000341

LOPEZ|ALCINA SEss st

Fache AI7212.17 13400750 -D'I'W
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8.2. Anexo B: Modelo consentimiento informado de los pacientes del estudio

HOAMTH. QIRMA
s
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DOCUMENTO DE INFORMACION AL PACIENTE ¥ CONSENTIMIENTO INFORMADO

DOMANTE:

ACERCA DE LA DONACION VOLUNTARIA DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA LINEAS DE INVESTIGACION BIOMEDICA
OBTEMIDAS EN EL CURSO DE PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS, TERAPEUTICOS O DIAGNOSTICOS.

LINEA DE INVESTIGACION Oncologia Molecular

INVESTIGADOR PRINCIPAL | Dr. Carlos Camps

TLF CONTACTO |despache) | 363131300 Ext: 437461

EMAIL Camps_car@gva.es

CENTRO Servicio de Oncologia Médica (SOM) del Consorcio Hospital General Universitario de
Valencia [CHGUV) y Laboratoric de Oncologia Molecular de la Fundacion para la
Investigacion del Hospital General Universitaric de Valencia [FIHGUV)

EQUIPO INVESTIGADOR Facultativos del 50M, perscnal de la Unidad de Investigacion Clinica del 30M, y del
laboratoric de Oncolegia Molecular, miembros de los servicios gquirdrgicos
invelucrados (Cirugia Tordcica, Cirugia General), facultativos del servicio de Anatomia
Patologica.

1. DESCRIPCIOMN GENERAL: La linea de investigacion de “Oncelegia Molecular” centra sus esfuerzes en la
comprension de la patogénesis de los eventos genéticos v moleculares implicados en el origen v |a progresion del
cancer. Uno de los aspectos de mayor interés en esta linea de investigacion es la busqueda de biomarcadores gue
puedan ser usados en la clinica y ayuden a |a individualizacion del tratamiento del cancer.

PROPOSITO DE LA LINEA DE IMVESTIGACION: Analizar en diferentes tipos de muestras, factores que pusdan ser
importantes en el diagndstico, prondstico y en la respuesta del cancer a los tratamientos empleados, asi como en la
aparicion de efectos toxices asociados a dichos tratamientos. i bien la constitucion genética de los seres humanos es
muy similar, existen pequefias diferencias entre las personas que, en algunos casos podrian asociarse con el desarrollo
o evolucion de diferentes enfermedades. Por otra parte, los tumores también presentan diferencias a nivel genético
que necesitan seguir siendo estudiadas. Por lo tanto, para poder llevar a cabo esta linea de investigacion, es necesario
disponer de muestras biolégicas para peder realizar estos estudios genéticos. Tambigén es necesario recoger datos
sobre su historial médico para obtener informacion que pudiera tener relevancia para nuestros estudios.

2. IDENTIFICACION ¥ DESCRIPCION DEL PROCEDIMIENTO: Durante Ia intervencién quirdrgica o la prueba diagndstica
@ la que va a ser sometido en las instalaciones del CHGUV se tomarin muestras de sus tejidos y/o sangre. El
procedimiento que se le propone consiste en donar voluntariamente una parte de la muestra bicldgica sobrante de
la intervencién o prusba a una coleccion de muestras que 52 usara con fines de investigacion bioméedica, sin que esto
supenga ningln riesgo anadido para su salud ni comprometa el correcte dizgndstice y tratamiento de su enfermedad.
También es posible que le recojamos muestras biologicas que no requieran un procedimiento invasivo, como orina
heces, saliva etc. o que el procedimiento de obtencion sea minimamente invasivo como una extraccion de sangre

Las muestras que dene se almacenaran en una coleccién de muestras que corresponden 2 una Linea de Investigacion
sobre Oncologia Molecular, que se encuentra en las instalaciones de la FIHGUV y que cumple con los requerimientos
establecides en la normativa vigente.

Sus muestras solo podran ser utilizadas en proyectos de investigacion avalados cientificamente y que hayan sido
evaluados y aprobados por el CEIC, en los que participen miembros del equipo investigador que forma parte de esta
linea de investigacion.

3. DBJETIVIO: El Centro Sanitario en el que usted esta siendo atendidotratado, dispone de investigadores que desean
recoger y almacenar sus muestras biologicas para poder realizar proyectos de investigacion biomédica en el drea de la
Oncologia. Los resultados de dichos proyectos de investigacidn pueden derivar en el descubrimiento de nuevos
métodos para el mejor diagnostico, prondstico y tratamientos.

V.5.29072022 1
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4, BENEFICIOS ESPERADOS: Por su participacion no percibird ninguna compensacion econémica o de otro tipo por las
muestras donadas. Sin embargo, 51 |as intervenciones que se pudieran realizar tuvieran &xito, podrian ayudar en el
futuro a pacientes que tienen la misma enfermedad o padecen otras enfermedades similares.

Las muestras de los tejidos y/o sangre no seran vendidas o distribuidas a terceros con fines comerciales.

La donacién de muestras no impedird que usted o su familia puedan hacer uso de ellas siempre que estén disponibles,
wuando por razones de salud puedan ser necesarias.

5. COMSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU REALIZACION: Sélo si usted lo desea, existe la posibilidad de que pueda ser
contactade en el futurc para completar o actualizar la informacion con la que contamos relacionada con su
enfermedad.

Es posible, que los estudios realizados sobres sus muestras aporten informacion relevante para su salud o |z de sus
familiares. Tiene derecho tanto a ser informado como a2 que no se le informe de los datos obtenmidos en la
investigacion. A estos efectos se entendera gue no desea recibir tal informacion salve que manifieste lo contrario,
utilizando para ello el formulario que vy se adjunta al presente documento.

6. CONSECUENCIAS PREVISIBLES DE SU NO REALIZACION ¥ DERECHO DE REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO. La
decision de donar muestras biologicas es totalmente voluntaria, pudiendo negarse a donarlas e incluso pudiendo
revocar su consentimiento en cualguier momento, sin tener que dar ninguna explicacién y sin que ello tenga ninguna
repercusion en la atencidn médica que recibe en el Centro.

5i decidiera revocar el consentimiento gque ahora presta, la parte de las muestras que no se hayan utilizado en la
investigacion, sera destruida o anonimizada. Tales efectos, no s2 extenderan a los datos resultantes de las
investigaciones gue ya se han llevado a cabo una vez haya revocado su consentimiento.

7. RIESGOS. El procedimiento que se le propons no supone ningun riesgo anadido para su salud ni compromete el
correcto dizgndstico y tratamiento de su enfermedad, puesto que se trata de muestras sobrantes de la intervencion,
muestras invasivas obtenidas durante los procedimientos de diagnostico, o muestras de sangre extra que 52 han
obtenido para ser utilizadas en investizacién. En este Ultimo caso, la extraccion de sangre, apenas tiene efectos
secundarios, lo mds frecuente es la aparicion de pegquefios hematomas en la zona de puncidn gue desaparecen
transcurrides 1 o 2 dias. En el caso de las muestras que requieren procedimientos mas complejos o invasivos, estos
s6lo se realizardn si forman parte del procedimiento habitual que debe realizarse para su correcto diagndstico o
tratamiento de su enfermedad.

. PROTECCION DE DATOS PERSONALES Y CONFIDENCIALIDAD. Sus datos personzles y de salud seran incorporados y
tratados en una base de datos de la que es responsable el Investigador del Proyecto, gue debe estar inscripta en un
registro nacional dependiente del Instituto de 3alud Carlos Il y que debe cumplir con todos los requisitos legales. Sélo
el INVESTIGADOR RESPONSABLE podra relacionar estos datos con usted, siendo responsable de custodiar el
documento de consentimiento y de  garantizar el cumplimiento de su woluntad en relacion al use de la muestra
biolégica que usted cede para investigacion. La informacion serd procesada durante el analisis de los datos obtenidos
y aparecera en los informes y/o memorias de los proyectos derivades de |la Linea de Investigacion, aunque en ninguan
caso sera posible identificarle, asegurando en todo momento el cumplimiento de la Ley Organica 3/2018, de 5 de
diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales.

La cesion de muestras asi como de la informacion contenida en las bases de datos vinculadas a las mismas, solo se
realizard si forman parte de la linea de investigacién en la cuzl participan miembros del egquipo investigador,
realizandose un procedimiento de codificacion previo, que consiste en desligar |z informacidn que le identifica
sustituyéndeola por un codigo.

Asimismo, el titular de los datos personales podra ejercitar los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y
oposicion al tratamiento de datos de caracter personal, incluir alguna restriccion sobre el uso de sus muestras, y
ejercer los derechos de revocacion del consentimiento (en este ultimo caso, conforme al formularie gue figura en el
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apartado 11) en los términos previstos en la normativa aplicable, dirigiende al titular del centro el escrito
correspondiente firmade por Ud. y copia de un documento acreditative de su identidad.

9. DESTING DE LAS MUESTRAS TRAS FINALIZACION DE LA LINEA DE INVESTIGACION. En el supuesto de finalizacign
de la linea de investigacién, es posible que existan muestras scbrantes. En relacion a las mismas, se le ofrecen las
siguientes opciones: a) la destruccion de la muestra sobrante, b) su utilizacién en otros proyectos de investigacion
biomédica, para lo cual, s le ofrece la opcidn de donar lz muestra excedents al Biobanco del CHGUY (en el siguiente
apartade le explicamos de manera resumida en que consiste un biobanco y cudles son sus objetives). En este caso,
debera marcar esta opcién en el consentimiente incluide en este decumenteo. En dicho consentimiento usted podra
escoger si desea que esta donacion se haga codificada de forma que usted pueda conocer si lo desea los resultados de
las investigaciones que se lleven a cabo, o anonimizada, si usted prefiere que nunca nadie pueda recobrar la relacién
EMtre sUs MUestras y su persona.

10, BIOBANCO. DEFINICION Y OBJETIVOS. El Bicbanco del CHGUWV es un establecimiento publico, sin @nime de lucro,
que acoge una coleccion organizada de muestras biclogicas. Estas muestras almacenadas en el bicbanco, tienen por
finalidad ser wutilizadas en proyectos de investigacion biomédica que hayan sido aprobados por los comités ético y
cientifico a los que esté adscrito el bicbanco. Los resultados de las investigaciones realizadas con estas muestras
pueden derivar en el descubrimiento de nuevos métodos para el mejor diagndstico de las enfermedades o en nuevas
formas de tratamientos de las mismas. Sus muestras seguiran almacenadas en el biobanco hasta el fin de las
existencias si no existe una revocacion del presente consentimiento.

W.5.29072022 3
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11. DECLARACIONES Y FIRMAS.

Declaracion del donante:

D./Dhia , de afios de edad, con domicilio en
(DNl ¥y n2 de SIP
D./Diia , de afios de edad, con domicilio en
, DNl en calidad de
reprasentante [em case de minoria legal o incapacidad] del pacients , con DM
y n2 de 5Ip
DECLARD

Que he sido informado por el profesional de salud abajo firmanta:

¥ Sobre |as ventajas e inconvenientes del procedimiento
¥  sobre el lugar de obtencion, almacenamiento y proceso que sufriran los datos personales y las muestras.
¥ Que mis muestras y datos personales saran tratados de acuerdo a la legislacion vigente.
¥* Que en cualquier momento puedo revocar mi consentimiento y solicitar |a eliminacion o anonimizacicn de todos mis datos
personales v muestras que permanezcan almacenadas. Esta eliminacion no se extenderia a los datos resultantss de las
investizaciones que ya se hubieran llevado a cabo
¥ Que en cualquier momento, yo, mi representante legal, o tutor, de conformidad con lo establecido en el articulo 4, punto 5 de
la Ley 14/2007, de 3 de Julio, puedo solicitar informacion sobre los datos que se obtengan a partir del analisis de las muestras
donadas.
¥ Que he comprendido la informacion recibida y he podido formular todas las praguntas que he creido oportunas
CONSIENTO
#* Que el CHGUY y la FIHGUV, 2 través de los miembros del equipo investigador de la Linea de Investigacion: “Cncologia
tolecular®, utilicen mis datos y las muestras, incluyendo la informacion sobre mi salud, para investizaciones biomédicas
dentro del marco de |3 linea de investigacion antes mencionada, manteniendo siempre |z confidencialidad de mis datos.
#  Libre y voluntarizmente en la donacidn voluntaria de: (marquese con una cruz lo que proceda)
O/ Mis tejidos excedentas I Muestra de heces, orina o saliva
O Muestra de sangre J Muestras obtenidas en procedimientos que sean necesario para el
diagnaostico)
¥ Yo, mi representante legal o tutor, accedo [marguese si o no) a que los miembros del equipe investizador puedan contactarme
en el futuro en el caso de que se estime oportuno anadir nueveos datos a los recogidos.
Osi
CNo
¥ Cue en el supuesto de finalizacion de la linea de investigacion, mis muestras sean (marguese con una cruz lo que proceda)
O destruidas
Ccedidas al Biobanco del CHGUV y anonimizadas
C cedidas al Biobanco del CHEUY codificada, junto a los datos clinices asociados.
D.DAa: FIRMA:
En ,a de de2o

DECLARACION DEL PROFESIONAL DE SALUD:
He infermado debidamente al donante:

Nombre facultativa: (el]] Colegiade N2

FIRMA :

En

V.5.29072022 4
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12, REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO.

Yo, D./Dha , con DMI revoco el
consentimiento prestado en fecha de de 20 y no deseo proseguir la donacién
voluntaria, que doy con esta fecha por finalizada.

Fdo:

En ] de de 20

Yo, D./Dha , con DN como
representante  legal de [/ Dha , con DNI

revoco el consentimiento prestade en fecha de de 20 ¥ no
deseo proseguir la donacién voluntaria, que doy con esta fecha por finalizada.

Fdo:

En ] de de 20

V.5.29072022 b]
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SOLICITUD DE INFORMACION DE DATOS O RESULTADOS DERIVADOS DE LAS INVESTIGACIONES

[ LINEA DEINVESTIGACION | Oncologia Molecular |
PACIENTE:
0./Dha , de anos de edad, con domicilic en
,OMI
yn2de SIP
0./Dfa , de afios de edad, con domicilio en
, DNl
en calidad de representants |en caso de minoriz legzl o incapacidad) del paciente
. con DNI vy n2 de 3IP
SouaTo

Ser informadofa del resultado de las investigaciones realizadas con la/las muestrafs donada/s de manera voluntaria

en fecha de de 20 51 éstas afectan a misalud o a la de mi representado.
Fdo.:

En - de de 20
V.5.29072022 L]
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8.3. Anexo C: Relacidn del trabajo con los ODS de la agenda 2030

Los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) son un conjunto de objetivos globales que
fueron adoptados por la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) el 25 de septiembre de 2015,
como parte de la Agenda 2030. Estos objetivos buscan abordar los desafios sociales, econdmicos
y ambientales que enfrenta el mundo y fomentar un desarrollo sostenible en todas sus
dimensiones. Resulta, por tanto, de gran importancia hacer cumplir estos objetivos en la practica

profesional y en todos los ambitos.

El presente trabajo se encuentra estrechamente relacionado con el ODS 3 (Tabla C-1),
gue tiene como finalidad garantizar una vida sana y promover el bienestar de la poblacién. En
concreto, se puede relacionar con el punto 3.4 que propone para 2030, reducir en un tercio la
mortalidad prematura por enfermedades no transmisibles mediante la prevencién y el
tratamiento y promover la salud mental y el bienestar. El marco del ODS 3 pretende garantizar
gue las personas con enfermedades raras, como el sindrome de PROS, tengan acceso a servicios
de salud integrales y de calidad, incluyendo diagndstico temprano, atencion médica
especializada, medicamentos y terapias apropiadas, asi como apoyo psicoldgico y social. Esto
implica fortalecer los sistemas de salud, promover la investigacion y la innovacion en el campo de
las enfermedades raras, y fomentar la cooperacién internacional para compartir conocimientos
y recursos. Ademas, el ODS 3 también aboga por la reduccion de las desigualdades en el acceso
a la atencion médica. Dado que las enfermedades raras a menudo afectan a grupos minoritarios
y vulnerables, es fundamental garantizar que todas las personas, independientemente de su
condicion o ubicacion geografica, tengan igualdad de oportunidades para recibir un diagndstico

y tratamiento adecuados a situacién.
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Tabla C-1. Grado de relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS).

Objetivos de Desarrollo Sostenible

Alto

Medio

Bajo

No

procede

ODS 1. Fin de la pobreza.

X

ODS 2. Hambre cero.

X

ODS 3. Salud y bienestar.

ODS 4. Educacion de calidad.

ODS 5. Igualdad de género.

ODS 6. Agua limpia y saneamiento.

ODS 7. Energia asequible y no contaminante.

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econdmico.

ODS 9. Industria, innovacién e infraestructuras.

ODS 10. Reduccidn de las desigualdades.

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles.

ODS 12. Produccidn y consumo responsables.

ODS 13. Accidn por el clima.

ODS 14. Vida submarina.

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres.

ODS 16. Paz, justicia e instituciones solidas.

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.

SNXUX XXX XXX [X|X|X[X]|X]|X
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8.4. Anexo D: Recibo Turnitin

turnitin /)

Recibo digital

Este recibo confirma quesu trabajo ha sido recibido por Turnitin. A continuacion podra ver
la informacion del recibo con respecto a su entrega.

La primera pagina de tus entregas se muestra abajo.

Autor de la entrega:  Carla Orwiio Moya
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