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La warfarina es el anticoagulante oral mas utilizado a nivel mundial, pero su
respuesta presenta un indice terapéutico estrecho y una amplia variabilidad
interindividual. En los ultimos afos, estas diferencias entre pacientes han sido
relacionadas con polimorfismos de unica base (SNP) en genes involucrados en su
metabolismo. Sin embargo, las herramientas farmacogenéticas, que apoyarian una
medicina individualizada dependiendo del perfil genético del paciente, tienen un coste
elevado y su implantacién en la practica clinica todavia no es una realidad.

En este trabajo se ha iniciado el desarrollo de una plataforma de analisis
farmacogenético de bajo coste para el genotipado de SNPs con demostrada
relevancia clinica en el efecto terapéutico de la warfarina. Se basa en una
amplificacion PCR especifica de alelo (PCR-ASA) seguida de un ensayo de
micromatrices de ADN, utilizando la tecnologia del disco compacto.

Seleccionando el genotipado del SNP CYP2C9*2 como modelo, se han
estudiado las condiciones para lograr integrar ambas técnicas. Los resultados han
indicado que 64 °C es la temperatura o6ptima de amplificacién. Para reducir
interferentes con la hibridacion, se ensayé la adicion de una etapa de purificacion
posterior a la amplificacion asi como variantes de la PCR-ASA. La amplificacién alelo
selectiva seguida de una amplificacion universal origind una elevada sefial en disco.
No obstante, la PCR-ASA asimétrica fue la técnica seleccionada por Ila
reproducibilidad de sus resultados. Ademas, se afadid un oligonucleétido bloqueante
para mejorar la discriminacién alélica durante la reaccion de amplificacion, pero los
resultados no fueron robustos. Para la extension del método de genotipado, se
llevaron a cabo los ensayos iniciales del estudio con otros dos SNPs relacionados con
el metabolismo de la warfarina: VKORC1 y CYP2C19*17. No se detecté que hubiera
reactividad cruzada durante la hibridacion, lo que permitira su analisis en un solo
ensayo.

La metodologia propuesta resulta ser una herramienta rapida, compacta,
barata y versatil, proporcionando una via potencial para determinar la administracion
de estrategias terapéuticas personalizadas, mejorando su eficacia y reduciendo el
dafio generado por dosis incorrectas.

Palabras clave: farmacogenética, warfarina, amplificacion especifica de alelo,
polimorfismos, DVD.



Warfarin is the most used worldwide oral anticoagulant, even though its
response shows a narrow therapeutic index and a large inter-individual variability. In
the past years, these differences between patients had been related to single
nucleotide polymorphisms (SNP) in genes involved in this drug's metabolism. However,
the available pharmacogenetic tools that would support an individualized medical
treatment depending on the genetic profile of the patient have a really high cost and
their clinical implantation is far from being a reality.

In this project, the development of a low cost pharmacogenetic analysis
platform for the genotyping of SNPs with demonstrated clinical relevance in the
therapeutic effect of warfarin was initiated; this work is based on an allele specific PCR
amplification (ASA-PCR), followed by a DNA microarray assay, using the compact disc
technology.

By choosing the genotyping of the CYP2C9*2 SNP as model, the conditions to
achieve the integration of both techniques were studied. Results showed that 64 °C is
the optimum temperature for the ampilification. In order to reduce interferences with the
hybridization, the addition of a purification phase after ASA-PCR was studied, as well
as some ASA-PCR variants. The ASA-PCR followed by an universal amplification got a
higher signal in disc. Nevertheless, the asymmetric ASA-PCR was the selected
technique because of its reproducible results. Moreover, a blocking oligonucleotide was
added in order to improve the allelic discrimination during the amplification reaction, but
the results obtained were not robust enough. For the extension of the genotyping
method, the initial assays of the study were performed with two other SNPs related with
the metabolism of warfarin: VKORC1 and CYP2C19*17. During the hybridization
procedure, no cross reactivity was detected, meaning that its analysis can be done in
the same assay.

The methodology proposed is a fast, compact, cost effective and versatile tool.
It represents a potential manner to determine the administration of personalized
therapeutic strategies, improving its efficiency and reducing the damage caused by
incorrect doses of the drug.

Key words: pharmacogenetics, warfarin, allele specific amplification, polymorphisms,
DVD.
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Las enfermedades cardiovasculares constituyen la principal causa de muerte
en todo el mundo, como en la poblacién espafiola. Hoy en dia estas enfermedades
son responsables de aproximadamente el 31% de las muertes registradas en el
mundo anualmente. Pese a existir factores de riesgo intrinsecos de cada persona, la
mayoria de enfermedades puede prevenirse actuando sobre aquellos que son
comportamentales: dietas inadecuadas, obesidad, sedentarismo, consumo de tabaco y
alcohol, etc.

Este grupo de enfermedades no transmisibles incluye patologias que afectan
tanto al corazéon como a los vasos sanguineos, y engloba: cardiopatia coronaria,
enfermedades cerebrovasculares, arteriopatias periféricas, cardiopatia reumatica,
cardiopatia congénita y trombosis venosa profunda y embolias pulmonares (Mensah y
Brown, 2007). La trombosis es la ocupacion de la luz de los vasos sanguineos por un
coagulo de sangre o trombo. En la trombosis venosa profunda se producen estos
trombos en las venas mas profundas del cuerpo, pudiendo desprenderse vy llegar a
otra parte del cuerpo donde genere un problema mayor, como una embolia pulmonar o
un accidente cerebrovascular (Heit et al., 2000). Este tipo de enfermedades requieren
de una prevencidon adecuada, pero sobretodo de una deteccion y tratamiento
precoces.

Los farmacos con accion anticoagulante representan la primera linea de
actuaciéon frente a la prevencion y tratamiento de la trombosis. Actian alterando
diferentes vias que conforman la cascada de coagulacion, ya sea limitando la
produccion de trombina directamente o bloqueando otros activadores de la ruta
(Alguwaizani et al., 2013). Son usados en terapias de larga duracion y conllevan un
riesgo asociado a posibles hemorragias y aumento de la tasa de recaida, ademas de
por la variabilidad entre los distintos individuos de la poblacion. Segun donde
intervengan, los farmacos se dividen en tres grupos: inhibidores de la trombina,
inhibidores de FXa y antagonistas de la vitamina K (Ahrens et al., 2010). Los farmacos
mas usados son la heparina y la heparina de bajo peso molecular, inhibidores de FXa,
rivaroxaban y warfarina (antagonistas de vitamina K).

1.1 Warfarina

La warfarina (Figura 1) fue descubierta en los inicios del siglo XX y
comercializada como raticida, y es hoy en dia el anticoagulante por excelencia,
sobretodo destinado a pacientes con fibrilacién auricular. Al igual que otros
anticoagulantes orales, pertenece al grupo de las 4-hidroxicumarinas. Tiene un centro
quiral y su sintesis industrial origina una mezcla racémica, presentando el enantiomero
S hasta 5 veces mas actividad que el enantiémero R (Ufer, 2005).
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Figura 1. Molécula de warfarina (4-hidroxi-3-(3-oxo-1-fenilbutil)-cumarina).

1.2 Mecanismo de accion de la warfarina

La warfarina actua, tal y como muestra la Figura 2, sobre la vitamina K
reductasa, inhibiéndola, lo que desencadena un agotamiento de la forma reducida de
dicha vitamina (vitamina KH2). La vitamina K es un cofactor de la carboxilacién de los
residuos de glutamato presentes en el extremo N terminal de las proteinas
dependientes de esta vitamina. Asi pues, mediante la administracién de Warfarina, se
limita la gamma-carboxilacion y posterior activacion de las proteinas coagulantes
dependientes de la vitamina K. Es decir, se inhibe la sintesis de los factores Il, VII, IX 'y
X de la cascada de coagulacion, asi como las proteinas anticoagulantes C y S. La
carencia de tres de los cuatro factores coagulantes dependientes de vitamina K,
desencadena un descenso en los niveles de protrombina y por tanto, un descenso en
la cantidad de trombina generada y unida a la fibrina. De esta forma se reduce la
trombogenicidad de los coagulos (DRUG BANK, 2015)

YYYY
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Carbumlasa
dependiente de
vitamina K
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vitamina K vitamina K
' 3
Redudasa\ Epbxide reductasa
vitaminaK vitamina K

% ‘.-’|tam|na

" Warfarina ”

Figura 2. Mecanismo de accién de la warfarina.
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El farmaco estudiado es administrado oralmente, al igual que otros
medicamentos antagonistas de vitamina K. Es absorbido rapidamente en el tracto
gastrointestinal, logrando en pocas horas llegar a la concentracion maxima en plasma
y uniéndose fuertemente a las proteinas presentes en él.

El metabolismo de la warfarina se puede dividir en dos. Por un lado,
dependiente de la actividad de la enzima CYP, el metabolismo tendra lugar en la
fraccion microsomal de los hepatocitos, y se obtendran metabolitos monohidroxilados
de warfarina, asi como cis/trans-dehidro-warfarina. Por otro, independiente de dicha
actividad enzimatica, la reduccion de la warfarina se dara en el reticulo
endomplasmatico y el citoplasma, produciendo dos alcoholes diastereémeros de
warfarina.

La excrecion de los productos derivados del farmaco depende en su practica
totalidad del metabolismo y se lleva a cabo por el sistema excretor (80% en la orina y
20% en las heces). Cabe destacar que la excrecion de la warfarina no metabolizada es
despreciable (Ufer, 2005).

1.3 Farmacogenética relacionada con la warfarina

1.3.1 Genes

La efectividad de un agente farmacolégico puede estar influenciada por una
gran cantidad de factores inherentes al paciente y otros factores externos como la
dosis, el tiempo de administracion, interacciones con otros farmacos... Estos factores
afectan a la absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecion del farmaco. La
incorrecta administracion de farmacos o su dosis originan millones de
hospitalizaciones anualmente debidas a reacciones adversas. También, se observa
que el efecto de un mismo farmaco es diferente entre pacientes. Esto se debe a que
variaciones en genes concretos relacionados con la enfermedad en cuestiéon, pueden
llegar a modificar la estructura de las enzimas que intervienen en la absorcion y
metabolismo del farmaco administrado, y provocar asi alteraciones en la respuesta al
mismo.

La farmacodgenetica se podria definir como la disciplina orientada al estudio de
las bases genéticas de las diferencias interindividuales gen la respuesta a farmacos,
tanto a nivel de eficacia como de seguridad (Cabaleiro et al., 2011).

En busca de proporcionar un sistema sanitario seguro, nacieron dos disciplinas
basadas en el estudio del perfil genético de cada individuo: la farmacogenética esta
centrada en un solo gen y la farmacogendémica esta focalizada en un gran grupo de
genes al mismo tiempo. Ambas aproximaciones permiten avanzar en la comprension
de las consecuencias clinicas que pueden producir algunos medicamentos como
establecer las bases de una medicina personalizada (Shastry, 2006).

Con el objetivo de encontrar y catalogar las diferencias y similitudes genéticas
entre individuos que permitieran entender mejor su interaccion con la salud humana,
nacio el proyecto internacional HapMap a finales del afo 2002. Con el paso de los
afos se ha conseguido conformar, gracias a la colaboracion de entidades
investigadores de 6 paises, un catalogo de las variantes genéticas comunes en los
seres humanos. Junto con el proyecto 1000 Genomes, constituyen una base de datos
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de acceso libre donde se pueden encontrar las diferencias genéticas mas comunes
entre individuos. Estas son los denominados polimorfismos de una Gnica base (SNP,
Single Nucleotide Polymorphism) (1000 GENOMES, 2015) (NCBI). Los SNPs son
marcadores genéticos excepcionales, cuyo Unico requisito para no ser considerado
como mutacién (frecuente y generalmente asociada a enfermedades genéticas) es
que la base menos frecuente debe tener menos de un 1% de persistencia en la
poblacion. Suelen ser bialélicos, siendo muy raros los casos en los cuales las
variaciones son trialélicas o tetralélicas.

El valor predictivo del analisis farmacogenético de ciertos SNPs permite
obtener un mayor éxito terapéutico, disminuyendo posibles efectos adversos, tiempo y
coste al sistema sanitario. Cada vez mas extendida la importancia de este tipo de
analisis previos al tratamiento de cualquier paciente, se han realizado grandes
avances en este campo. No obstante, la Agencia Europea de Medicamentos sélo
permite ciertos test genéticos para la deteccion de genes con alta variabilidad
relacionados con el metabolismo de los farmacos o el funcionamiento algunas dianas
moleculares a las que se dirigen, dificultando la utilizacion de la farmacogenética en la
practica clinica.

En la Tabla 1 se pueden ver algunos ejemplos de proteinas que pueden
presentar cambios fenotipicos dependiendo del SNP del paciente, y que pueden
afectar a la eficacia de ciertos medicamentos.

Tabla 1. Algunas enzimas metabolizadoras de farmacos y el efecto de los polimorfismos sobre
la actividad del farmaco.

Enzima Farmacos Polimorfismo

CYP2D6 Debrisoquina, sparteina y nortriptilina Aumento del efecto del farmaco

Codeina Descenso del efecto del farmaco
CYP2Cp Warfarina

Fenitoina Aumento del efecto del farmaco
CYP2C19 Omeprazol Aumento del efecto del farnaco
N-acetiltransferasa Isoniazida

Hidralazina Aumento del efecto del farmaco

Procainamida

UGT1A1 Irinotecan Aumento del efecto del farmaco
Bilirrubina Sindrome de Gilbert

TPMT Azatioprina Aumento del efecto del farmaco
Mercaptopurina (toxicidad)

COMT Levodopa Aumento del efecto del farmaco
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1.3.2 SNPs

La warfarina es administrada en tratamientos de larga duracion, por lo que el
riesgo de perder sensibilidad a su accién anticoagulante aumenta con el tiempo. El
indice terapéutico constituye una medida del margen de seguridad de un
medicamento. En el caso de la warfarina, el indice terapéutico es muy estrecho y su
eficacia depende de mantener dicho indice en los niveles adecuados. Para el
seguimiento de estos pacientes, se medira el tiempo de protombina, o el ratio
normalizado internacional, que debera mantenerse entre 2 y 3. En el caso de que el
tratamiento estuviera por debajo de la dosis terapéutica, aumenta el riesgo de que se
creen coagulos, mientras que si es demasiado alto podrian producirse hemorragias en
cualquier 6rgano del cuerpo (Kamali y Wynne, 2010). Otros medicamentos modifican
su efectividad potenciando su efecto (ejemplo: omeprazol) o inhibiéndolo (ejemplo:
rifampicina) (VADEMECUM, 2015).

La variabilidad en la respuesta entre individuos ha llevado a realizar multiples
estudios buscando las posibles causas genéticas responsables. Particularmente, se
han estudiado SNP relacionados con los citocromos P450 (CYP). Son una gran familia
de enzimas que metabolizan la warfarina y la mayoria de sustancias quimicas
extrafias y medicamentos que entran en el organismo, asi como otros compuestos
endogenos tales como los esteroides. En concreto, la proteina CYP2C9, miembro de
esta familia, tiene una gran importancia en el metabolismo e inactivacién de la S-
warfarina (Figura 3). Las variaciones genéticas en este tipo de enzimas son
relativamente frecuentes.

Figura 3. Representacion tridimensional de la enzima CYP2C9 con el grupo hemo visible

en el centro. Fuente: PDB.

Los polimorfismos en el gen codificante para esta enzima dan lugar a proteinas
con diferente actividad catalitica. El alelo nativo (actividad enzimatica del 100%) ha
sido designado como CYP2C9*1 (Arg144/Tyr356/11e359/Gly417), y las otras dos
variantes mas comunes como CYP2C9*2 (Arg144Cys) y CYP2C9*3 (lle359Leu). Solo
el 2% de la poblacion caucasica es homocigota para el alelo nativo, mientras que el
20% es heterocigota *1*2. El alelo *3 se encuentra mucho menos presente, ni siquiera
en heterocigosis con el alelo original.
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La presencia del alelo *2, en el cual nos centraremos en este trabajo, supone
una disminucion del 30% de la actividad enzimatica. Al paciente con este alelo se le
debe disminuir la dosis media diaria, o de lo contrario podria aumentar el riesgo de
sangrados. Aquellos sujetos con al menos una copia de este alelo reciben 0.85 mg
menos (0.60-1.11) de la dosis habitual, es decir, un 17% menos (Sanderson et al,
2005).

Otro punto clave en la farmacogenética de la warfarina es el gen cuya enzima
es la diana de las cumarinas: la epoxido reductasa de vitamina K (VKOR). Esta enzima
forma parte del ciclo de la vitamina K y es responsable de la regeneracion de la
hidroquinona de vitamina K a partir de la 2,3-epoxido vitamina K. Esta hidroquinona
funciona como cofactor y es esencial para la activacion postraduccional de los factores
coagulantes dependientes de vitamina K, ya mencionados anteriormente. El gen
codificante para esta enzima (VKORC1) contiene un SNP, cuya variabilidad esta
ligada a una menor actividad de VKOR. Rieder et al. (2005) creé dos grupos de
haplotipos, teniendo en cuenta los 10 SNPs mas comunes presentes en este gen:
haplotipo de dosis bajas (A) y de dosis altas (B). Las dosis medias de mantenimiento
varian segun el hablotipo, y son las siguientes: 2.7 + 0.2 mg/dia para un individuo con
haplotipo A/A, .9 + 0.2 mg/dia para un haplotipo A/B, y 6.2 + 0.3 mg/dia para B/B.

1.4 Herramientas para el genotipado de SNPs

1.4.1 Estrategias de discriminacién de alelos

Existen cuatro mecanismos basicos para poder llevar a cabo la discriminacion
alélica o genotipado de SNPs: hibridacién, ligacién, escision enzimatica y extensiéon de
cebadores (Kwok, 2001).

Dadas sus prestaciones destaca el mecanismo de discriminacion alélica
estrategia basada en la extension de cebadores. Es una estrategia robusta, flexible y
sencilla tanto en el disefio como en su optimizacion. Se basa en la alta especificidad
de la ADN polimerasa para incorporar desoxiribonucledtidos complementarios a la
secuencia de la cadena molde de ADN. Se puede dividir en dos aproximaciones:
incorporacion de un nucleétido especifico de alelo y extensién de cebador por PCR
alelo especifica (Figura 4).

En el primer caso, se disefia un cebador comun a ambos alelos, cuyo extremo
3' sea el equivalente al nucleétido previo al SNP de interés. Mediante una
amplificacion por PCR, este cebador se extendera en una sola base, complementaria
a la hebra molde de ADN. Dicha base sera determinada posteriormente por
fluorescencia, espectrofotometria de masas u otras técnicas para determinar el
genotipo de la muestra estudiada.

En el segundo caso, se llevara a cabo una amplificacion PCR especifica de
alelo (PCR-ASA), donde la discriminacién se realiza en la propia reaccion. Esta
metodologia utiliza dos cebadores directos (FP) especificos a cada uno de los alelos, y
uno reverso (RP) comun a ambas reacciones de amplificacion. Los cebadores FP
difieren entre si en el Ultimo nucledtido de su extremo 3', conteniendo cada uno la
base correspondiente a una de las posibilidades del SNP que se pretende estudiar.
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Durante la reaccion sélo hibridara con la cadena molde aquel FP que sea totalmente
complementario a ella, formandose mayoritariamente el producto especifico. También
se forma el producto inespecifico dada la tasa de error de la enzima. Combinando esta
amplificacion con un método de deteccién (fluorescencia, hibridacion, electroforesis,
RT-PCR, etc.), se logra un genotipado fiable y robusto.

a) b)
T
Al [6]
=g | | e |
(6} (G} A
ﬂ Complementariedad lNo complement.
@
=g =1
6} {6} A
Extension del cebador Extension del cebador No extension del cebador

Figura 4. Genotipado mediante extensién de cebador. a) Utilizando cebador directo comun y
extension de una sola base. b) Utilizando cebador especifico de alelo.

1.4.2 Técnicas de genotipado.

Hay una gran variedad de técnicas basadas en las estrategias anteriormente
comentadas que pueden ser utilizadas para el genotipado de SNPs a nivel de
laboratorio y disponibles comercialmente.

Algunos ejemplos de plataformas comerciales basados en la hibridacion
especifica para la deteccion de SNPs son TagMan® (Applied Biosystems, CA), donde
los productos son detectados por fluorescencia o mediante la combinaciéon con un
MALDI-TOF; Qbead” (Quantum Dot, CA), donde la sefial del fluoréforo permite
confirmar la hibridacion y la deteccién de la microesfera especifica revela la identidad
del SNP; o DASH™ (DynaMetrix, Reino Unido), el cual incluye una desnaturalizacion
monitorizada en tiempo real de un duplex cebador-diana bajo condiciones
homogéneas y utilizando fluorescencia como modo de deteccion (Kim y Misra, 2007).
La tecnologia Invader® (Third Wave™ Technologies, WI), SNaPshot® (Applied
Biosystems, CA) o Tag-It" (Tm Bioscience Corp., Canada) son solo algunos ejemplos
mas del amplio abanico de tecnologias propuestas hoy en dia.

Sin embargo, cabe destacar y profundizar en dos grandes tecnologias
representativas del genotipado de alto rendimiento. Estas son GeneChip® (Affymetrix,
CA) y GoldenGate (lllumina®, CA). Ambas utilizan las micromatrices de ADN como
base del genotipado. Se caracterizan por contener un elevado niumero de sondas, ya
sean oligonucledtidos, productos de amplificacion o fragmentos de ADN, en un
espacio muy reducido de forma ordenada y organizada. El ADN a analizar debe ser
marcado y ser incubado en las micromatrices. Cuando dicha muestra encuentre en las
sondas disponibles zonas complementarias a su propia secuencia, se producira la
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hibridacion. A continuacion, se podra analizar la micromatriz, detectar los sitios
exactos donde se haya habido hibridacion, y asi poder inferir el genotipo o perfil
genético de la muestra estudiada. La miniaturizacion del ensayo, el multiplexado y la
automatizacion de los protocolos de analisis, ofrecen una agilizacion de los ensayos y
una reduccion considerable en gasto de muestra y reactivos. Ademas de la
farmacogenética, otras areas de investigacion como el diagnéstico de enfermedades,
estudios de asociacion, estudios de expresion génica y seguridad alimentaria entre
otras, se ven beneficiadas de estas tecnologias.

La compania Affymetrix se ha especializado en el disefio de micromatrices
utiizando mascaras fotolitograficas que permiten la creacidon simultanea de
oligonucledtidos distintos muy cercanos entre si. Mediante esta técnica se pueden
disefiar micromatrices a la medida del ensayo e interrogar entre 100.000 y 500.000
SNPs al mismo tiempo y en el mismo espacio (Dalma-Weiszhausz et al., 2006).

La tecnologia de lllumina se basa en la extension del cebador especifico de
alelo, seguida de una ligacion y una posterior amplificacion del producto obtenido. El
producto de dicha amplificacion se incuba en una matriz para llevar a cabo la
hibridacion con las sondas complementarias. Para todo esto se necesitan dos
cebadores especificos de alelo, cada uno marcado con un fluoréforo diferente que
permitan su posterior deteccidn en la micromatriz. Esta plataforma admite un
multiplexado de los ensayos, pudiéndose detectar hasta 1152 SNPs en cada ensayo
(Sobrino et al., 2005).

1.5 Tecnologias alternativas para el genotipado de SNPs

Las tecnologias antes mencionadas son muy utiles para estudiar el nivel de
expresion génica, ganancias o pérdidas alélicas en secuencias de ADN, o el genotipo
de una muestra. Sin embargo, cuando se trata de farmacogenética aplicada, prima el
estudio de unos pocos genes relacionados con una enfermedad o medicamento frente
a un estudio de alto rendimiento. Ademas, muchas de las tecnologias de deteccion y
diagnéstico requieren de instrumentos caros e inaccesibles para muchas entidades,
profesionales cualificados que puedan utilizarlas y varios dias para obtener el
resultado de las pruebas realizadas.

Por lo tanto, aun contando con estas técnicas de genotipado tan extendidas, la
innovacion en este campo sigue siendo esencial. Es necesario mejorar la sensibilidad
y selectividad de estas técnicas, asi como su capacidad de ser implementadas en
diferentes laboratorios donde la farmacogenética puede jugar un papel fundamental.
Por ejemplo, debido a su elevado coste y largos tiempos de respuesta, las
micromatrices de casas comerciales como lllumina o Affymetrix no resultan una opcion
viable para su uso en la practica clinica diaria. La tendencia actual es desarrollar
opciones alternativas que reduzcan los costes y permitan un genotipado de una forma
rapida y sencilla. Es por ello que se necesitan técnicas alternativas de genotipado que
permitan una deteccién de un determinado numero de polimorfismos en un gran
conjunto de muestras, que sean sensibles, selectivas y econémicas. El objetivo final
sera poder implementar dichos ensayos farmacogenéticos en hospitales y centros de
salud para su aplicacion rutinaria.
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1.5.1 Biosensores

Los biosensores son dispositivos de deteccidon que incorporan un elemento
sensitivo bioldgico, son miniaturizables y econdémicos. Se caracterizan por la
combinacion de sensibilidad y especificidad que aportan las interacciones bioldgicas
con transductores fisicoquimicos, pudiendo asi obtener medidas de factores
complejos. Basicamente, constan de un bioreceptor y un transductor, que emitira una
sefal medible. El modo de lectura u obtencién del valor de dicha sefal sera
caracteristico del sistema empleado. Generalmente los bioreceptores son anticuerpos,
enzimas, acidos nucleicos u otros elementos sintéticos de reconocimiento. A diferencia
de las plataformas convencionales de micromatrices, en estos casos las sondas de
ADN se hibridaran directamente sobre una superficie transductora. Ademas la
deteccién de la sefial es directa (Sassolas et al., 2008).

Con el paso del tiempo se han desarrollado sistemas portatiles con biosensores
incorporados, que puedan funcionar fuera del laboratorio con minimo conocimiento
técnico previo. Existen dispositivos capaces de medir la concentracién de glucosa en
sangre, la frecuencia cardiaca, la composicién de la orina, etc. Con estos dispositivos
biosensores del tipo "point of care" (POC) se puede determinar el estado de salud del
paciente, informando inmediatamente al mismo paciente o al personal sanitario
responsable. En el ambito de la salud, y particularmente en el caso de la warfarina,
esta estrategia es ideal porque permiten un diagnéstico eficiente y rapido, vital para
administrar un tratamiento adecuado.

1.5.2 Tecnologia del disco compacto

Dentro del campo de los biosensores, la tecnologia del disco compacto es una
técnica innovadora con demostrado potencial en el diagndstico clinico. Los discos
compactos estan compuestos por una capa de policarbonato plastico, cubierto de una
superficie reflectante de aluminio, plata u oro y protegido todo ello por una capa
polimérica transparente (Morais et al., 2006). Son un material de bajo coste y de facil
acceso, que ademas de su uso comun, permite la preparacion de biosensores en
forma de micromatrices sobre su superficie. El potencial de esta tecnologia para fines
bioanaliticos fue demostrado por Kido et al (2000) y desarrollado posteriormente por
otros autores, muchos de los cuales forman parte del grupo de investigacion en el que
fue llevado a cabo este trabajo.

Consiste en un ensayo de micromatrices realizado en la superficie de discos
compactos con sondas inmovilizadas que pueden ser de ADN, ARN, proteinas... Para
la deteccion se emplean prototipos basados en lectores de discos convencionales que
llevan a cabo la deteccion éptica de los productos formados. El barrido de la superficie
con el laser del lector genera imagenes de las micromatrices. Utilizando un software
desarrollado especialmente para ello, la respuesta se traduce en informacién
cualitativa y cuantitativa del analito que ha interaccionado con las sondas en cada
punto.
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Figura 5. Esquema de la deteccién de sefial y generacion de imagenes mediante un lector de
DVD comun.

Esta tecnologia de biosensado es rapida, sencilla, sensible, portatil y de bajo
coste (Morais et al., 2009). Ademas permite la inmovilizacién de un elevado numero de
sondas debido a su gran superficie (Tortajada-Genaro et al, 2011). Entre las
diferentes tecnologias de disco compacto, se encuentra el disco versatil digital o DVD.
El lector de estos discos funciona gracias a un laser que emite a 650 nm y que barre
toda la superficie del disco. Cuando un analito ha sido reconocido por el biosensor, se
produce una alteraciéon de la intensidad de la luz del laser que es reflejada, haciendo
posible su deteccion.

Esta tecnologia ha sido empleada para distintas aplicaciones. Un ejemplo es
su uso para la deteccion de SNPs del virus Plum Pox que afecta a la ciruela. Para ello,
se requiere de una amplificacion previa de la zona circundante al SNP de interés y el
genotipado se lleva a cabo gracias a la hibridacion con oligonucledtidos especificos de
alelo (ASO) anclados sobre la superficie de policarbonato del disco. Las condiciones
de hibridacion son el principal inconveniente de esta estrategia, puesto que deben ser
muy estrictas para que la unién entre sonda y amplicén solo ocurra cuando la
complementariedad entre ambas sea total.

Para el analisis de SNPs de interés farmacogenético, se propone una soluciéon
innovadora que explota la técnica de genotipado basada en la amplificacion especifica
de alelo combinada con una hibridacion con las sondas inmovilizadas sobre el DVD.
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El objetivo del presente trabajo es el desarrollo de un método de genotipado de
polimorfismos de unica base (SNP) que permita establecer el perfil genético de
aquellos pacientes que sufran de cardiopatias y se les haya prescrito el tratamiento
con el anticoagulante warfarina. Para ello, se propone un método de genotipado de
SNPs presentes en los genes involucrados en el metabolismo de dicho farmaco, cuyo
principio es la realizacion de una PCR-ASA combinada con un ensayo de hibridacion
basado en la tecnologia de disco compacto.

Para la consecucion de este objetivo, y utilizando como modelo el SNP CYP2C9*2
(rs1799853), se plantean los siguientes objetivos parciales:

a) Establecimiento de las condiciones 6ptimas de amplificacion mediante PCR-ASA.

b) Estudio de variantes de PCR-ASA que permitan la integracién con la hibridacién con
las sondas inmovilizadas en un disco DVD.

¢) Incorporacién de un oligonucleétido bloqueante a la PCR-ASA para mejorar la
discriminacion alélica durante la amplificacion.

d) Extension del método a otros genes relacionados con la warfarina y su
administracion.
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3.1 Toma de muestras y extraccion de ADN

Las muestras de ADN estudiadas fueron obtenidas a partir de frotis bucal de 14
voluntarios que dieron su consentimiento firmado. Cabe destacar que en todo
momento se mantuvo la confidencialidad de los voluntarios de acuerdo con la
Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial.

Tras un entrenamiento basico, los propios voluntarios tomaron la muestra tras
enjuagarse la boca con agua, frotando con intensidad el interior de la mijilla con un
isopo estéril (epicentre, an lllumina Company, Madison, WI USA) durante
aproximadamente 30 segundos. La extraccion de ADN se realizé utilizando del kit
comercial PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Una vez
recogida la muestra, se introdujo el isopo en un tupo de microcentrifuga que contenia
500 pL de tampon fosfato salino PBS 1X(10.6 mM KH,PO,4, 1551.7 mM NaCl y 29.7
mM Na,HPOQO,) y 20 uL de proteinasa K. Dejando solo el algodon en el interior del tubo,
se agitd en vortex durante 1 min. Se anadieron 20 yL de RNAasa y se dejo incubar a
temperatura ambiente durante 2 min. Se afadieron 540 uL del tampén de lisado, se
homogeneizd la mezcla agitando en vértex, y se incubé a 55 °C durante 20 min,
agitando cada 5 min. Se anadieron 500 pL de etanol 96% y una vez mezclado
completamente, se paso por la columna de centrifugacion de PureLink, centrifugandola
a 10.000 rpm durante 1 min. Este paso se repitid6 dos veces. La columna se lavd en
dos pasos con dos tampones de lavado, anadiendo 300 pL del primero, centrifugando
a 10.000 rpm durante 1 min y repitiendo con el segundo. Se centrifugé a 12.000 rpm
durante 3 min. Se colocé la columna en un tubo estéril y se afiadieron 25 pL de Tris-
HCI 10 mM pH 8.6, se dejé 1 min a temperatura ambiente y se centrifugd durante 1
min a 12.000 rpm. Se repitieron los ultimos 3 pasos.

Midiendo la absorbancia con un espectrofotdmetro NanoDrop 2000/2000c
(Thermo Scientific, Waltham, MA), se pudo obtener, a 260 nm, la concentracién de
ADN obtenido de la extraccion. Ademas, se pudo calcular la pureza de la muestra
extraida: mediante la relacion Ao / Azgo S€ obtiene informacién sobre la presencia de
proteinas o fenoles, y la relacion Ay / Azzo informa de la presencia de otras moléculas
contaminantes como ARN. Para que muestra de acido nucleico se considerase pura la
primera relacién debia ser un valor aproximado a 1,8 y la segunda, 2,0 o menor.

3.2 Amplificacién de ADN

La técnica de amplificacion de ADN principal fue la PCR-ASA, pero también
fueron utilizadas algunas variantes de la misma, tales como una PCR-ASA asimétrica
y una PCR-ASA seguida de una PCR universal.

3.2.1 PCR-ASA

Las reacciones de amplificacion para un volumen de 12.5 pL contenian 4 ng de
extracto genémico de ADN (Tampon Tris-HCI 10 mM, pH 8.6), MgCl, 3 mM, dNTPs
100 pM, digoxigenina-uridina trifosfato (dUTPs) (Jena Bioscience, Alemania) 10 uM,
0.5 unidades de Taq polimerasa (Biotools B&M Labs., Espana) y tampon 1X (Tris-HCI
75 mM, pH 9, KCI 50 mM y (NH,;)2SO, 20 mM). Los cebadores utilizados eran
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especificos de alelo y ambos, el directo y el reverso, se anadieron en concentraciones
de entre 50 nM y 300 nM, dependiendo del ensayo. Se utiliz6 un termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). El programa de termociclado
fue: desnaturalizacion a 95°C, 5 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a
95°C, 30 s, anillamiento a 64°C, 30 s, y elongacién a 72°C, 30 s, con una elongacién
final a 72°C, 5 min. La temperatura de anillamiento fue modificada dependiendo del
ensayo, utilizando temperaturas de entre 38 a 73°C.

3.2.2 PCR-ASA asimétrica

La PCR asimétrica consiste en utilizar distinta concentracion de cebador directo
y de reverso. Se utiliza para amplificar preferentemente una de las cadenas. En este
caso se disminuyo la concentracion de cebador reverso. Se afnadié el cebador directo
a una concentracion de 300 nM, mientras que la concentracion del cebador reverso
fue variando segun el ensayo, entre 50 y 300 nM. El resto de reactivos se mantuvieron
igual. El programa de termociclado fue el mismo que para la PCR-ASA convencional.

3.2.3 PCR-ASA seguida de PCR universal

Se caracteriza por la adicion de cebadores universales que reconocen
secuencias genéricas incluidas en los cebadores especificos y amplifican los
productos que éstos generan. Los cebadores especificos de alelo fueron afiadidos en
concentraciones entre 1y 150 nM, y los cebadores universales se mantuvieron en 300
nM. El programa de termociclado fue: 5 ciclos a 64 °C sin elongacion final y 30 ciclos a
56°C con elongacion final a 72°C, 5 min.

3.3 Métodos de caracterizacion de los productos de Ila
amplificacion de ADN

3.3.1 Fluorescencia

Para determinar el rendimiento de las reacciones de amplificacion se utilizé la
medida de fluorescencia. Al afiadir al producto el fluoréforo SYBR Safe (Invitrogen,
MA), éste se intercala en las moléculas de ADN de doble cadena y proporciona un
valor medido en unidades de emision proporcional a la cantidad de ADN de doble
cadena presente en la muestra. El producto de amplificacion fue diluido 1:100 en
tampén TE (Tris Base 10 mM, EDTA 1 mM), conteniendo SYBR 0.5X. La lectura se
realizé a 485 nm (excitacion) y 585 nm (emisién) en placas multipocillo negras (Fisher
Scientific, Espana). Se utilizd un lector de placas Victor 3™ V1420 multilabel counter
(PerkinElmer, Turka, Finland).

3.3.2 Electroforesis en gel de agarosa

Se utilizé agarosa (Fisher Scientific, NJ) a una concentracion del 3% (w/v) en
tampdén TBE 0.5X (Tris 100 mM, acido bérico 100 nM, EDTA 2 mM) (Fisher Scientific,
New Jersey, USA). Los productos de amplificacién se mezclaron con tampon de carga
Glycerol Loadin Dye 5X (bioworld, Dublin, Ohio), a una concentracion final de 1X. La
separacion se realizé aplicando 100 V durante 30 min. Se utilizé el marcador de peso
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molecular exACTGene 50bp Mini DNA Ladder (Fisher Science, Espana). En la etapa
de revelado se utilizé el agente intercalante Real Safe 20.000X (MARCA) diluido al 2X
en tampoén TBE 0.5X, y se visualizé el resultado en un transiluminador UV (Vilber
Lourmat, Marne-La-valle Cedex1, Francia).

3.4 Purificacion de los productos de amplificacion

En algunos ensayos, los productos de amplificacion fueron purificados
previamente a la hibridacion. Para ello se utilizé el kit comercial PCR Purification Kit
(Jena Bioscience, Alemania). Se afadieron 75 yL de tampén Binding y 50uL de
isopropanol a 25 pL de producto. Se afadieron 100 uL de tampédn de activacién a la
columna de purificacion y se centrifugd 30 s a 10.000 rpm. Se cargd la mezcla en la
columna y se centrifugd de nuevo 30 s a 10.000 rpm. Se anadieron 700 uL de tampdn
de lavado y se centrifugd 30 s a 10.000 rpm. Se centrifugd 2 min a 10.000 rpm.
Finalmente, se transfirio la columna a un tubo estéril y se afiadieron 25 pL de tampodn
de elucién. Por ultimo se centrifugd a 10.000 rpm durante 1 min.

3.5 Genotipado mediante Golden Gate

El genotipado de las muestras fue llevado a cabo por un laboratorio externo,
utilizando la tecnologia Golden Gate (lllumina®, CA). Se basa en la hibridacién de
cebadores especificos a la cadena molde, con una posterior extension de los mismos
y amplificacion por PCR universal. La deteccion se realiza sobre micromatrices. Esta
técnica requiere de 3 dias de trabajo, asi como de 250 ng de muestra inicial. Sin
embargo, permite un multiplexado de hasta 1536 muestras en el mismo chip. Del
grupo de voluntarios estudiado fueron genotipados 12 como homocigotos nativos
(85,71 %), y 2 como heterocigotos (14,29 %) para el SNP rs1799853.

3.6 Genotipado mediante la tecnologia de disco compacto

Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados tanto como sondas como
cebadores no han sido incluidas en el manuscrito debido al caracter innovador de la
propuesta, y por tanto, a la potencial patentabilidad/explotacion del método.

3.6.1. Inmovilizaciéon de las sondas

A la disolucion de tampdn de impresion (50 nM de tampdn carbonato, pH 9.6 y
1% glicerol), se afadié estreptavidina (10 ppm en las sondas a hibridar y 5 ppm en el
control positivo de impresion) y la sonda biotinilada a 100 nM. El control positivo se
afnadié a una concentracién de 15 nM. Mediante un equipo de impresiéon (AD 1500
BioDot, Inc, Irvine, CA), se depositaron gotas de 40 nL de cada disolucién sobre un
DVD, siguiendo un patrén de micromatrices disefiado previamente. La humedad se
mantuvo alrededor del 90% durante el proceso. Por ultimo, el disco fue lavado con
PBS-T y agua y guardado en la nevera a 4 °C hasta su uso.

El patrén de las micromatrices (5%5) disefiado para este ensayo se observa en
la Figura 6. En cada zona se anadieron 5 sondas (5 réplicas). Dos de ellas se
utilizaron como controles positivos: hibridacion (sonda para el producto de
amplificacion de Salmonella) y deteccién (sonda marcada con digoxigena). Las demas
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hibridarian con los productos de amplificacién obtenidos de los tres genes
seleccionados (CYP2C19*17, CYP2C9*2 y VKORC1). En el disco se imprimieron 20
zonas, pudiendo genotipar hasta 10 muestras por disco.

)

Figura 6. Esquema de la matriz de impresion, donde 1: sonda de CYP CYP2C19*17; 2:
sonda de CYP2C9*2; 3: sonda de VKORC1; 4: control positivo de hibridacién; 5: control
positivo de deteccion.

3.6.2. Hibridacion de las muestras

Se prepard una disolucion de 25 uL para cada producto de PCR a hibridar,
compuesta por: SSC (citrato sédico salino, NaCl 150 nM, citrato sddico deshidratado
15 nM, pH 7) 1,5X, 25% de formamida, Denhardt's 2,5X, producto de amplificacién de
muestra de Salmonella 1:20 y agua. Fueron incubadas a 95°C durante 10 min, en hielo
durante 2 min y dispensadas sobre el disco. A continuacién, el DVD fue incubado a
37°C durante una hora. Transcurrido este tiempo, el disco fue lavado con SSC 0,1X y
agua, y secado por centrifugacion.

3.6.3 Revelado y analisis de datos

Para el revelado de las micromatrices se utilizé un anticuerpo primario de oveja
anti-digoxigenina diluido 1:2500 y un anticuerpo secundario anti-oveja, marcado con
peroxidasa de rabano (HRP) en una concentracion 1:100. Ambos fueron diluidos en 1
mL de PBS-T. ElI DVD se dej6é en oscuridad durante 30 min a temperatura ambiente.
Después, se lavo con PBS-T y agua y se secdé. Por ultimo, se afadié 1 mL de TMB
sobre el disco. Tras aproximadamente 3 minutos a temperatura ambiente, se lavo con
agua y se seco.

El DVD se ley6 en el prototipo basado en un lector de DVD, que generd una
imagen por matriz, que serian analizadas después con un software especifico
(Genepix). La velocidad a la que se generan las imagenes es de 4X, es decir, 10
minutos aprox. La senal de los puntos de la matriz utilizada fue la relacién sefal/ruido
(SNR), es decir, la proporcion existente entre la sefial obtenida y el ruido de fondo o
nivel de referencia, el cual se establece en 3 veces la desviacion estandar del ruido
producido por el instrumento. El analisis estadistico de los datos se realizé mediante el
programa GraphPad Prism y SigmaPlot (5% significacion).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1 Principio del ensayo y diseno de los oligonucleétidos

El método de genotipado propuesto y desarrollado en este trabajo se basa en
la amplificacion alelo especifica, seguida de una hibridacion del producto obtenido
sobre una micromatriz de sondas de ADN de cadena simple inmovilizadas en un DVD.
Para llevar a cabo la amplificacién se necesitan tres cebadores diferentes: dos
cebadores especificos de alelo (cebadores directos) y uno comun que actuara como
reverso. Los cebadores especificos de alelo contienen la misma secuencia continua al
SNP de interés y el ultimo nucleétido del extremo 3' es el nucleétido polimdrfico. El
cebador reverso contiene una secuencia complementaria a la hebra seleccionada, de
forma que el producto de amplificacion conste de menos de 200 pb. Ademas, este
oligonucledtido lleva incorporada una secuencia universal en su extremo 5'. Las colas
universales (22-mer) utilizadas son secuencias Unicas, imposibles de encontrar dentro
del genoma humano, que permiten llevar a cabo la hibridacion con las sondas en
condiciones homogéneas para un elevado numero de genes. El método implica llevar
a cabo dos reacciones independientes para la amplificacion de cada muestra de ADN
a estudiar (mutante y nativa). En cada una de ellas se utiliza uno de los cebadores
especificos de alelo, diferenciando las posibilidades alélicas del SNP estudiado.

La deteccién de los productos formados se realizd mediante un ensayo de
micromatrices basado en el biosensado mediante la tecnologia de DVD segun la
metodologia descrita en Tortajada-Genaro (2011). Las experiencias previas en el
grupo de investigacion donde se desarrolld el presente TFG indican que esta
aproximacién presenta ventajas frente a técnicas convencionales como la medida de
la fluorescencia o la electroforesis en gel de agarosa. Por ejemplo, ninguna de estas
dos técnicas tiene una sensibilidad y selectividad equiparable a la hibridaciéon en
micromatrices. Ademas la medida de la fluorescencia puede llevar a un calculo
errébneo, ya que la sefal obtenida también podria corresponder a productos
inespecificos, dimeros de cebadores, etc. Por lo tanto, la hibridacion reune todos los
requisitos para un genotipado fiable.

Para la puesta a punto de este método se seleccioné uno de los SNPs
involucrados en el metabolismo de la warfarina y que modifica su efectividad. EI SNP
CYP2C9*2 (rs1799853) se escogid por su relevancia. La frecuencia poblacional de
cada alelo para el grupo poblacional de residentes en Utah con ancestros provenientes
del norte y oeste de Europa (CEU), recogida en la base de datos del NCBI, esta
mostrada en la Tabla 2. Esta es una poblacién utilizada en el proyecto HapMap,
representativa de la poblacidn europea o caucasica. Con esta informacion, se
disenaron los cebadores especificos de forma que el extremo 3' del FP fuera guanina
(G) en el caso del cebador nativo o adenosina (A), para el mutante.

Tabla 2. Frecuencia alélica del SNP CYP2C9*2. Individuos CEU. Fuente: NCBI.

Gen rs Homocigoto Heterocigoto Homocigoto
nativo (CC) (CT) mutante (TT)
CYP2C9*2 rs1799853 0.792 0.208 0

El disefio de los cebadores para el SNP rs1799853 tuvo en cuenta su auto
complementariedad, la temperatura de hibridacion, hibridacion cruzada entre

20



TFG Teresa Ledn Sala RESULTADOS Y DISCUSION

cebadores y porcentaje de guanina/citosina. Para ello, se emplearon plataformas
informaticas especializadas (OligoCalc, Primer3Plus, Dinamelt web). Ademas, se
eligieron de forma que los cebadores especificos de alelo tuvieran temperaturas de
hibridacion similares para minimizar la amplificaciéon preferencial de alguno de ellos
(Figura 7).

j———

FP _:

ACTTCGTCAGTAACGGACCGGGCTTCCTCTTGAACACA/GGTCCT
| |
| S|
CAATGCTCCTCTTCCCCATCCCAAAATTCGTTCTAGCCTAACCGCC
———— e ———

RP

SONDA

Figura 7. Posicion de cebadores directo (FP) y reverso (RP) con su cola universal (SONDA)
respecto a la secuencia del gen CYP2C9.

Las sondas de la micromatriz se disefiaron incluyendo una secuencia universal,
idéntica a la que contiene el cebador reverso, una secuencia de poli-timina (poli-T) que
sirviera como espaciador y minimizara los impedimentos estéricos con la superficie del
DVD, y una molécula de biotina en su extremo &'. Las secuencias se seleccionaron
para que tuvieran la misma longitud (22-mer) y unos parametros termodinamicos que
permitieran unas condiciones de hibridacién iguales para todas ellas, lo que favorece
el futuro multiplexado empleando esta técnica de genotipado.

4.2 Amplificacion especifica de alelo

Los primeros experimentos fueron dirigidos a estudiar el comportamiento de la
amplificacion alelo especifica PCR-ASA al variar la temperatura de anillamiento en el
programa de termociclado, ya que uno de los factores limitantes de la técnica es
garantizar la union selectiva de los cebadores a la hebra molde de ADN.

El ensayo consisti6 en la amplificacion del SNP CYP2C9*2 con ambos
cebadores especificos de alelo en reacciones independientes (A: mutante y B: nativa),
a temperaturas entre los 51 y 71 °C, utilizando ADN gendmico de individuos con
diferentes genotipos. Los productos obtenidos fueron medidos por fluorescencia, y los
resultados obtenidos quedan reflejados en la Figura 8.

A temperaturas bajas (<61,0 °C), la amplificacién fue elevada debido a la
inespecificidad, es decir, la temperatura permitia la unién de ambos cebadores al ADN
molde. A las temperaturas mas altas (>66,5 °C) se restringia en exceso dicha union,
no obteniendo amplificacion en ninguna de las dos reacciones. Se observé un intervalo
de temperaturas entre 62,0 y 66,0 °C, dentro del cual se producia un anillamiento y
consecuente amplificacion selectiva.
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Figura 8. Representacion grafica de las medidas de fluorescencia obtenidas de la PCR-ASA en
gradiente de temperaturas para el SNP CYP2C9*2 en dos individuos con distinto genotipo.
Reacciones A: reacciones de amplificacion con el cebador especifico de alelo mutante (A).

Reacciones B: reacciones de amplificacion usando el cebador especifico de alelo nativo (B).

Cuadro marcando el rango de temperaturas 6ptimo para la discriminacion. Nimero replicas = 3.

A temperaturas bajas (<61,0 °C), la amplificacién fue elevada debido a la
inespecificidad, es decir, la temperatura permitia la unién de ambos cebadores al ADN
molde. A las temperaturas mas altas (>66,5 °C) se restringia en exceso dicha union,
no obteniendo amplificacion en ninguna de las dos reacciones. Se observé un intervalo
de temperaturas entre 62,0 y 66,0 °C, dentro del cual se producia un anillamiento y
consecuente amplificacion selectiva.

Puesto que la fluorescencia no aporta la suficiente informacion en relacién a la
especificidad del proceso, se llevd a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 3%
con los productos formados. El objetivo era comprobar que no existieran productos
inespecificos (ej. dimeros) que hubieran modificado la sefial de fluorescencia.
Mediante esta técnica se comprobd que la banda correspondiente a los fragmentos
amplificados era del tamafo esperado (111 pb) segun el disefio de los cebadores y
que ningun otro subproducto habia sido producido (Figura 9). Para algunos pacientes,
ademas, existia una buena discriminacién entre genotipos.

Homocigoto |Heterocigoto
Nativo

Figura 9. Imagen de los productos de PCR-ASA a 64°C del SNP CYP2C9*2 para los dos tipos
de genotipo posibles. Tamafo calculado mediante el patron de peso molecular exACTGene
50bp Mini DNA Ladder.
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Se llevo a cabo la hibridacion de los productos obtenidos, pero en ningln caso
se obtuvo senal neta, ya que la respuesta fue comparable al fondo de la micromatriz.
Puesto que ya se habia comprobado la existencia de producto, la hipotesis planteada
fue que no se detectaban por un exceso de cebadores que interferian con la
hibridacion. Esto se debe al disefio de las sondas y cebadores. Tanto el cebador
reverso como la sonda contienen la misma secuencia universal para evitar la
hibridacion sonda-cebador. Sin embargo, esto puede provocar competitividad entre
cebador reverso y sonda por el producto (hebra directa). Un exceso de cebadores se
uniria al producto amplificado, limitando asi su hibridaciéon con la sonda y provocando,
por tanto, pérdida de sefial e informacion.

4.3 Integracion de la PCR-ASA e hibridaciéon

Se probaron cuatro aproximaciones que favorecieran la amplificacion y/o
hibridacion del producto diana.

A) Purificacion del producto de la PCR-ASA

El objetivo era eliminar el exceso de cebadores y posibles impurezas de la
amplificacion que pudieran estar interfiriendo con la uniéon sonda-producto. Para ello se
purificaron los productos utilizando una columna de silice en presencia de sales
caotrépicas. El fundamento de esta técnica reside en la membrana de silice, que
interacciona con mayor o menor fuerza con las moléculas de ADN, dependiendo de la
concentracién de sales presente en la preparacion. En las condiciones de trabajo
iniciales, los acidos nucleicos interaccionan con el soporte, mientras que el resto de
componentes presentes en la disolucion no se retienen y son eliminados.
Posteriormente, el producto de amplificacion purificado es eluido de la columna de
forma diferenciada de los cebadores (oligonucleétidos de pequefio tamano).

La inclusion de esta etapa de purificacion originé senal especifica relacionada con la
hibridacion del producto con las sondas inmovilizadas en el disco. En la Figura 10 se
muestran, a modo de ejemplo, los valores de sefial SNR obtenidos al hibridar el
producto de la amplificacion mutante (A) y el de la nativa (B) de un individuo
heterocigoto (AB). Se observa también, tal y como se registr6 en los datos de
fluorescencia, que la reaccion B esta mas favorecida que la reaccion A. Estas
diferencias pueden relacionarse con la interaccion entre el cebador A (nucledtido
especifico=adenina) y la cadena de ADN (nucleétido polimdrfico=timina). Esta unién es
mas débil y puede conllevar un menor rendimiento de esta amplificacion.

El test estadistico t entre ambas condiciones indicé que dicha diferencia no era
significativa (p valor: 0,7230). Sin embargo, el principal inconveniente de afadir la
etapa de purificacion al proceso es la pérdida intrinseca de producto (hasta un 40%),
aumento del tiempo de analisis y encarecimiento del ensayo.
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Figura 10. Sefiales de hibridacion de los productos de amplificacién de un individuo
heterocigoto para el SNP CYP2C9*2 con ambos cebadores especificos independientemente.
ns= diferencias no significativas segun test estadistico t. Numero réplicas=>5.

B) PCR-ASA con baja concentracion de cebadores

Se realizé un ensayo utilizando una concentracion de cebadores menor
(inferiores a 300 nM). De esta forma se limitaba la cantidad de cebador en exceso, lo
que minimizaria la interferencia con las sondas de hibridacién sin necesidad de una
purificacion. En la Figura 11A se observa una disminucién de producto amplificado
proporcional al descenso de la concentracion de cebadores empleada, aunque el
rendimiento de amplificacion fue suficiente para originar producto detectable mediante
fluorescencia. Pero al hibridar estos productos, se registro respuestas positivas para la
reaccion nativa (B) y negativas para la reaccién mutante (A) (Figura 11B). Por lo tanto,
a pesar de las expectativas que ofrecia, esta aproximacién no permitio el genotipado.

Los resultados obtenidos sugirieron que todavia existia un exceso de los
cebadores A interfiiendo con la hibridacién, ya que esta reaccidon posee un
rendimiento inferior a la B.
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Figura 11. A) Sefal de fluorescencia neta del producto de amplificaciéon de un individuo
heterocigoto con diferentes concentraciones de cebadores. B) Sefial de hibridacion de la
amplificacion de un individuo homocigoto nativo con diferentes concentraciones de cebadores.
Numero réplicas=5.

C) PCR-ASA asimétrica

Esta variante de la amplificacion consistio en utilizar una menor concentracion
de RP mientras que se mantenia elevada y constante la del FP. El objetivo era
favorecer la amplificacion de la hebra directa, que es la hebra complementaria a la
sonda. Esta aproximacién mantenia alta la concentracion de FP, favoreciendo la
generacion de producto especifico, pero al disminuir la concentracion de RP, se
reducia la competitividad del cebador y la sonda por el producto de PCR.

Se realizd la amplificacion PCR-ASA de ADN gendmico procedente de
pacientes con genotipo heterocigoto, manteniendo la concentracion del FP a 300 nM.
Como se puede observar en la Figura 12, se obtuvieron hibridaciones positivas para
ambas reacciones cuando la concentracion de los FP fue 200 nM o inferior. Por lo
tanto, esta aproximacion era valida.
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Reaccion &
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Figura 12. Sefales de hibridacion de los productos de PCR-ASA asimétrica de un individuo
heterocigoto. Concentraciéon de cebador directo=300 nM. Numero réplicas=>5.
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D) Combinacién de PCR-ASA y PCR universal

Consiste en la concatenacion de dos procesos de amplificacion: unos ciclos
iniciales de amplificacién alelo selectiva seguidos de unos ciclos de amplificacion
universal (Figura 13). Para este método propuesto se necesitaban 6 cebadores (3 por
cada etapa). En la PCR especifica de alelo, se utilizaron dos oligonucleétidos como
cebadores delanteros (FP-A y FP-B) y uno como cebador trasero (RP). Sus
secuencias eran las mismas que en el procedimiento anteriormente descrito salvo que
se les habia afiadido colas genéricas en sus extremos 5'. Estas secuencias eran
diferentes entre los tres oligonucledtidos. Para la amplificacion universal, se utilizaban
tres cebadores (dos directos y uno reverso) que reconocieran las secuencias de las
colas que habian sido incorporadas en el producto de amplificacion durante la primera
amplificacion. Ademas, estos cebadores se ddisenan para que las temperaturas de
fusién entre ambos conjuntos fueran diferentes. Por lo tanto, el objetivo de esta doble
amplificacion era disminuir la cantidad de cebador especifico sin disminuir el
rendimiento de amplificacién y valido para un futuro ensayo multiplexado (varios
SNPs).

Amplificacién = i
especifica

- U_FP

) ) uU_Rp
Amplificacion
universal

=

n

Figura 13. Esquema de la amplificacion PCR-ASA seguida de una amplificacion universal;
donde U=secuencia universal, FP=cebador directo, RP=cebador reverso, S=sonda,
U_FP=cebador directo universal, U_RP=cebador reverso universal, n1=nuimero de ciclos de
amplificacion especifica y n2=numero de ciclos de amplificacion universal.

Todos los cebadores fueron afadidos en la mezcla de reaccion inicial. La
concentracion de los cebadores universales (300 nM) fue notablemente mayor a la de
los especificos. Respecto al programa de termociclado, se fijé a 35 ciclos , variando la
distribucion de ciclos entre ambos tipos de amplificacién. Las temperaturas de
anillamiento fueron 64,0 y 56,0 °C, seleccionadas en funcién de las temperaturas de
fusién de ambos conjuntos de cebadores.

Se estudiaron dos variables: concentracion de cebadores especificos y nimero
de ciclos de cada etapa (n1: especifica y n2: universal). Se estudié un rango de
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concentracién de cebadores entre 1 nM y 150 nM, con n2 igual a 0, 25 y 30 ciclos.
Tras realizar la hibridacion, se obtuvieron los datos mostrados en la Figura 18. Se
observd que la concentracion 6ptima de cebador especifico era 50 nM, debido al
rendimiento obtenido y su capacidad de discriminacion (Fig. 14A). Ademas, n1=5 fue
suficiente para obtener un buen rendimiento de ampilificacién, siendo compatible con la
posterior hibridacion (Fig. 14B). También se observaron las diferencias entre las
reacciones Ay B.

A)
60 T
30 --

40 1

SMNR
W
[

f

_|

Reaccion &

Aol
0 1 == Reaccion B

A - o

Concentracion de cebadores especificos de alelo [nM)

B)

60

50

@ Reaccion A

M Reaccion B

0 25 30

Namero de ciclos universales

Figura 14. A) Senales SNR para diferentes concentraciones de cebadores especificos de alelo,
realizando 25 ciclos universales de amplificacion de un individuo homocigoto nativo. B) Sefales
SNR obtenidas tras realizar distinto nUmero de ciclos universales en cada caso, utilizando 50
nM de cebador especifico durante la amplificacién de un individuo homocigoto nativo. Numero
réplicas=>5.
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E) Comparacién de estrategias

Se compararon los resultados obtenidos por las distintas aproximaciones
ensayadas para la integracion de la PCR-ASA con el método de hibridacion. En la
Figura 15 se muestran las relaciones SNR del ensayo de micromatrices obtenidos a
partir de ADN gendmico de un paciente heterocigoto para el SNP en estudio.
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Productosde Productosde Baja PCR-ASA PCR-ASAY
PCR-ASA no PCR-ASA  concentracion asimétrica  PCRuniversal
purificados  purificados  de cebadores

SNR

Figura 15. Sefiales SNR obtenidas con las mejores condiciones de cada una de las
aproximaciones utilizadas para la integracién de la PCR-ASA con la hibridacién. Individuo
heterocigoto. Numero réplicas=>5.

El analisis de la varianza (ANOVA) indicé que existian diferencias significativas
en las respuestas registradas en funcion de la técnica utilizada (p-valor reacciones A:
< 0.0001; p-valor reacciones B: < 0.0001). Ni los productos de PCR-ASA del protocolo
inicial ni la estrategia basada en el descenso de cebadores ofrecen una sefal
detectable para ambos alelos, siendo comparable al fondo de la micromatriz (test
estadistico t: p-valor>0,05). Con el resto de aproximaciones, se consiguen senales
SNR muy superiores al limite de cuantificacion del biosensor (SNR=10), pudiéndose
utilizar cualquiera de ellas para el genotipado, siendo las mayores sefales para la
PCR-ASA seguida de PCR universal. No obstante, la aproximacion que ofrece sefiales
equivalentes en ambas reacciones para un individuo heterocigoto es la PCR-ASA
asimétrica. Por lo tanto, la PCR-ASA asimétrica fue la técnica seleccionada para la
amplificacion del SNP CYP2C9*2 y su posterior hibridacion.

Ademas, los experimentos realizados a partir de ADN gendémico de individuos
homocigotos nativos (CC) y heterocigotos (CT) indicaron que era posible discriminar
entre ambos genotipos mediante esta técnica.
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En la Figura 16A se puede observar el esquema general del método propuesto
en el presente TFG. Se llevan a cabo dos reacciones independientes para la
amplificacion de cada muestra de ADN a estudiar. En cada una de ellas se utiliza uno
de los cebadores especificos de alelo. De esta forma, afiadiendo cada producto sobre
una micromatriz diferente, se puede genotipar al individuo por presencia o ausencia de
hibridaciéon con la sonda correspondiente, si el valor SNR obtenido tras el procesado
de las imagenes capturadas es superior al valor limite. En la Figura 16B se observan

las imagenes obtenidas para cada uno de los genotipos estudiados para el SNP
rs1799853.
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Figura 16. A) Esquema disefiado para este trabajo de la amplificacion especifica seguida de la
hibridacién en disco. B) Imagenes del disco correspondientes al genotipo homocigoto y
heterocigoto para CYP2C9*2, obtenidos tras la amplificacion independiente de las muestras
con cada par de cebadores especificos. Reaccidn A=reacciéon mutante. Reaccion B=reaccion
nativa. Esquema de la micromatriz:ver Figura 6.

4.4 Adicién de bloqueante.

En los experimentos anteriores, aunque era posible el genotipado, cuando se
analizaron individuos homocigotos se detectaba una sefal residual en la reacciéon no
especifica, que tedricamente deberia ser nula. Estos problemas son comunes en los
meétodos de genotipado, debido a una amplificacion inespecifica ocurrida por errores
de la ADN polimerasa o uniones inespecificas entre cebador y cadena molde. Para
minimizar este efecto, se utilizan cocientes de respuesta entre la variante mutante y la
nativa, o herramientas de busqueda de patrones con programas estadisticos en la
asignacion de genotipos (Rojas, 2012).

En este TFG, se estudidé la posibilidad de anadir un oligonucleétido sintético
que disminuyera la amplificacion inespecifica con el propdsito de mejorar la
discriminacion alélica a nivel de SNP. Este oligonucleétido se uniria a la hebra de
ADN, interfiriendo asi con el cebador inespecifico, de forma que la polimerasa no
podria llevar a cabo la elongacién. De esta forma se beneficiaria la union del cebador
especifico de alelo, favoreciendo su amplificacion. Esta técnica de bloqueo se ha
utilizado para favorecer la amplificacion de secuencias raras en mezclas complejas
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(Vestheim y Jarman, 2008), para catalogar muestras antiguas de ADN (Boessenkool et
al., 2012), detectar mutaciones minoritarias en muestras clinicas (Milbury et al., 2009),
o para aislar fragmentos genémicos adyacentes a secuencias conocidas (Bae y Sohn,
2010).

4.4.1 Diseno del bloqueante

La secuencia del bloqueante es idéntica a la secuencia mas préxima al SNP,
tanto hacia el extremo 5' como al 3'. Es decir, el bloqueante contiene los nucleétidos
que flanquean al SNP por ambos extremos, encontrandose el SNP en el centro.
Respecto al cebador utilizado en la PCR-ASA al que se pretende bloquear, tan solo
coinciden en los ultimos 7 nucledtidos del extremo 3', que seran los primeros de la
secuencia del bloqueante. Se eligio este disefio por favorecer una mayor
desestabilizacion termodinamica en el duplex formado, mejor que si el SNP quedara
en el extremo del bloqueante.

Se escogieron oligonucledtidos de una longitud de 13 nucledtidos con el fin de
no aportar demasiada estabilidad al bloqueante. En caso contrario podria llegar a
interferir con la union del cebador especifico y minimizar el rendimiento de la
amplificacion.

Se disenaron dos bloqueantes, uno para bloguear la reaccién de amplificacion
del alelo nativo y otro para la del mutante. Ya que solo se diferencian en un nucleétido,
sus Tm solo diferian en 2°C. Esto supone que tendrian la misma tendencia de bloqueo
y se podria llevar a cabo ambas reacciones simultaneamente. En la Figura 17 se
observa el resultado esquematizado del efecto de uno de los bloqueantes sobre su
respectiva reaccion de amplificacion.

FP_A

Blogueante A

E i—
Mo ' e

amplificacion |

Figura 17. Esquema del funcionamiento de la adicion del bloqueante A (mutante) a la reaccién
de amplificacion A (mutante). FP_A=cebador directo A, RP=cebador reverso, S=sonda.

LA

Los oligonucledtidos bloqueantes presentaban una modificacion 2',3'-
dideoxicitidina (ddC). La deoxicitidina es una citosina unida a una desoxirribosa. Como
se puede apreciar en la figura, a diferencia de la deoxicitidina, la ddC carece, ademas
del grupo 2'-OH y del 3'-OH del azucar (Figura 18). En un acido nucleico, este grupo
es esencial tanto para la unién de la ADN polimerasa como para la elongacion de la
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cadena durante la replicacion, ya que es en este extremo donde se unira el grupo
fosfato proveniente del trifosfato unido al siguiente nucledétido. Al crear un bloqueante
de la misma naturaleza que un cebador pero con esta modificacion en el extremo 3/,
se consigue bloquear la amplificacion.
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Figura 18. A) Representacion quimica de la molécula deoxicitidina. B) Representacién quimica
de la molécula dideoxicitidina (ddC).

4.4.2 Estudio del efecto del bloqueante

Se realizé un ensayo inicial comparando la adicion del bloqueante y el efecto
de la temperatura. La relacion de concentraciones entre bloqueante y cebador fue 3,3
(500:150). Se escogiod el rango de temperaturas que incluyera la temperatura 6ptima
de discriminacién observada en los ensayos anteriores (56 - 67°C). Este experimento
se llevo a cabo para el genotipado de un individuo homocigoto nativo (BB), anadiendo
el bloqueante mutante (bloq. A) a la reaccion de amplificacion del alelo mutante (reac.
A), y el bloqueante nativo (blog. B) a la reaccién de amplificacion nativa (reac. B)
(Figura 19).
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Figura 19. Sefal de fluorescencia obtenida en funcién de la temperatura de fusion utilizada en
la amplificacién por PCR-ASA de un individuo homocigoto nativo (BB) para el SNP rs1799853.
A: alelo mutante. B: alelo nativo. Reacciones de amplificacion A y B: [cebador]=150 nM,
[bloqueante]=500 nM. Bloqueantes A y B afadidos, por separado, en ambas reacciones.
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No se observd una disminucién significativa de la amplificacion del alelo
mutante al afadir el bloqueante mutante a su reaccion de amplificacion (test t: p-valor=
0,4055), ni tampoco al afadir el bloqueante nativo a la reaccion de amplificacion
mutante (test t: p-valor= 0,1816). En el caso de la reaccién nativa, no se observaron
diferencias significativas al anadir el bloqueante mutante respecto a la amplificacién
sin bloqueante (test t: p-valor= 0,5756), pero si se fue destacable la adicion del
blogueante nativo a esta misma reaccion (test t: p-valor= 0,0140). Sin embargo, tal y
como se puede observar en la Figura 20, los datos obtenidos no fueron reproducibles.

Se estudié el efecto de la concentracién del bloqueante variando Ia
concentracion de cebador, hasta un ratio de concentraciones (bloqueante:cebador) de
5, a la temperatura de fusion del bloqueante, 38 °C (Figura 20). Bajo estas
condiciones, tedricamente mas favorables para el bloqueante, tampoco se observaron
cambios en la amplificacién, ya que tanto a ratio 0 como a 5 se obtuvieran niveles
similares de sefal. Es posible que, al tratarse de un individuo homocigoto nativo y
tratar de bloquear el propio alelo mayoritario, el niumero de copias amplificadas desde
un momento inicial fue muy elevado y el efecto del bloqueante no fue suficiente como
para detectar cambios.
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Figura 20. Sefnal de fluorescencia obtenida tras la PCR-ASA de un individuo homocigoto nativo
(BB) del SNP rs1799853 en funcioén del ratio bloqueante:cebador para la reaccion nativa, con
unos ratios entre 0 y 5. n=10

A) Amplificaciéon especifica a altas temperaturas

En este apartado, el objetivo era reducir al maximo aquellas sefales residuales
de la amplificacion inespecifica, con el fin de aumentar las diferencias entre las
sefales para ambas reacciones y asegurar un correcto genotipado. Para ello, se
afnadio el bloqueante mutante (A) a la reaccién de amplificacién del alelo mutante (A)
de un individuo homocigoto nativo (BB).
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En primer lugar, se hizo un estudio combinado de la concentracién del
bloqueante y del efecto de la temperatura (Figura 21). El ratio bloqueante:cebador
llegé hasta 6,6 y el rango de temperaturas de trabajo fue entre 56 y 67 °C.
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Figura 21. A) Sefial de fluorescencia en funcién de la temperatura de anillamiento y del ratio
blogueante A:cebador A anadido a la mezcla de reaccion para un paciente homocigoto nativo
(BB). B) Electroforesis en gel de agarosa 3% de algunos productos de la amplificacion
anterior.T?=56°C 1) Marcador de peso molecular. exACTGene 50bp Mini DNA Ladder 2)
Producto con ratio 0. 3) Producto con ratio 1,66. 4) Producto con ratio 3,33. 5) Producto con
ratio 6,66.

La Figura 22A muestra que no hay efecto del bloqueante, independientemente
de la temperatura de trabajo y del ratio bloqueante:cebador utilizado. No se observan
diferencias notables entre los diferentes casos. Dado que la fluorescencia podria
provocar una pérdida de informacion, se realizé una electroforesis en gel de agarosa
3%. De este modo se comprobaria que las unidades de emisién detectadas
correspondian al producto o a otros subproductos inespecificos. En la Figura 22B se
puede ver que existe una disminucion en la intensidad de la sefal observada.

Tomando como temperatura de trabajo 59°C, se realizé un segundo ensayo
donde las variables a optimizar eran la cantidad de cebadores alelo especificos y de
blogueante anadido. Se estudi6 la reaccién mutante (A) con el bloqueante mutante (A)
en un individuo homocigoto nativo (BB) para el gen CYP2C9*2. Los resultados
obtenidos se pueden apreciar en la Figura 22, donde se observa un aumento de la
sefal con la concentracion de cebadores, pero ningun efecto del bloqueante.
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Figura 22. Sefal de fluorescencia en funcion de la concentracion de cebadores especificos y
de bloqueante mutante anadidos a la reaccion PCR-ASA para el genotipado de un individuo
homocigoto nativo. ND: dato no disponible. Numero réplicas=10.

B) Amplificacion especifica a bajas temperaturas

Se escogieron aquellas condiciones de amplificaciéon que pudieran favorecer
mas la efectividad del bloqueante frente a la amplificacién alelo especifica. La
temperatura de anillamiento de cebadores en la amplificacion se fijo en 38°C,
correspondiente a la media entre las temperaturas de fusién de los dos bloqueantes
para el gen CYP2C9*2 (bloqueante A Tm=40°C; bloqueante B Tm= 36°C). La
concentracién de cebadores se establecido en 100 nM, puesto que nos permitia seguir
teniendo un alto rendimiento de amplificacion al mismo tiempo que se podia mantener
el ratio bloqueante:cebador ahorrando en reactivos. De esta forma, se realizaron dos
ensayos independientes: uno con el bloqueante mutante afiadido a las dos reacciones
de amplificacion, y otro con el bloqueante nativo sobre ambas reacciones y las mismas
condiciones, tal y como se muestra en la Figura 23.
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Figura 23. Sefal de fluorescencia obtenida tras la amplificacion de un individuo homocigoto

nativo (BB) para el SNP rs1799853, afiadiendo los dos bloqueantes en ambas reacciones
independientemente. T anillamiento=38°C. [cebadores]=100 nM.
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En este caso tampoco se observo ningun efecto del bloqueante. Cabe destacar
que también se realizd una electroforesis en gel de agarosa 3%, incluyendo todos los
productos de las cuatro reacciones. Mientras que los productos B seguian
presentandose como una banda intensa pese a la adicion de bloqueante B, las bandas
A eran muy débiles desde el principio y no se veian cambios por mas bloqueante A
que se anadiera.

C) Propuestas de mejora

En los ensayos realizados con el bloqueante no se han obtenido resultados
robustos. Sin embargo, es una técnica bien establecida para similares aplicaciones.
Por ello, son necesarios mas ensayos con el fin de encontrar aquellas condiciones que
favorezcan la efectividad del bloqueante, por ejemplo, continuar los estudios de
temperatura y concentracion, tanto individualmente como combinados.

En caso de no ver influencia alguna, se podria disefiar un bloqueante de mayor
longitud. De esta manera, habria una mayor competencia con el cebador por la union
a la hebra.

Por ultimo, consideraria la opcién de disefiar un bloqueante modificado. Por
ejemplo, un péptido de acidos nucleicos podria mejorar la estabilidad del duplex, hasta
el punto de interferir completamente con el cebador. Dicho péptido esta formado por
una serie de acidos nucleicos unidos por enlaces peptidicos, lo cual le otorga carga
neutra. Esta estructura favorece que se una a la hebra simple de ADN con una alta
afinidad y especificidad (Murdock et al., 2000). Otra opcién seria elegir un acido
nucleico bloqueado, consistente en un acido nucleico biciclico. Es un tipo de
blogqueante que ha presentado una altisima afinidad de hibridacién con hebras
complementarias tanto de ADN como de ARN, y que no permita la elongacién de la
cadena (Karkare y Bhatnagar, 2006).

4.5 Extension a otros genes

Demostrado para el SNP modelo, se valord la capacidad de la técnica para el
genotipado simultaneo de tres SNPs en genes relacionados con el metabolismo de la
warfarina. Junto al rs1799853, se incluy6 VKORC1 (rs9923231) y CYP2C19*17
(rs12248560).

El primer paso fue comprobar la selectividad en la hibridacién del producto del
rs 1799853 en presencia de las sondas disefadas que reconocen los productos de
amplificacion de los otros SNPs. En la Figura 24 Bse muestran las imagenes
correspondientes a las micromatrices correspondientes a un individuo heterocigoto
para CYP2C9*2. Se observan respuestas positivas para los controles y para la sonda
especifica del rs1799853. La sefial registrada en los puntos de la micromatriz
correspondientes a las sondas especificas para rs9923231 y rs12248560 es
comparable al fondo. Puesto que no se observa reactividad cruzada de las sondas, se
demostro que podia llevarse a cabo la hibridacién de los productos de los tres genes,
simultaneamente.
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Figura 24. Esquema de la micromatriz (véase Figura 6) e imagenes de disco obtenidas
de la hibridacion de un individuo heterocigoto para CYP2C9*2. A=Reacciéon mutante.
B=Reaccién nativa.

En el presente TFG, también se realizaron los primeros experimentos para la
optimizacion de la amplificacion PCR-ASA de los SNPs diana presentes en los genes
CYP2C19*17 y VKORCH1. La Figura 25 corresponde al estudio de la temperatura de
anillamiento efectiva para el conjunto de cebadores correspondiente a VKORC1. Se
observd que la temperatura éptima era 64 °C, lo que favorecia en gran medida un
posible multiplexado con CYP2C9*2.
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Figura 25. Representacion grafica de las medidas de fluorescencia obtenidas de la PCR-ASA
en gradiente de temperaturas del SNP VKORC1 en dos individuos con distinto genotipo.
Reacciones A: reacciones de amplificacion con el cebador especifico de alelo mutante (A).
Reacciones B: reacciones de amplificacion usando el cebador especifico de alelo nativo (B).
Cuadro marcando la temperatura 6ptima para la discriminacion. Niumero replicas = 3.

Considerando los resultados obtenidos en el presente TFG, los siguientes
pasos serian la optimizacién de las aproximaciones PCR-ASA estudiadas (sin o con
bloqueante) y corroborar que son adecuadas para los tres genes, en términos de
reproducibilidad y exactitud en el genotipado. Para ello, se establecerian las
prestaciones analiticas del método.Finalmente, se llevaria a cabo la validacion con
muestras de pacientes, requisito indispensable para que el método pueda ser
implantado en la practica clinica.
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5. CONCLUSIONES
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El principal objetivo de este trabajo ha sido alcanzado, puesto que se han
logrado discriminar los genotipos posibles para el polimorfismo rs1799853 presente en
el gen CYP2C9*2 mediante un método basado en la extensiéon de cebadores alelo
especificos combinado con un ensayo de hibridacién sobre micromatrices en DVD.
Las principales conclusiones son:

- La PCR-ASA asimétrica es la mejor aproximacién para la amplificacion alelo
especifica del ADN gendmico y su posterior hibridacién en un formato universal en
DVD, logrando disminuir el exceso de cebadores que interferia con dicho proceso.

- En las condiciones estudiadas, no se ha observado mejora en la discriminacion por la
adicion de un bloqueante en la mezcla de reaccion de la PCR- ASA.

- Aunque es necesario seguir investigando, el método de genotipado propuesto
promete ser una herramienta rapida, compacta, portatil, barata y versatil capaz de ser
implementada en la practica clinica de hospitales y centros de salud. Debido a estas
prestaciones, seria potencialmente util en la medicina personalizada de pacientes con
enfermedades tromboembdlicas tratadas con el anticoagulante warfarina.
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