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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AKT: Gen que codifica la proteina AKT también llamada PKB, proteina cinasa B.
APC: (Adenomatous Polyposis Coli). Gen APC, Poliposis Adenomatosa Colorrectal
APS: Adenosin 5'-fosfosulfato.

ASCO: (American Society of Clinical Oncology). Sociedad Americana de Oncologia
Clinica.

ATP: Adenosin trifosfato.

AVA: (Amplicon Variant Analyzer). Programa desarrollado por Roche para el
procesado de datos.

BOND: Estudio aleatorizado en el que se observo la combinacion de cetuximab +
irinotecan

BRAF: Gen que codifica la proteina BRAF, proteina de la familia de cinasas serina-
treonina.

CCD: (Charge-coupled device). Dispositivo de carga acoplada.

CCR: Céancer colorrectal.

CCRM: Céancer colorrectal metastasico.

cDNA: ADN complementario. Es una hebra de ADN de doble cadena, una de las
cuales constituye una secuencia totalmente complementaria del ARN mensajero a
partir del cual se ha sintetizado.

CELIM: Estudio donde se ha analizado la tasa de respuestas y de resecabilidad de
metéstasis hepéticas en pacientes tratados con cetuximab mas FOLFOX6 o
FOLFIRI.

CLIA: (Clinical Laboratory Improvement Amendments). Enmiendas de Mejora de
Laboratorio Clinico.

CMS: (Consensus Molecular Subtypes). Consenso Molecular de Subtipos de Cancer
Colorrectal.

CPNCP: Cancer de pulmén de célula no pequefia.

CRAF: Gen que codifica la proteina CRAF, proteina de la familia de cinasas serina-
treonina.

CRYSTAL: (cetuximab combined with irinotecan in first-line therapy for metastatic
colorectal cancer). Estudio que comparaba FOLFIRI con FOLFIRI mas cetuximab en
pacientes con CCRM en primera linea de tratamiento.
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ABREVIATURAS

CV: Coeficiente de variacion, mide la dispersion o variacion de nuestras medidas,
frente a la media de éstas.

DCC: (Detected in Colorectal Carcinoma). Gen DCC, Detectado en Carcinoma
Colorrectal

ddNTPs: didesoxinucledtidos.

DMSO: Dimetil sulfoxido.

EGF: (Epidermal Growth Factor). Factor de crecimiento epidérmico

EGFR: (Epidermal Growth Factor Receptor). Receptor del factor de crecimiento
epidérmico.

EMEA: Agencia Europea de Medicamentos.

EPIC: Estudio que compara irinotecan en monoterapia vs irinotecan con cetuximab.
EPMA: Asociacion Europea de la Medicina Predictiva, Preventiva y Personalizada.
ErbB: Familia de cuatro receptores: HER-1 (EGFR), HER-2 (neu/erb B2), HER-3 y
HER-4.

ERK: (Extracelular signal-regulated kinase). Cinasa regulada por sefales
extracelulares.

ESMO: (European Society for Medical Oncology). Sociedad Europea de Oncologia
Médica.

FDA: (Food and Drug Administration). Administracién de alimentos y medicamentos.
FFPE: (Formalin Fixed Paraffin Embedded). Muestras embebidas en parafina fijadas
en formol.

FOLFIRI: (FOL: Folinato, F: Fluoruracilo, IRI: Irinotecan) Tipo de quimioterapia
combinada que se usa en el tratamiento de cancer colorrectal.

FOLFOX: (FOL: Folinato, F: Fluoruracilo, OX: oxaliplatino). Tipo de quimioterapia
combinada que se usa en el tratamiento de cancer colorrectal. Hay varios regimenes
FOLFOX diferentes.

Gb: Gigabase.

GDP: Guanosin difostato.

GEF: Factor intercambiador de nucleoétidos de guanina.

GTP: Guanosin trifosfato.



ABREVIATURAS

ISFET: (lon Sensitive Field Effect Transitor). Transistor de efecto campo sensible a
iones.

KRAS: (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog). Gen V-Ki-ras2. Homélogo del
oncogén viral del sarcoma de Kirsten.

LOD: (lower limit of detection). Limite inferior de deteccion.

MAPK: (Mitogen actived protein kinase). Via de las proteinas cinasas activadas por
mitégenos.

MEK: Enzima codificada en humanos por el gen MAP3K1.

MID: (Multiplex identifier). Secuencia de 10 nucledtidos que es identificadora
especifica de cada individuo, para la plataforma JR 454/Roche.

MITF: Factor de transcripcion asociado a microftalmia.

mTOR: (mammalian Target of Rapamycin). Gen que codifica una proteina llamada la
diana de rapamicina en células de mamifero.

MYC: Familia de protooncogenes compuesta por varios miembros (L-myc, N-myc y
c-myc). Se encuentran en las células normales y codifican proteinas del nucleo de la
célula que se unen al ADN y facilitando su transcripcion.

NaOH: Hidroxido sodico.

NGS: (Next Generation Sequencing). Secuenciacién de Nueva Generacion.

NRAS: Homoélogo del oncogén del virus del neuroblastoma.

OPUS: Estudio en fase Il aleatorizado que comparaba FOLFOX4 + cetuximab frente
a FOLFOX4.

P53: Gen P53 o gen TP53, gen que codifica una proteina de 53KDa, llamado
también guardian del genoma.

Pb: Pares de bases.

PCR: (Polymerase Chain Reaction). Reaccion en cadena de la polimerasa, es una
técnica de biologia molecular desarrollada en 1983 por Kary Mullis. Su objetivo es
obtener un gran nimero de copias de un fragmento de ADN.

PIK3CA: Gen que codifica la fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-cinasa o fosfoinositida-
3-cinasa (PI3K).

PRIME: (Panitumumab Randomized trial in combination with chemotherapy for
Metastatic colorectal cancer to determine Efficacy). El ensayo clinico PRIME es un

estudio global, multicéntrico y aleatorizado de Fase 3 disefiado para evaluar Vectibix
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ABREVIATURAS

méas FOLFOX en comparacion con FOLFOX en pacientes con CCRM metastasico y
KRAS wit.

PTEN: Gen que codifica la enzima fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa.

RAF: Proto-oncogén serina / treonina-proteina cinasa

RAS: Gen que codifica para la proteina RAS que es una proteina G monomeérica,
GTPasa con actividad reguladora GTP-hidrolasa.

SBS: (Sequencing By Synthesis). Secuenciacion por sintesis.

SD: Desviacion estandar.

SEAP: Sociedad Espafiola de Anatomia patoldgica.

SEOM: Sociedad Espafiola de Oncologia Médica.

SFF: Archivos de datos estandar de formato de diagrama de flujo.

SMRT: (Single Molecule Real Time Sequencing). Secuenciacién a tiempo real de
una unica molécula de ADN.

Tm: (Temperature Melting). Temperatura de fusion del ADN, en la cual las dobles
hebras de ADN se separan en solucion en dos hebras completamente
independientes. En nuestro caso es la temperatura a la cual el ADN molde esta
separado, pero permite la union de los cebadores.

TGFR: Factor de crecimiento transformante beta. Ruta que afecta a varias etapas
celulares como el crecimiento, diferenciacion celular, el proceso de apoptosis y la
homeostasis celular.

WNT: Via de transduccion de sefiales al exterior de la célula.

WT: (Wild-Type). Tipo salvaje. Se considera como alelo salvaje o silvestre a la
primera variante alélica descrita de un gen.

ZMW: (Zero Mode Waveguide). Guia de onda de modo cero.
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RESUMEN

DESARROLLO DE UN SISTEMA DE DETECCION DE MUTACIONES
SOMATICAS DE INTERES CLINICO MEDIANTE SECUENCIACION MASIVA EN

MUESTRAS ONCOLOGICAS

INTRODUCCION. La descripcion de los mecanismos moleculares de algunos de
los tumores mas frecuentes ha permitido el desarrollo de nuevos farmacos capaces
de antagonizar moléculas propias de los tumores. Esto implica la necesidad de
determinar la existencia de determinadas alteraciones génicas cuya presencia va
asociada a la decision terapéutica en el uso de estos farmacos. Por lo que ha sido
necesario el desarrollo de técnicas de analisis genético que sean lo suficientemente
sensibles para detectar la presencia de mutaciones somaticas de interés clinico, a la
vez que lo suficientemente 6ptimas en términos de consumo econémico, de muestra

y que proporcionen una respuesta rapida.

OBJETIVOS. Desarrollar y validar un sistema de deteccion rapido, sensible,
reproducible y facilmente integrable en la rutina clinica, para detectar mutaciones de
interés clinico. Este sistema debe ser escalable y modulable, y el disefio del método

de validacién debe ser extrapolable a otras plataformas de secuenciacion.

METODOLOGIA. A partir de biopsias incluidas en parafina de pacientes con
cancer colorrectal metastasico (CCRM) se analizaron muestras portadoras de
mutaciones en los genes BRAF/KRAS/NRAS y no portadoras. Se seleccionaron las
condiciones de amplificacion por técnicas de PCR para obtencion de los
amplicones, y se secuenciaron mediante el sistema 454 GS Junior de Roche. Se
validaron los resultados obtenidos por medio de la exactitud, precision, sensibilidad
y concordancia con otros métodos estandarizados para asegurar la fiabilidad de los

resultados.

RESULTADOS. Se disefiaron y optimizaron las condiciones para la amplificacion
de las zonas de interés de los genes descritos. Los resultados de las carreras
analizadas nos permitieron establecer una calidad del proceso con un promedio de
Passed Filter del 45.94% y de Dot+Mixed del 17.73%. Asi como unos rendimientos

de la técnica expresados en coberturas de 135.000 lecturas por carrera, 8.300
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lecturas por muestra y 1.000 lecturas por amplicon. La exactitud del método de
analisis mostr6é un error relativo inferior al 9% en muestras comerciales, portadoras
de mutacion al 50%, aumentando cuando se analizan en muestras con varias
mutaciones y a porcentajes mas bajos. De la precision en términos de repetibilidad
(intra-run) se obtuvieron coeficientes de variacién (CV) del 8-23%, y de repetibilidad
(inter-run) del 8-15%. Al estudiar la sensibilidad y especificidad analiticas se observo
que al 2% de presencia de la mutacion y a 1000 lecturas de cobertura, se
obtuvieron valores del 100% de sensibilidad y 97% de especificidad analitica. Se
obtuvieron unas concordancias con nuestro sistema de secuenciacion NGS del
100% para el kit BRAF Mutation analysis, del 81% con el test cobas KRAS Mutation
y del 63-85% para NRAS con el método de Sanger, todos los casos con un p-valor <
0.05. La participacion en los controles de calidad hizo visible que los resultados de
nuestro método eran fiables. Los resultados mutacionales de la poblacion analizada
coincidieron con datos reportados en poblaciones equiparables.

CONCLUSIONES. EI método desarrollado en este trabajo permite una deteccién
rapida y facilmente integrable en la rutina clinica para la deteccién de mutaciones de
interés oncolégico. Mediante el uso de este panel es posible detectar estas
mutaciones con una sensibilidad del 2% en el exén 15 del gen BRAF y en los
exones 2, 3y 4 de los genes KRAS y NRAS. El disefio de la validacion es aplicable

a otras plataformas de NGS.
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En las dltimas décadas, se ha producido una gran cantidad de conocimientos
relacionados con los mecanismos patogénicos del cancer, sobre todo gracias a la
descripcion de los procesos moleculares de algunos de los tumores mas frecuentes.
Esto ha permitido el desarrollo de nuevos farmacos capaces de antagonizar
moléculas propias de los tumores, que se comportan como “dianas terapéuticas”.
Este tipo de planteamiento, implica la necesidad de determinar algunas alteraciones
génicas en la neoplasia. Estudios donde se han realizado este tipo de detecciones
en muestras poblacionales, comparando las mutaciones presentes en las biopsias
analizadas con el efecto de farmacos en desarrollo, han permitido el establecimiento
de una serie de biomarcadores genéticos cuya presencia va asociada a la decision
terapéutica en el uso de estos farmacos (LiVolsi V et al., 2012).

Las directrices de la Asociacion Europea de la Medicina Predictiva, Preventiva y
Personalizada (EPMA) de 2012 recomiendan introducir aproximaciones
integradoras para diagnosticos avanzados, dirigidos a la prevencién y tratamientos
personalizados, con un maximo aprovechamiento del coste para los sistemas de
salud. La existencia de biomarcadores validados es crucial para la aplicaciéon en la
practica clinica de estos tratamientos.

De la misma manera, una vez establecidos con claridad estos biomarcadores, se
hace necesaria, en la rutina clinica, su deteccion con seguridad y rapidez en las
biopsias cuyo analisis se encarga desde los servicios de Oncologia. Esta necesidad,
junto al avance de la tecnologia de secuenciacién de ultima generacién, ha
permitido el desarrollo de sistemas rapidos, fiables y cada vez mas econdémicos

basados en las técnicas de secuenciacion masiva (Golubnitschaja O et al., 2012).
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1. El cancer de colon

El Cancer Colorrectal (CCR) es la patologia tumoral con mayor incidencia en los
paises occidentales, junto a los tumores de mama y pulmén, siendo los que
conllevan mayor mortalidad mundial. El CCR es la cuarta causa de muerte por
cancer en el mundo, aproximadamente 1.4 millones de nuevos casos y casi 700.000
muertes en 2012 (Fig. 1). Basandonos en las caracteristicas temporales de
incidencia y mortalidad en los ultimos 10 afos, se han identificado tres grupos de
paises (Arnold M et al., 2017):

e Grupo 1: grupo de paises donde ha aumentado la incidencia y la
mortalidad de casos por CCR. Dentro de este grupo se encuentra Espafia
junto con Filipinas, China, Colombia, Bulgaria, Costa Rica, Brasil, Rusia,
Bielorrusia, Estonia, Lituania, Croacia, Letonia y Polonia.

e Grupo 2: grupo de paises donde la incidencia ha aumentado pero la
mortalidad ha disminuido. Como Canad4, Dinamarca, Suiza, Irlanda,
Suecia, Singapur, Finlandia, Noruega, Eslovaquia, Reino Unido, Holanda,
Italia, Malta y Eslovenia.

e Grupo 3: grupo de paises donde tanto la incidencia como la mortalidad han
disminuido. Paises como Estados Unidos, Austria, Nueva Zelanda,

Republica Checa, Islandia, Francia, Japén, Australia e Israel.

Alrededor del 25-30% de los pacientes diagnosticados de CCR presentan al inicio
tumores metastasicos (estadio 1V) y el resto, principalmente diagnosticados en
estadios Il o Ill, mas del 20-50% van a progresar a CCRM. La supervivencia global a
5 afios es de aproximadamente el 50%, llegando a ser el 10% en pacientes con

enfermedad en estadio IV (Cunningham D et al., 2010).
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Figura 1: Incidencia y tasas de mortalidad mundial por cancer colorrectal por cada 100000 habitantes

en 2012. M: sexo masculino y F: sexo femenino.
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Dada la gran incidencia y las altas tasas de mortalidad, se han ido aplicando
diversos protocolos terapéuticos basados en agentes quimioterapicos generales vy,
mas recientemente, se han implementado nuevos protocolos que prevén el uso
combinado de dichos quimioterapicos con anticuerpos monoclonales y/o moléculas
frente a dianas oncogénicas especificas como el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR). Los protocolos mas efectivos para pacientes con CCRM
utilizados actualmente combinan el uso de anticuerpos monoclonales (cetuximab,
panitumumab) con quimioterapicos clasicos, como el irinotecan, (Cripps C et al.,
2010; Ochenduszko SL et al., 2010).
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2. Patologia molecular del cancer de colon

Las caracteristicas que dotan a las células de un fenotipo maligno son causadas
por mutaciones en las células somaticas de los llamados oncogenes, con ganancia
de funcién, y de los genes supresores de tumor, con pérdida de la funcion
inhibitoria.

Un protooncogén es aquel gen, normalmente implicado en la regulacién de la
proliferacion, que puede convertirse en un oncogén promotor de cancer mediante
una serie de mecanismos, que fundamentalmente pueden ser: mutaciones
puntuales, sobreexpresion y reordenamiento cromosdémico. Este oncogén puede
actuar de manera dominante para ayudar a que una célula se transforme en
maligna. Los productos de los oncogenes incluyen factores de transcripcion,
remodeladores de la cromatina, factores de crecimiento, receptores de factores de
crecimiento, moléculas transductoras de sefial y reguladores de la apoptosis.

Por contra, un gen supresor de tumor es aquel gen que evita la formacion de un
cancer, por tanto, las mutaciones que producen una pérdida de su funcién
aumentan la susceptibilidad al cancer. Estan involucrados en el mantenimiento de la
integridad gendmica y en el control del ciclo celular. Los genes supresores de tumor
suelen requerir la alteracion de ambos alelos para que haya un efecto oncogénico.
La mutacion en los genes supresores tiene como consecuencia la adquisicion del
denominado fenotipo mutador, que conlleva una mayor tasa de mutacion y la
acumulacion del repertorio de mutaciones necesarias para desencadenar un cancer
(Croce CM et al., 2008; Papke B et al., 2017).

En el CCR, la acumulacion de alteraciones oncogénicas se produce de manera
progresiva. Desde lesiones iniciales hiperplasicas (aumento anormal de tamarfio de
un tejido organico debido al incremento del nimero de células normales que lo
forman), con displasia (anomalia en el desarrollo de un tejido de una parte
anatémica del organismo), hasta la formacion de adenomas, de carcinomas
intraepiteliales, infiltrantes y finalmente metastasis. Todo este proceso de cambios
histopatolégicos requiere la acumulacion de numerosas alteraciones moleculares

gue pueden conllevar mas de 10 afios (Grady WM et al., 2008).

17



INTRODUCCION

La alteracion mas frecuente es la pérdida de funcién del gen APC, gen supresor
tumoral que codifica una proteina que juega un importante papel en el desarrollo del
cancer. Su pérdida facilita la aparicion del CCR y las alteraciones en la ruta de
WNT, via de transduccion de sefiales extracelulares, incluso previas a las
alteraciones morfolégicas. Posteriormente, y en fases de adenomas de pequefio
tamafo, es frecuente detectar mutaciones de los oncogenes RAS y BRAF. En
adenomas grandes se pueden observar alteraciones en los genes SMAD4 y DCC,
implicados en el crecimiento celular. En los carcinomas pueden coexistir mutaciones
del gen TP53 con otras alteraciones genéticas (Fearnhead NS et al., 2001; Logan
CW et al., 2004; Popal S et al., 2005; Pritchard CC et al., 2011; Papke B et al., 2017)

Entre la gran cantidad de alteraciones moleculares, hasta varias decenas por

tumor, se pueden distinguir dos tipos fundamentales de alteraciones genéticas:

a) Centrales para el desarrollo del tumor: promueven la proliferacién celular, se

denominan desencadenantes o drivers.

b) Acomparfantes: se cree que juegan un papel secundario en el desarrollo del

tumor, se denominan pasajeras o passengers.

Gracias a los trabajos realizados por Hanahan en relacién a la biologia tumoral
(Hanahan D et al., 2000), hoy en dia se conocen con mas detalle los mecanismos
implicados en la transformacién y la progresion tumoral. Se ha descrito que las
células tumorales presentan alteraciones en las grandes rutas de sefializacidon
celular como son: el ciclo celular, la apoptosis, la invasividad y la angiogénesis. En
ese sentido, en la mayoria de los tumores la activacion de las vias de sefializacion,
independientemente de las alteraciones oncogénicas presentes, da lugar a una
activacion constitutiva de las mismas. Concretamente, en el CCR la sefalizacion
mediada por el EGFR desencadena un aumento de la proliferacién tumoral
(Hernandez-Losa J et al., 2012).
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3. Principales genes implicados en el cancer de colon

Las vias de sefalizacion celular activadas por el EGFR son uno de los
mecanismos de mayor importancia en la oncogénesis del CCR, por este motivo, el
EGFR vy las proteinas que contindan la via de transduccion de sefial son dianas

moleculares en el tratamiento del CCRM.

El EGFR pertenece a la familia de receptores de membrana de tipo | de ErbB,
constituido por cuatro miembros. Estas proteinas estan implicadas en una gran
variedad de vias de transduccién de sefal que promueven la proliferacion celular, la

angiogénesis, la invasion de las células tumorales y metastasis.

El gen EGFR se encuentra en el brazo corto del cromosoma 7 (7pl12), formado
por 28 exones. Este gen codifica una glucoproteina transmembrana de 170 KDa
compuesta por un dominio extracelular de union a ligando, un dominio
transmembrana y una porcion citoplasmatica, dividida en un dominio tirosina-cinasa
y una region carboxi-terminal, que presentan residuos de tirosina y elementos

reguladores del receptor (Fig. 2) (Nair P, 2005).

Cromosoma 7 Transcrito EGFR Proteina EGFR
(170 kDa)
y Ligando
Ex0 1-16 Dominio
e extracelular . .
<« eGrR 4 "
Exén 17 Dominio
- tansmembrana - -
o Q
Dominio o o L
Exones 18-24 - 2
ones tirosina quinasa o @ |Sead
(¢ 3 84
o R
Exones 25-28 Dominio o 0
regulador o E+)

Figura 2: Localizacion del gen EGFR y estructura de su proteina.
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La unién del ligando al dominio extracelular del EGFR produce su dimerizacion
(homo- o hetero-dimerizacidén) con otro receptor de la misma familia ErbB, lo cual
provoca su autofosforilacion y la consecuente activacion de la region tirosina-cinasa,
gue, a su vez, activa una cascada de sefializacion mitogénica a través de vias de
transduccion de sefial. Subyacente al EGFR y tras la activacion del mismo, la sefial
puede dirigirse por dos grandes vias de sefializacion hacia el interior de la célula: a
través de la activacion de RAS-BRAF-MAPK vy tras la activacion de PIK3CA-AKT1-
PTEN-mTOR (Fig. 3). Por tanto, como genes drivers de la sefial proliferativa se
podrian encontrar tanto EGFR como RAS, BRAF, PIK3CA, AKT, etc... (Hernandez-
Losa J et al., 2012).

EGFR regula las funciones esenciales y tiene un papel oncogénico en diferentes
tumores mediante la activacion de mecanismos que incluyen la sobreexpresion, la
presencia de alteraciones activadoras de la proteina en la secuencia del gen y la
produccion autocrina de ligando. Las alteraciones del gen EGFR se asocian con la
proliferacion tumoral, crecimiento, invasion, capacidad metastasica, inhibicién de la

apoptosis y angiogénesis tumoral.

' Ligandos (EGF)

S0S
P
Inactivo RAS | Activo
U

Q[WJ |_Pax ]al_
(mex | [ w 13

max | | mion |

4 &

Proliferacion celular
y supervivencia

Figura 3: Esquema de las vias de sefializacion del EGFR.
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En el CCR, el gen EGFR puede estar activado de forma aberrante, por lo que es
una potencial diana terapéutica. Mientras que la proteina EGFR se encuentra
sobrexpresada en, aproximadamente, un 80% del CCR, el aumento en el nUmero
de copias del gen se detecta entre un 5-50%. Las mutaciones activadoras en el

dominio cinasa del gen son muy poco frecuentes (Papke B et al., 2017).

Dentro de la familia de los genes RAS se conocen 3 miembros HRAS (homologo
del oncogén del sarcoma de la rata de Harvey), NRAS (homdlogo del oncogén del
virus RAS viral (v-ras)) y KRAS (homdlogo del oncogén viral del sarcoma de
Kirsten). Este ultimo presenta dos isoformas: KRAS 4A y KRAS 4B. La isoforma B
es cinco veces mas abundante que la A, por lo que se encuentra con mayor

frecuencia de mutacién en los carcinomas de colon (McCormick F, 2015).

El gen KRAS se encuentra en el brazo corto del cromosoma 12 (12p12.1). Esta
formado por 6 exones que codifican, en condiciones normales, una proteina de 189
aminoécidos (Fig. 4). La proteina KRAS pertenece a la superfamilia de proteinas G,
las cuales transmiten la sefializacién producida mediante la activacion de receptores
de membrana. KRAS inactiva esta unida a guanosin difosfarto (GDP) vy, al
estimularse, un factor intercambiador de nucle6tidos de guanina (GEF) favorece la
formacion de GTP-RAS, que es la forma activa. El guanosin trifosfato (GTP) es
hidrolizado a GDP por la actividad GTPasa intrinseca de las proteinas RAS,
inactivAndose (McCormick F, 2015).
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KRAS 12p12.1 mRNA(NM_033360, 5436bp) 6 exons CDS(182..751) 18%AA

GTPI . Switch 1 . Switch 2 |:| GTP . Hypervanable
Domain Region

Figura 4: Localizacién y estructura del gen KRAS y de su proteina.

Histéricamente, la mayoria de los estudios bioquimicos y estructurales de RAS se
han centrado en HRAS. Sin embargo, el gen HRAS es la isoforma RAS con menor
tasa de mutacion en los canceres humanos (<4%), mientras que el gen KRAS es la
isoforma predominantemente mutada (85%), seguida por la forma mutada del gen
NRAS (11%). Cuando hay mutaciones del gen KRAS, la actividad GTPasa queda
bloqueada y la proteina KRAS permanece constitutivamente activada y unida a
GTP. Dichas mutaciones suelen ocurrir en los codones 12 y 13 (ex6n 2 de del gen
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KRAS), y con menor frecuencia en los codones 61 y 146 (exones 3 y 4 del gen
KRAS) (Fig. 7) (Malumbres M et al., 2003; Rizzo S et al., 2010).

En cuanto al gen NRAS, este se localiza en el brazo corto del cromosoma 1
(1p13.2), y estd formado por 7 exones que codifican una proteina de 189
aminoécidos (Fig. 5). Como en el caso de KRAS, pertenece a la superfamilia de
proteinas G. La mayoria de las mutaciones del gen NRAS se detectan en los
codones 60 y 61 del exdn 3 (80%), y en los codones 12 y 13 del exén 2 (20%) (Fig.
7) (McCormick F, 2015).

NRAS | 1p13.2 mRNA(NM_002524, 4454bp) 7 exons CDS(255..824) 189AA

Q61K

Hypervariable
D o . Region

Figura 5: Estructura y localizacion del gen NRAS y su proteina.
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El gen BRAF se encuentra en el brazo largo del cromosoma 7 (7934), esta
formado por 18 exones que codifican una proteina de 766 aminoécidos (Fig. 6).
Esta proteina es una serin-treonina cinasa, sustrato de la actividad de las proteinas
RAS. Las mutaciones del gen BRAF se detectan entre el 6-10% de los CCR. La
activacion de la proteina BRAF, en su forma de homo o heterodimero, inicia la
fosforilacion de la MAPK cinasa MEK, enzima codificada en humanos por el gen
MAP3K1, que induce a su vez la fosforilacion de ERK (cinasa regulada por sefales
extracelulares), que es su Unico sustrato. La activacién de la cinasa ERK promueve
el crecimiento y la transformacion de sefiales a través de su interacciébn con un
namero de moléculas criticas en la patogénesis tumoral (Beeram M et al., 2005;
Garnett MJ et al., 2005).

Las mutaciones mas frecuentemente observadas en el gen BRAF que se
encuentran en el exén 15, son la V600OE (80%) y la V600K (18%), siendo mucho
menos frecuentes las V600D, V600R, V600A, V600G y K601E (Fig. 7). Las
mutaciones de BRAF tienden a asociarse con un periodo libre de enfermedad mas
corto y una disminucion de la supervivencia global, independientemente del estatus
mutacional de los genes RAS (Edlundh-Rose E et al., 2006; Tran NH et al., 2015;
Loupakis F et al., 2016; Johnson B et al., 2017).
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BRAF ' 7934 mRNA(NM_00433, 2949bp) 18 exons CDS(62..2362) T66AA

234-280

463-471

457-717
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Figura 6: Localizacion genémica del gen BRAF y estructura de su proteina.

Otros genes subyacentes al EGFR pueden estar activados por mutaciones hasta
en el 9-10% de los casos, como el gen PIK3CA; o por pérdida de funcién, como en
el gen PTEN, hasta en el 40% de los casos (Van Cutsem E et al., 2010).
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MUTACIONES EN KRAS
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Figura 7: Esquema de las mutaciones mas frecuentes encontradas en los genes KRAS, NRAS y
BRAF.
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4. Subtipos de Cancer Colorrectal

Un trabajo colaborativo realizado gracias al “Consenso Molecular de Subtipos de

Cancer Colorrectal” (CMS) a nivel internacional ha establecido una nueva

clasificacion para CCR en base a datos genomicos (Guinney J et al., 2015).

El estudio reuniéo 4.000 muestras de pacientes y definié un patrén de subtipos

genomicos que ademas de identificar las caracteristicas biolégicas intrinsecas de

los tumores, también correlaciona estos datos con el comportamiento clinico y el

pronoéstico de los pacientes.

Los grupos que se han propuesto por este CMS fueron cuatro:

CMSL1 (inestabilidad microsatélite inmune, 15% de los tumores). Subtipo que
se caracteriza por una potente activacion inmunoldgica y por tener
desregulacion de las vias metabdlicas asociadas a mutaciones del gen
BRAF. El grupo de pacientes afectados por este grupo es el que mas
beneficio obtendria con la inmunoterapia.

CMS2 (epitelial candnico, 40% de los tumores), Grupo con mas inestabilidad
cromosomica, lo que sigue la carcinogénesis clasica del CCR con activacion
de vias de transduccion: de sefiales al exterior celular (WNT),
proontooncogenes MYC y EGFR.

CMS3 (epitelial metabdlico, 15% de los tumores), se caracteriza por tener
desregulacion de las vias metabdlicas asociadas a mutaciones del gen RAS.

CMS4 (mesenquimal, 30% de los tumores), presenta un pronostico muy
desfavorable con el tratamiento estandar de CCR debido a la activacion de
las vias de sefalizacion del factor de crecimiento transformante beta (TGFR),

angiogénesis e invasion estromal.
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5. Datos clinicos en la terapia contra el cancer de colon

El estado mutacional de RAS es el marcador més usado en la practica clinica
diaria en el tratamiento del CCRM; la Figura 8 nos muestra la evolucion cronolégica
de RAS como biomarcador. Su determinacion como marcador de resistencia es
imprescindible para la toma de decisiones terapéuticas con un farmaco anti-EGFR.
La evidencia viene dada por los analisis de RAS en los datos de los estudios de
fase Il pivotales de cetuximab y panitumumab, tanto en monoterapia como en
combinacién con quimioterapia en las primeras lineas de tratamiento. Segun los
resultados de estos estudios, las autoridades sanitarias tanto americanas como
europeas recomiendan la deteccion de estado mutacional de RAS en el tumor de
los pacientes con CCRM candidatos a anti-EGFR, y si estda mutado, debe

administrarse terapias alternativas. (Rizzo S et al., 2010; Kassouf E et al., 2016)

(2007)
Panitumumab es efectivo en
monoterapia en cancer colorectal
metastasico con KRAS wt.

|
(2007)
FDA y EMEA aprueban

Se dé;i?i;:gg AFy tratamiento con panitumumab en
(1983) PlBK comasiectores monoterapia en cancer colorectal
KRAS transforma metastasico con KRAS wt.
NIH3T3 s RAS, I I
| (2008)
(1987) (1995) Cetuximab es efectivo en
Creacion de ratones Uso de inhibidores de iy el e
transgénicos de RAS famesil transferasa colorectal metastasico con
KRAS wit.
1
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KRAS esta mutado RAS coopera con la perdida g
en carcinomas de P%S opl6 enpla c EMEA;Japrueba g e o ngr
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metastasico con KRAS wit.

Figura 8: Cronologia de la evolucion de KRAS como biomarcador.
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El cetuximab es un anticuerpo monoclonal quimérico que reconoce el dominio
extracelular del EGFR. La administracién de cetuximab fue inicialmente ensayada
en monoterapia en pacientes no seleccionados con CCRM. En este contexto, el
cetuximab inducia una tasa de respuestas modesta (8-11%) en pacientes
previamente tratados con irinotecan, tasa que se incrementaba cuando se
combinaba con irinotecan en esta misma poblacion de pacientes (Cunningham D et
al., 2004; Saltz LB et al., 2004).

El estudio BOND fue un estudio aleatorizado en el que se observdé que la
combinacion de cetuximab + irinotecan inducia el doble de respuestas (22,9 vs
10,8%) que el cetuximab en monoterapia y una supervivencia libre de progresién
mas prolongada (4,1 vs 1,5 meses), demostrando que la adicién de dicho farmaco
era capaz de revertir la resistencia al irinotecan en un numero significativo de
pacientes (Cunningham D et al., 2004; Saltz LB et al., 2004; Saltz LB et al., 2007).

En el mismo subgrupo de pacientes refractarios al irinotecan el estudio BOND-2
demostré que el uso de irinotecan en combinacion con bevacizumab y cetuximab
inducia una mejoria en cuanto a la tasa de respuesta (38%) y al tiempo hasta la
progresion (8,5 meses) en esta poblacidon de pacientes pretratados (Ochenduazko
SL et al., 2010)

En 2008 se demostrd que la presencia de mutaciones en el gen KRAS era un
factor predictivo negativo relevante, ya que seleccionaba aproximadamente al 40%
de pacientes que no se benefician de los tratamientos dirigidos frente al EGFR. Asi,
se ha observado que en pacientes con KRAS WT (nativo, wild-type), el empleo de
cetuximab en monoterapia, comparado con el mejor tratamiento de soporte,
prolongaba significativamente la supervivencia libre de progresion (3,7 vs 1,9
meses) y la supervivencia global (9,5 vs 4,8 meses) con tasas de respuesta del 12,8
frente al 1,2% (Karapetis CS et al., 2008).

En segunda linea de tratamiento los resultados del estudio EPIC, comparando
irinotecan en monoterapia frente a irinotecan con cetuximab, tras progresién a una
primera linea basada en oxaliplatino, han mostrado un beneficio en la tasa de
repuestas (16,4 vs 4,2%) y supervivencia libre de progresién (4,0 vs 2,6 meses),

aunque el estudio no consiguié demostrar el objetivo primario de incremento de
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supervivencia global (10,7 vs 10 meses). No obstante, este estudio se llevo acabo

en una poblacion no seleccionada en funcién de KRAS (Amado RG et al., 2008).

El cetuximab también se ha ensayado en primera linea de tratamiento tanto en
combinacidon con esquemas basados en oxaliplatino como en combinacién con
FOLFIRI. De nuevo estos estudios se llevaron a cabo antes de que se implantara el
uso de la determinacion de estatus mutacional de KRAS, si bien retrospectivamente
se ha logrado analizarlo en la mayoria de la poblacion incluida. El estudio OPUS es
un estudio fase Il aleatorizado que comparaba la terapia con FOLFOX4 + cetuximab
frente a FOLFOX4 (Pritchard CC et al., 2011). La subpoblacién con KRAS WT se
beneficié claramente del tratamiento con cetuximab, con tasas de respuesta (57 vs
34%) y supervivencia libre de progresion (8,3 vs 7,2 meses) significativamente
superiores que las de los pacientes que solo recibieron FOLFOX. (Bokemeyer C et
al., 2009; Bokemeyer C et al., 2010).

De manera similar, los resultados globales del estudio CRYSTAL (Van Cutsem E
et al., 2010), que comparaba FOLFIRI con FOLFIRI mas cetuximab en pacientes
con CCRM avanzado en primera linea de tratamiento, mostraron un beneficio a
favor del cetuximab en cuanto a tasa de respuestas (46,9 vs 38,7%) y supervivencia
libre de progresion (8,9 vs 8 meses). No obstante, tras reanalizar de manera
retrospectiva la eficacia en funcion del estado mutacional de KRAS, se volvié a
confirmar que los beneficios asociados a la adicion de cetuximab a FOLFIRI se
observaban en la poblacion con KRAS WT, siendo la magnitud de estos beneficios
mucho mayor que los comunicados inicialmente en término de la tasa de respuesta
(57,3 vs 39,7%), supervivencia libre de progresion (9,9 vs 8,4 meses) y

supervivencia global (23,5 vs 20 meses) (Van Cutsem E et al., 2009).

En el estudio CELIM se ha analizado la tasa de respuestas en metastasis
hepaticas en pacientes tratados con cetuximab mas FOLFOX 6 o FOLFIRI,
confirmandose los resultados de los estudios anteriores; en los pacientes con KRAS
WT la tasa de respuestas fue del 70%, y en los pacientes con KRAS mutado, del
41% (Kohne C et al., 2010; Folprechtet G et al., 2010).

El Panitumumab es un anticuerpo monoclonal totalmente humanizado que

reconoce el dominio extracelular del EGFR. En 2008 se pudo observar que, en
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pacientes con un KRAS WT, el empleo de panitumumab en monoterapia,
comparado con el mejor tratamiento de soporte, prolongaba significativamente la
supervivencia libre de progresion (12,3 vs 7,3 semanas) y la supervivencia global
(8,1 vs 7,6 meses), con tasas de respuesta del 17 frente al 0% (Peeters M et al.,
2010).

El panitumumab, por su lado, ha sido comparado en segunda linea en
combinacion con FOLFIRI, pudiendo determinarse en esta poblacién el estado
mutacional de KRAS donde se han mostrado un beneficio en la tasa de repuestas
en los pacientes con KRAS WT (35 vs 10%) y supervivencia libre de progresion (5,9
vs 3,9 meses), aunque el estudio no consigui6 demostrar un incremento de

supervivencia global (14,5 vs 12,5 meses) (Peeters M et al., 2010).

En el estudio Prime se ha podido evaluar el papel del panitumumab en primera
linea en combinacion con FOLFOX, evaluandose el estado mutacional de KRAS de
la poblacién, mostrando en la poblacién con KRAS WT un aumento significativo de
supervivencia libre de progresion (9,6 vs 8 meses), no mostrando un aumento
significativo en la supervivencia total (23,9 vs 19,7 meses) (Douillard JY et al., 2010;
Peeters M et al., 2014).

De estos estudios se ha realizado un meta analisis, cuyos resultados muestran
una reduccién del riesgo de progresion del 34%, un aumento de la supervivencia
global y de tasa de respuestas en pacientes con CCRM con KRAS WT tratados en
primera linea con quimioterapia mas cetuximab (Van Cutsem E et al., 2010). En
base a estos estudios, la Agencia Europea de Medicamentos (EMEA) ha concedido
su aprobacion para el empleo del cetuximab o panitumumab en el tratamiento de

primera linea del CCRM, en pacientes con KRAS WT.

En cuanto a NRAS, las mutaciones se han determinado en los exones 2y 3y en
menor medida en el exdn 4; ademas en estrecha relacion con 10% de los pacientes

gue tienen KRAS Exén 2 no mutado (Guillermo Borja H et al., 2017).

Existe controversia sobre si algunas mutaciones presentes tanto en KRAS como
en NRAS (por ejemplo, la G13D) podrian no conferir resistencia al tratamiento, con
lo cual los pacientes portadores de esta mutaciéon podrian ser candidatos al
tratamiento anti-EGFR (Johnson B et al., 2017).

31



INTRODUCCION

El estudio LBA-07 ha demostrado que una combinacion de anticuerpos anti-
EGFR e inhibidores de BRAF son capaces de bloquear la transduccion de la sefial
en sentido desde EGFR hacia proteina cinasa activada por mitogeno (MEK) en los

casos con BRAF mutado (Kassouf E et al., 2016)

Actualmente e independientemente del subtipo gendmico de consenso, si el CCR
se encuentra en estadio IV (tumor metastasico) se analiza el estado mutacional

siguiendo el siguiente esquema (Fig. 9) (Kassouf E et al., 2016):

Cancer Colorrectal
Metastasico

Busqueda de
mutaciones
KRAS/NRAS/BRAF

Triple negativo
para todas las BRAF Mutado

mutaciones

KRAS o NRAS
Mutados

FOLFIRI + cetuximab/
+
FOLFOX/FOLFIRI+ O FOLEOX + FOLFOXIRI +

Bevacizumab & evacizumab
panitumumab bevacizu

Quimioterapia Cambiar a 7
: B ¢ Segunda linea de
como alternativa + Quimioterapia + ot G
Segunda linea Inhibidor de l(i\t_l;)r%lo e(;aF;EIgI;R
Inhibidor de VEGF VEGE i e

l ! l

Terapias posteriores o la mejor atencion de apoyo
dependiendo del estado general

Figura 9: Esquema del enfoque inicial sugerido para los pacientes con CCRM.
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6. Técnicas de deteccidon de mutaciones en oncologia
clinica

La naturaleza del campo biolégico relacionado con la gendmica en oncologia ha
forzado un desarrollo tecnoldgico particular en cuanto a la deteccion de mutaciones.
La conservacion de las muestras, embebidas en parafina fijadas en formol (FFPE),
la calidad de las muestras, junto a las pequefias cantidades de muestra de partida
de la que extraer el material genético a analizar, asi como la necesidad de alcanzar
sensibilidades elevadas — a diferencias de sensibilidades cercanas a un 50% de
presencia del alelo a detectar, como es el caso de los andlisis de mutaciones
germinales — hizo preciso el desarrollo de técnicas de andlisis que, o bien fuesen lo
suficientemente sensibles para detectar pequefios porcentajes de presencia de
mutacion, o bien se pudiesen acoplar a las anteriores para enriquecer el alelo
mutado en el ADN a analizar (Milbury CA et al., 2009).

En este segundo caso, basicamente, se han utilizado dos técnicas: PNA-LNA
PCR clamp (Skronski M et al., 2009) y COLD PCR (Li J et al., 2009; Yeo CD et al.,
2013). La primera no se ha desarrollado con éxito ningun kit comercial puesto que
se necesitan sondas especificas de mutacion, la segunda en realidad es una
variacion de las condiciones de la reaccibn de PCR que necesita elevados
conocimientos técnicos por requerir un proceso complejo de optimizacion, con lo
gue ambas implementaciones han quedado reservadas al campo de la investigacion

sin saltar a la rutina analitica clinica.
Podemos dividir las técnicas mas utilizadas en dos tipos:

e Técnicas de genotipado: aquellas técnicas de analisis genético en las que la
deteccidn se limita a posiciones exactas, de manera que se interrogan bases
concretas situadas a lo largo del genoma.

e Técnicas de secuenciacion: conjunto de métodos y técnicas bioguimicas cuya
finalidad es la determinacion del orden de los nucleétidos (A, C, Gy T) en un

fragmento de ADN estudiado.
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6.1 Técnicas de genotipado

La mejora tecnoldgica en este tipo de técnicas, permitid alcanzar sensibilidades
suficientes como para ser aceptables en los analisis oncoldgicos, asi como alcanzar
cada vez mayores numeros de bases (de mutaciones de interés) interrogadas. En
general, las limitaciones han sido notables, ya que aun alcanzando en algun caso
sensibilidades elevadas, el nUmero de posiciones interrogadas nunca ha llegado a
alcanzar valores competitivos si se comparan con las nuevas técnicas basadas en

secuenciacion masiva.

Entre las técnicas de genotipado mas utilizadas en el campo que nos ocupa,
tenemos: Amplificacion de sonda dependiente de ligacion por multiplex (MLPA),
PCR cuantitativa a tiempo real (Real time QPCR), analisis de curvas de
desnaturalizacion de alta resolucion (High Resolution Melting), minisecuenciacion y

secuenciacion por MALDI-TOF.

6.1.1 Amplificacion de sonda dependiente de ligacion por
multiplex (MLPA)

La técnica por MLPA fue desarrollada para la aplicaciéon en el campo de la
microbiologia en un centro de Investigacion de Holanda en 2002 y ahora se aplica
para el andlisis de grandes reordenamientos dentro de un gen, delecciones,

duplicaciones, asi como para la deteccion de mutaciones puntuales.

Basicamente, la técnica aprovecha la hibridacion de dos sondas adyacentes a la
posicion a interrogar, de manera que solo en el caso de presencia de la base a
detectar habra hibridacién de una de las dos sondas. Tras una ligacion de ambas
sondas, se crea una molécula artificial que es amplificada mediante PCR
fluorescente (Fig. 10). El disefio de estas sondas permite un analisis de los
diferentes productos amplificados en un equipo estandar de analisis de acidos
nucleicos por electroforesis capilar acoplada a fluorescencia (Laczmanska | et al.,
2009)
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Figura 10: Esquema del proceso de genotipado por MLPA.

La técnica MLPA posee muchas aplicaciones, incluyendo la deteccion de
mutaciones puntuales, inserciones o delecciones de unas pocas bases a exones
completos, el andlisis de perfiles de metilacion, la caracterizacion cromosdémica de
lineas celulares y muestras de tejido, la deteccién de variaciones en el numero de
copias de genoma, la deteccion de duplicaciones y delecciones en genes

relacionados con la predisposicion al cancer humano (Laczmanska | et al., 2009).

Un ejemplo de un kit comercial es la Salsa MLPA probemis P520-A2 MPN mix2
de MRC-Holland MLPA, capaz de detectar la mutacién puntual V617F vy las
delecciones N542 E543del y E543 D544del en el gen JAK2 y otras mutaciones
puntuales en los genes MPL y KARL en Neoplasias Mieloproliferativas (MRC-
Holland MLPA, 2017).
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6.1.2 PCR cuantitativa a tiempo real (Real time QPCR).

Esta técnica, desarrollada originalmente para la cuantificacion de ADN mediante
PCR, se acopl6é a un método de amplificacion especifica de alelo (ASO PCR),
utilizando cebadores para la reaccion de amplificacion especificos para la posicion
gue se interroga. Para cada posicion se utilizan al menos dos pares de cebadores:
los que hibridan completamente con la secuencia que contiene la mutacion, y los
que hibridan con la secuencia que contiene la forma no mutada (Fig. 11). La
comparaciéon de los valores de cuantificacion relativa entre los dos pares de
cebadores para cada individuo son indicadores de la presencia o no de la mutacion

problema.

o
[~}

)

Figura 11: Esquema del proceso de una QPCR.

La realizacion de una curva patrén con cantidades conocidas de mutacion
permite también una aproximacion al porcentaje presente en cada muestra. Estas
técnicas tienen como principal ventaja su elevada sensibilidad, alcanzan hasta un
1% de presencia del alelo mutante con fiabilidad, y la no necesidad de un
equipamiento especialmente costoso. El desarrollo comercial de este tipo de
deteccion se ha centrado en la inclusion de un creciente nimero de posiciones

interrogadas, siendo ésta su principal limitaciéon (Morlan J et al., 2009).

Un sistema mejorado de esta técnica seria el kit cobas® KRAS Mutation Test de
Roche, que con el analizador cobas z 480 puede medir, en tiempo real, el nivel de

fluorescencia que generan productos de PCR especificos.
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6.1.3 Analisis de curvas de desnaturalizaciéon de alta resolucién
(High Resolution Melting).

Esta técnica se desarroll6 también a partir de técnicas de PCR cuantitativa a
tiempo real. En este caso, se analiza la variacion entre curvas de disociacion con la
temperatura en productos amplificados, con fluoréforos de intercalacion al terminar
estas reacciones de amplificacion. En funcion de la presencia de una variacion
puntual, estas curvas son diferentes entre los distintos genotipos que se producen
(Fig. 12). La puesta en el mercado de fluor6foros no saturantes, junto a la mejora en
la Optica y andlisis de equipos de deteccidn, permitid que estas curvas, imposibles
de ser detectadas individualmente por la saturacion de la sefial, pudiesen ser
discriminadas (Lin J et al., 2014).
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Figura 12: Andlisis de curvas de desnaturalizacion de alta resolucion (High Resolution Melting), WT:

tipo salvaje, no mutado.
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Por utilizar el mismo equipamiento (termocicladores cuantitativos), este método
comparte las ventajas descritas en la gPCR: Alta sensibilidad y no precisar de
equipos caros, pero en este caso, al igual que el anterior, la falta de escalabilidad,
junto con problemas de interpretacion en aquellas curvas correspondientes a
fragmentos donde puede presentarse mas de una variacion. Estas producen perfiles
de curvas muy dificiles de resolver, suponen un evidente problema cuando se

integran en la rutina clinica (Ross JS et al., 2011).

6.1.4 Minisecuenciacion.

La minisecuenciacion se basa en la incorporacion de didesoxi-dNTPs (ddNTPs):
nucleétidos que carecen de un grupo 3'-hidroxilo (-OH) en la desoxirribosa. La falta
de este grupo hidroxilo implica la imposibilidad de formar un enlace fosfodiéster con
otros nucledtidos, el cual se produce entre el grupo 5'-fosfato de uno y el grupo 3'-
hidroxilo de otro. Por tanto, durante la replicacion de una molécula de ADN, la
adicion de un ddNTP a la cadena de nueva sintesis supone que el proceso se
detenga. Estas moléculas llevan acoplados marcadores fluorescentes, de modo que
cada cebador hibridado sélo extiende la base inmediatamente posterior (Fig. 13). La
combinacion de estas técnicas con una amplificaciéon inicial por PCR y posterior
carga en un equipo clasico de electroforesis fluorescente capilar, permite un analisis
multiplexado, con varias posiciones interrogadas en el mismo pocillo. A diferencia
de las anteriores, que requieren la separacion fisica de cada variacién estudiada.
Esto hace que la minisecuenciacion sea mejor en este aspecto a las técnicas
anteriores. Sin embargo, esta técnica no permite una aproximacion cuantitativa para
establecer un valor de proporcion de la mutacion. Siendo una técnica relativamente
sensible (entre un 5y 10% de presencia de alelos mutantes) su aplicacion comercial

hacia la clinica oncolégica ha sido bastante limitada (Laczmanski L et al., 2013).

Un ejemplo de un kit comercial en el cual se aplica esta técnica combinada con

otras es el kit para BRAF Mutation Analysis Reagents de Applied Biosystems.
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Figura 13: Esquema de una minisecuenciacion y posterior visidn en un equipo de electroforesis

fluorescente capilar. WT: tipo salvaje, MB: tipo mutante.

6.1.5 Secuenciacion por MALDI-TOF

MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight) es una
técnica de ionizacidon utilizada en espectrometria de masas. Para llevar a cabo el
analisis, sobre una placa metalica conductora se mezcla la muestra con una matriz
organica para lograr una cocristalizacion muestra-matriz. En alto vacio, es tratada
con pulsos de luz laser provocando que la matriz absorba esta energia y la

convierta en energia de excitacion y transferencia de iones (Fig. 14).

En el campo del analisis de acidos nucleicos, esta técnica se ha utilizado sobre
todo en la busqueda de polimorfismos de un Unico nucle6tido (SNPs) y pequefias
inserciones o deleciones (Gut IG et al., 2004). Esto ha permitido su introduccién en
el analisis de muestras oncolégicas (Sherwood JL et al., 2014). Tiene como principal
inconveniente que produce secuencias muy cortas, tanto que en la practica, se
puede considerar mas como un sistema de deteccion para genotipado que para
secuenciacion propiamente dicha. Su principal desventaja es su baja escalabilidad,
junto con la necesidad de un equipo especifico y costoso (Ross JS et al., 2011).
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Figura 14: Esquema de los componentes y etapas para la secuenciacion por la técnica de ionizacion

en espectrometria de masas MALDI-TOF.

En resumen, estas técnicas de genotipado tienen como principales ventajas la
alta sensibilidad, no precisar equipos caros, ni de un manejo muy especializado
(menos MALDI-TOF ). Por otro lado, a pesar de ser las técnicas mas utilizadas en
diagnéstico de biomarcadores, es limitante su poca capacidad de analisis en
paralelo, su elevado consumo en términos de coste econémico por mutacion, de
tiempo y de cantidad de muestra, asi como una excesiva subjetividad en la

interpretacion de resultados.

El creciente numero de mutaciones descritas con un papel activo en el
tratamiento de los diferentes tipos de cancer, con el consecuente numero de
mutaciones a detectar cada vez mas elevado, ha ido haciendo que se vayan
mejorando estas técnicas de genotipado en la rutina clinica y la implantacion de

técnicas de secuenciacion.
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6.2 Técnicas de secuenciacion

Con las técnicas de secuenciacion del ADN somos capaces de determinar el
orden de los nucle6tidos en un fragmento de interés. Esto implica, a diferencia de
las técnicas descritas anteriormente, que lo que se obtiene es una secuencia mas o
menos larga, donde se pueden detectar directamente todas las potenciales
variaciones puntuales (cambios de base y pequefias inserciones o deleciones)
presentes en la zona analizada. Inicialmente, en oncologia clinica, estas técnicas se
usaron para buscar variaciones en la linea germinal relacionadas con riesgo, 0 en
farmacogenOmica para estratificar poblaciones en funcién de su respuesta frente a
tratamientos basdndose en sus genotipos, especialmente en los genes relacionados

con la metabolizacion de farmacos.

Una division historica (y en realidad también conceptual) de este tipo de
tecnologias analiticas, las separaria en dos grandes grupos: técnicas de
secuenciacion clasicas y técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS,
Next Generation Sequencing) (Liu L et al., 2012; Morey M et al., 2013)

6.2.1 Técnicas de secuenciacion clasicas

Su aplicacién al estudio de los genomas de biopsias en el ambiente clinico, aun
siendo evidente, no ha podido ser generalizada dada la baja sensibilidad de estas
técnicas. Sin embargo, éstas han sido las universalmente aceptadas para la
deteccion de nuevas mutaciones, especialmente la secuenciacion por el método de
Sanger. Esta técnica se ha empleado para detectar mutaciones presentes en una
alta proporcion de las copias de ADN presentes en una muestra, como sucede en
lineas celulares tumorales, clones tumorales 0 muestras con elevados porcentajes
de células tumorales. Estas técnicas de secuenciacion clasicas han sido de vital
importancia para el desarrollo de las nuevas técnicas de secuenciacion masiva en

paralelo.
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6.2.1.1 Secuenciacion de Maxam y Gilbert

Este método fue desarrollado a principio de la década de los afios 70 del siglo
pasado, por Walter Gilbert y Allan Maxam (Maxam AM, Gilbert W, 1977). Consiste,
en una fragmentacion selectiva de la regidn a secuenciar gracias a una modificacion
guimica previa. Los agentes utilizados (DMSO, acido férmico e hidracina) rompian
el ADN en cada caso sobre una base (0 secuencia de dos bases) distinta. Los
fragmentos eran después marcados radiactivamente en uno de sus extremos y el
resultado, que dependia del orden de las bases en el ADN, se analizaba en un gel

de poliacrilamida, obteniendo entonces la secuencia de tal molécula.

Este sistema fue desplazado por el método de Sanger debido a sus nhumerosos
inconvenientes: Técnicamente era un proceso muy laborioso que ademas precisa el
uso de agentes quimicos altamente toxicos, era muy dificil de escalar, y producia

unas secuencias muy cortas (un maximo de 100 pares de bases).

6.2.1.2 Secuenciacion de Sanger

Desarrollada por Frederick Sanger (Sanger F et al., 1977), este método es
también conocido como secuenciacién enzimatica o método de secuenciacion por
terminacion de cadena, al utilizar ADN polimerasa y ddNTPs como terminadores de
extension para copiar la cadena a secuenciar. Originalmente, este método consistia
en cuatro reacciones separadas, donde en cada caso se utiliza un ddNTP que al
incorporarse a las nuevas cadenas impedia que continuase la extension. El marcaje
inicial era radiactivo, y las reacciones eran cargadas en geles de acrilamida donde
la posicion de cada fragmento marcado frente a los demas en las otras carreras

(una carrera por cada base) permitia construir la secuencia copiada.

Gracias a su menor laboriosidad, peligrosidad (no utilizaba materiales toxicos y la
radiactividad necesaria era menor que en el método de Maxam) y capacidad de
lectura de secuencias mas largas, fue ésta la técnica elegida en adelante para la
secuenciacion de acidos nucleicos. De hecho, fue la optimizacion de esta técnica la
que permitié la secuenciacion del genoma humano completo. Esta optimizacion
consistié en (Smith LM et al., 1986):
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i) Introduccion del uso de marcadores fluorescentes diferentes para cada ddNTPs
de modo que, ademés de evitar el uso de materiales radiactivos, el método era
capaz de realizar los cuatro marcajes en una sola reaccion. Esto hizo que se
desarrollasen sistemas de excitacion por LASER y de deteccion de fluorescencia

acoplados.

i) Se paso al uso de geles de policacrilamida (y posteriormente polimeros mucho
mas resolutivos) en la carga de los resultados en electroforesis, lo que permitian
una resolucion fiable, ademas de acortar notablemente los tiempos de carrera de la

electroforesis.

En 1987, la compafiia AppliedBiosystems introdujo la primera maquina de
secuenciacion automatica, donde el paso fundamental de implementacion fue la
adopcion de electroforesis capilar, que hizo que la secuenciacion fuese mucho mas
rapida y precisa, al poder detectar hasta 96 muestras individuales de una vez en un
periodo de carrera de poco menos de una hora, alcanzando las 500.000 bases en
un dia, con una longitud de lectura que podria llegar a 600 bases. Diez afios mas
tarde, el modelo equivalente de la misma compafia, el ABI3730XL ya era capaz de
registrar 900 bases de lectura, con un rendimiento de 2.88 Mb al dia. Fueron estos
equipos, o equipos similares (equipos de 384 capilares), los que permitieron la
finalizacion del proyecto genoma humano con mucha mas rapidez de lo inicialmente
previsto (Collins FS et al., 2003).

Hasta hace unos pocos afios, la miniaturizacién y multiplexacion han dado lugar a
modelos donde todo el proceso, reaccion y analisis, se da en un dispositivo de unos
10 cm de diametro, aunque este tipo de tecnologia no acaba de introducirse
comercialmente dada la enorme competencia que supone la tecnologia NGS. En
cualquier caso, para la deteccibn de variaciones en la linea germinal, la
secuenciacion por el método de Sanger se sigue considerando como método de
referencia o gold standard. Es importante destacar que es una técnica con muy baja
sensibilidad para la deteccion de mutaciones en muestras tumorales (nunca por
debajo de un 15% con fiabilidad) (Chen YJ et al., 2010).
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6.2.1.3 Pirosecuenciacion

La Pirosecuenciacion consiste en una amplificacion también enzimética, pero con
dos principales diferencias: La primera, es que no hay terminacion de la cadena; y la
segunda, en cada paso de elongacion se le acoplan dos reacciones: en la primera
se forma ATP, en la segunda, éste es el sustrato de la siguiente reaccion
enzimatica, produciendo la liberacion de fotones de luz visible, que son detectados
con un dispositivo acoplado de alta sensibilidad (CCD) (Ahmadian A et al., 2006).

Comparada con los otros métodos de secuenciacion clasica, la Pirosecuenciacion
es notablemente mas sensible, aunque su longitud de lectura sea mas corta. Esta
técnica se utiliza con bastante frecuencia en entornos clinicos relacionados con los
andlisis oncologicos, ya que en el balance entre sensibilidad y andlisis de zonas
concretas del genoma, algo a tener en cuenta recurrentemente en este tipo de
analisis, el primer aspecto compensa con mucho la poca longitud de lecturas (Olson
MT et al., 2014; de Macédo MP et al., 2015).

6.2.2 Tecnicas de secuenciacion de nueva generacion o next-

generation sequencing (NGS)

La secuenciacion completa del genoma humano, en el momento de su
publicacién en el afio 2001, requiri6 12 afios de trabajo a cargo de un enorme
consorcio internacional formado por un gran namero de laboratorios en todo el
mundo y que costé mas de 3.000 millones de délares. Una vez terminado, y desde
un punto de vista tecnoldgico, el escenario era la constatacion de que la
secuenciacion por el método de Sanger habia llegado a su maxima capacidad dada
su naturaleza singleplex, que lo hacia un método dificilmente escalable. Ademas, la
técnica que habia permitido este hito historico en la ciencia, no era, sin embargo,
capaz de responder a necesidades fundamentales en campos como el de la
oncologia, al ser incapaz de detectar mutaciones en bajas proporciones. Es en este
momento cuando comienzan a desarrollarse - de la mano de los cada vez mayores
y mas rapidos avances en las técnicas de captura de imagen (scanners), en nuevos

sistemas de almacenamiento y procesamiento de datos informaticos, y sobre todo
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en un nuevo concepto en cuanto a la naturaleza de las reacciones, que ahora pasan
a poder desarrollarse sobre soportes sélidos - nuevas técnicas de secuenciacion
masiva en paralelo. Este desarrollo produjo un gran descenso en los costes de
secuenciacion por base, asi como un aumento de varios 6rdenes de magnitud en la
capacidad de secuenciacion por unidad de tiempo, iniciando una nueva revolucion

en este campo del conocimiento.

Conceptualmente, la gran diferencia con las técnicas de secuenciacion clasica es
gue ahora, en las quimicas que utilizan estas nuevas técnicas se produce una
lectura en paralelo de moléculas amplificadas de un modo clonal e identificadas con
algun tipo de etiqueta molecular. De este modo lo que se obtiene es una
representacion masiva de multitud de eventos de amplificacion, que habitualmente
seguiran una distribucion de Poisson, y donde aquellas moléculas con una variaciéon
en pequefias proporciones frente al total de moléculas podran ser leidas de la
misma manera (y con la misma intensidad de sefal) que las mayoritariamente
representadas (Mardis ER, 2008 y 2008b).

La elevada demanda de secuenciacién de bajo coste ha dado lugar a las distintas
tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento (Church GM et al., 2006; Hall N et
al., 2007) que son capaces de paralelizar muchas operaciones de secuenciacion,
produciendo miles o millones de lecturas a la vez, reduciendo los costes gracias a
ello. Son las llamadas también secuenciaciones de nueva generacion o "next-
generation sequencing” o secuenciacibn masiva. Estos esfuerzos han sido
financiados por instituciones publicas y privadas, asi como desarrolladas y

comercializadas dentro de la empresa privada por las compafiias de biotecnologia.

En esta metodologia, no es lo suficientemente sensible para la secuenciacion de
una sola molécula, la mayoria de los métodos utilizan un paso con clonacion in vitro
para generar muchas copias de cada molécula individual. Uno de los métodos es la
PCR de emulsion, en la que se aislan las moléculas individuales de ADN junto con
microesferas recubiertas con cebadores en burbujas acuosas dentro de una fase
oleosa. Posteriormente, una reaccion de PCR recubre cada microesfera con copias
clonales de las moléculas aisladas. La PCR de emulsion se usa en los métodos

publicados por Margulies, comercializado por 454 Life Sciences, posteriormente
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adquirido por Roche (Margulies M et al., 2005); Shendure, conocido como
"secuenciacion polony ", término formado por polimerasa "pol" y colonia "colony"
(Shendure J et al., 2005); y la secuenciacion SOLID desarrollada por la empresa
Agencourt y adquirida por Applied Biosystems (Applied Biosystems SOLID® 4
System, 2012).

Una vez que las secuencias clonales de ADN se localizan fisicamente en
posiciones separadas de la superficie, se pueden utilizar varios métodos de
secuenciacion para determinar las secuencias de ADN de todas las localizaciones
en paralelo. La "secuenciacién por sintesis", como en la popular secuenciacion
electroforética con terminador marcado, usa el proceso de sintesis de ADN por ADN
polimerasa para identificar las bases presentes en la molécula complementaria de
ADN. Los métodos de terminador reversible, usados por lllumina y Helicos, utilizan
versiones reversibles de terminadores marcados fluorescentemente, afiadiendo un
nucleotido cada vez, y detectando la fluorescencia correspondiente a esa posicion y
eliminando posteriormente el grupo de bloqueo para permitir la polimerizacion de
otro nucledtido. La Pirosecuenciacion, utilizada por 454, también usa la
polimerizacion del ADN para afadir nucleétidos, afadiendo ciclicamente un tipo
diferente para detectar y cuantificar el numero de nucleétidos afadidos en una
determinada localizacibn a través de la luz emitida por la liberacion de los

pirofosfatos unidos a ellos (Ambardar S et al., 2016; Kruglyak KM et al., 2016).

6.2.2.1 Sistema 454 GS FLX (Roche®)

454 Life Sciences fue una empresa de biotecnologia especializada en
secuenciacion de ADN de alto rendimiento, adquirida por Roche en 2007. El sistema
Genome Sequencer (GS) FLX 454 utiliza un sistema de pirosequenciacion en
paralelo a gran escala capaz de secuenciar aproximadamente 450-700 megabases
(Mb) de ADN por cada 10-23 horas de funcionamiento, dependiendo del equipo
(Goodwin S et al., 2016), con reactivos de la serie GS Titanium. A finales de 2009,
454 Life Sciences introdujo el sistema 454 GS Junior, una version de banco de este
sistema (Voelkerding KV et al., 2009).
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El sistema se basa en la PCR en emulsién. EI ADN unido a un oligo de estas
microesferas se amplifica entonces por PCR. En este proceso, en cada una de esas
microesferas se parte de una sola molécula de ADN unida a una bola de captura o
capture bead a través de unos oligonucleotidos anclados en ellas y complementarios
a los oligos de los extremos del ADN unido. La amplificacion en cada microrreactor

sera, por lo tanto, a partir de una sola molécula monocatenaria de ADN.

Después de la amplificacion, cada microesfera se coloca en una placa con
pocillos de unos 30 um de diametro llamada PicoTiterPlate. El sistema introduce los
reactivos de secuenciacion a través de los pocillos de la placa. Los cuatro
nucleodtidos de ADN se afiaden secuencialmente en un orden fijo a través del
dispositivo PicoTiterPlate durante un ciclo de secuenciacion. Durante el flujo de
nucleotidos, se secuencian en paralelo miles de millones de copias de ADN unidas
a cada una de las microesferas. Cuando se afiade un nucle6tido complementario a
la cadena molde en un pocillo, la polimerasa extiende la cadena de ADN existente
afiadiendo un nucleétido. La adicidbn de uno o mas nucleotidos genera una sefal

luminosa que es grabada por la camara en el CCD del instrumento.

Esta técnica se basa en secuenciacion por pirosequenciacion. La intensidad de la
sefial es proporcional al numero de nucleétidos unidos; por ejemplo, los
homopolimeros, incorporados en un Unico flujo de nucle6tidos generan una sefial
mayor que los nucleétidos individuales. Los datos son almacenados en archivos
estandar de formato de diagrama de flujo (SFF) para el analisis posterior. (King C et
al., 2008; Voelkerding KV et al., 2009)

6.2.2.2 Illlumina

Otro método para la amplificacién clonal in vitro es la "PCR de puente”, en la que
los fragmentos se amplifican a partir de los cebadores unidos a una superficie
sélida, desarrollados y usados por Solexa (de la que ahora es propietaria la

empresa lllumina).

En este método, se usan polimerasas modificadas por la empresa y nucledtidos
fluorescentes con terminadores reversibles. Las hebras de ADN y los cebadores se

unen covalentemente a una superficie plana, y se lleva a cabo una amplificacion por
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la polimerasa, de forma que se crean colonias locales de ADN o clusters de ADN
(Fig. 15). Tras esto, se usan los cuatro tipos de ddNTPs, de forma que cuando una
de ellas se una a la secuencia se pare la reaccion, y seguidamente se lavan las
demas bases que no han reaccionado. Entonces, una camara recoge la
fluorescencia y determinara qué nucleétido es el que se ha unido en esa posicion.
Una vez que se ha identificado se eliminara el terminal de bloqueo del extremo 3'
gue impedia continuar con la sintesis de la cadena y el marcaje fluorescente. Se
vuelve a cargar una nueva tanda de nucleétidos y se continda la secuenciacion
hasta completar toda la cadena de ADN (Ambardar S et al., 2016; Kruglyak KM et
al., 2016).
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a los adaptadores 1 en superficie | I
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Figura 15: Esquema del proceso llevado a cabo en la celda de flujo, uniéon de los adaptadores,

amplificacion y creacion de "clusters de ADN"

A diferencia de la pirosecuenciacion, por cada ciclo se incorpora un Uunico
nucledtido, el tamafio de los fragmentos a secuenciar también es menor (150 pb).
Hay equipos que hacen hasta 15.000 millones de reacciones en una carrera.
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6.2.2.3 lon Torrent semiconductor

Este método de secuenciacion se basa en la deteccion de iones de hidrogeno
que se generan durante la polimerizacion del ADN. Al igual que el sistema 454, hay
una amplificacion clonal basada en la PCR en emulsion, con un posterior paso de
enriquecimiento de las microesferas unidas a una sola molécula monocatenaria de
ADN (Goodwin S et al., 2016).

Posee micropocillos en los que se inserta la cadena de ADN a secuenciar, y se
inunda con un unico tipo de nucledtido. La incorporacion de un nucleétido en la
polimerizacién de forma natural implica la formacion de un enlace covalente, y la
liberacién de un pirofosfato y una carga positiva en forma de iones de hidrégeno.
Aprovechando este hecho y la capacidad de los sensores de pH ISFET se ha
desarrollado la tecnologia del lon Torrent semiconductor. Si el nucleétido afiadido a
la reaccion no es complementario a la secuencia de ADN a secuenciar, no se
incorporara y no se dara ninguna reaccion. Si el nucleétido es complementario a la
cadena de ADN, se incorporara, provocando la liberacién de un ion hidrégeno, cuya
sefal sera recogido por un sensor de tipo ISFET (Fig. 16). Tras cada ciclo, se lavan
los nucledtidos para afadir un nuevo tipo, y la reaccién se volvera a producir o no
dependiendo de la secuencia los nucleotidos de la cadena a secuenciar. Al usar
polimerasas naturales, la reaccidén ocurre a tiempo real. En caso de que haya dos o
mas bases iguales consecutivas, se incorporaran multiples nucleétidos en un Gnico
ciclo, se liberardn mas &tomos de hidrogeno y la sefial electronica sera
proporcionalmente mayor. Las ventajas de este sistema es la tecnologia de
medicion eléctrica, sin necesidad del uso de medicion optica mediante nucleotidos
modificados, que permiten que el proceso sea mas barato tanto en los costes
iniciales como de operacion, asi como su alta velocidad gracias a las

polimerizaciones a tiempo real (Perkel J et al., 2011).
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Figura 16: Esquema del proceso llevado durante la secuenciacion en los micropocillos de un lon
Torrent. La incorporacién de un nucleétido en la polimerizacién produce la liberacion de

un pirofosfato y una carga positiva en forma de iones de hidrégeno.

6.2.3 Secuenciacion de molécula Unica de ADN

Las técnicas de Segunda Generacion todavia son plataformas que precisan de
unas necesidades especificas. Los protocolos propios de dichos métodos,
incorporan una etapa de amplificacion del ADN a secuenciar. Por ello, la idea de
buscar una alternativa mas sencilla, rapida y eficaz es una cuestion que siempre ha
estado y estd en la mente de los investigadores. Con este fin, nace lo que se
conoce como secuenciacion de tercera generacion. Aunque algunas de estas
plataformas, o bien se encuentran todavia en fase de experimentacion, o requieren
de la mejora en muchos de sus aspectos. Todas las estrategias se fundamentan en
la idea de realizar la propia secuenciacion a partir de una unica molécula de ADN,
consiguiendo lecturas mas largas, y ampliando el abanico de aplicaciones, como la

deteccidon de grandes variaciones en la estructura de los cromosomas.

Existe en el mercado la tecnologia Single Molecule Real-time (SMRT),
desarrollada por la casa Pacific Biosciencies, que trata de ofrecer una
secuenciacion de estas caracteristicas. Es una plataforma que utiliza la

fluorescencia para secuenciar una unica molécula de ADN en tiempo real. El disefio
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se basa en nanopocillos, en cuya base existe un orificio, denominado zero-mode
waveguide (ZMW), por donde es posible el paso de la luz. En cada ZMW, queda
inmovilizada una dnica molécula junto con una sola enzima de ADN polimerasa.
Tras la incorporacion de los nucleétidos, cada uno marcado con un fluoroforo de
una fluorescencia distinta, por parte de la ADN polimerasa a la hebra en sintesis, se
libera el fluor6foro que es excitado por el haz de luz ultravioleta, siendo detectable
por el detector (Fig. 17). De esta forma, es posible saber que nucleétido se ha
incorporado y, asi, obtener la secuencia. SMRT permite incorporar lecturas de unos
60.000 pares de bases. Sin embargo se trata de una metodologia que requiere de
grandes cantidades de ADN para poder ofrecer un resultado soélido. Ademas,
adquirir el equipamiento necesario supone una gran inversion inicial y el posterior

mantenimiento resulta muy costoso (Eid J et al., 2016; Goodwin S et al., 2016).
SMRT: Los dos adaptadores

de horquilla permiten la
secuencia circular continua

Nanopocillos ZMW: Sitios donde
se lleva a cabo la secuenciaciéon

Los cuatro dNTP estan marcados con un
fluoréforo de una fluorescencia distinta y
disponibles para su incorporacion

Polimerasa modificada: Cuando un nucleétido
es incorporado por la polimerasa, una cdmara
registra la luz emitida

Una cdmara graba los colores cambiantes |
de todas las ZMW; cada cambio de color
corresponde a una base

Figura 17: Esquema del proceso de secuenciacion mediante la tecnologia SMRT desarrollada por la
casa Pacific Biosciencies.
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Recientemente ha surgido la técnica de secuenciacion mediante Nanoporos,
desarrollada por Oxford Nanopore Technologies, un método que permite secuenciar
moléculas de ADN individualizadas, de forma directa, barata y en el momento.
Aunque todavia se encuentra en vias de optimizacion, otra ventaja que supone
frente al resto de tecnologias es que seré capaz de secuenciar toda la longitud de la
secuencia a analizar, en lugar de generar lecturas de un tamafio especifico. Esto es
lo que se comienza a llamar como capacidad de ofrecer lecturas “ultra largas”. Todo
esto se consigue gracias a que esta tecnologia esta basada en el principio de leer
directamente el fragmento de ADN a secuenciar mediante el paso de dicha
molécula Unica por un nanoporo, midiendo los efectos, a nivel ibnico y eléctrico, que
supone el avance del ADN (Fig. 18). Al igual que en SMRT, la secuenciacién
mediante nanoporos también presenta la limitacion de que se requiere de una gran
cantidad de ADN, para poder secuenciar y obtener un resultado fiable. Al secuenciar
una unica molécula, el inconveniente es que se necesita de la secuenciacion de
muchas moléculas Unicas para poder obtener una secuencia consenso aceptable
(Schaffer A et al., 2012; Lu H et al., 2016; Goodwin S et al., 2016).

Horquilla que permite la secuenciacién bidireccional:
La secuencia interactia con el poro y una proteina

motora para dirigir el ADN

Proteina

Motora é Alfa-hemolisina: Un gran
~ poro biolégico capaz de
P detectar ADN

La corriente pasa a través
del poro y se modula a
medida que pasa el ADN

Cada desplazamiento actua a medida
que el ADN se transloca a través del

poro corresponde a un k-mer particular

Mean
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(pA)

o
S
N
W
I

Time (seconds)

Figura 18: Esquema del proceso de secuenciacion mediante Nanoporos, desarrollada por Oxford

Nanopore Technologies
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7. Validacion

La validacion de un método es un paso fundamental para asegurar que los
resultados entregados son fiables. Cuando se realiza la validacion de un método por
parte del laboratorio, lo que se busca es poder determinar con fundamento

estadistico que el método es adecuado para los fines previstos.

En los Estados Unidos, los reglamentos de las Enmiendas de Mejora de
Laboratorio Clinico (CLIA) exigen que los laboratorios verifiquen las pruebas
desarrolladas en éstos, por lo que deben realizar una validacion para establecer y
documentar las especificaciones de dichas pruebas para las siguientes
caracteristicas de rendimiento: exactitud, precision, sensibilidad y especificidad

analitica y otras caracteristicas segun corresponda (Gargis A et al., 2015).

En Europa, la norma ISO 15189 (ISO/IEC 15189, 2012) define las instrucciones
para la validacion, que incluye estimaciones de las caracteristicas de rendimiento
analitico y diagndéstico de una prueba: rendimientos de la técnica, exactitud y
precision del método de analisis, sensibilidad y especificidad analitica y la

concordancia con otros métodos.

Desde 2014, la mayoria de centros que realizan pruebas de NGS contintan
disefiando, optimizando y validando sus pruebas desarrolladas en laboratorio. Esto
coloca la responsabilidad de establecer y documentar las especificaciones de la
validacion de las pruebas de NGS en los profesionales de laboratorio. La plataforma
de secuenciacion, que se instala con configuracion predeterminada y software, es
optimizada por el laboratorio para la aplicacion clinica prevista antes de la validacion
de la prueba. El protocolo de validacién del ensayo para pruebas de NGS se realiza
como un unico flujo de trabajo, donde se evalla tanto la plataforma, como la prueba

y el soporte informatico (Gargis A et al., 2015).

Los paneles comerciales, a pesar estar validados por los propios fabricantes,
deben ser vueltos a validar por los usuarios para ser introducidos en la rutina del
laboratorio. Para ello, lo mas habitual es la utilizacion de ADN de referencia,
comerciales o validados por otras técnicas, con frecuencia alélica conocida para las
distintas mutaciones de interés. Estos ADN son obtenidos a partir de lineas

celulares tumorales o biopsias tumorales procesadas en parafina, con el objetivo
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que sean lo mas similares a las muestras de rutina. A partir de los resultados
obtenidos de estas muestras, es posible determinar los pardmetros para la
validacion: limite de deteccion, sensibilidad y especificidad analitica, precision y
exactitud (Singh RR et al.,, 2013; Lin MT et al., 2014; D'Haene N et al., 2015;
Ananda G et al., 2014; Simen BB et al., 2015).

Uno de los aspectos generales que necesita una técnica para su validacion es
determinar su capacidad de generar rendimientos similares en diferentes estudios o
experimentos a lo largo del tiempo. Esta estabilidad, que en el contexto de
secuenciacion masiva se referiria a la cobertura y a la calidad de las
secuenciaciones obtenidas, ya sea por carrera, por muestra o por amplicon, facilita
alcanzar los parametros de exactitud, precision y sensibilidad analitica minimos para
ser validada (Ten Bosch JR et al., 2008).

También hay que tener en cuenta que, a bajas coberturas, se incrementan los
niveles de ruido del ensayo, en tanto que aumenta la probabilidad de perder
sensibilidad analitica; dependiendo de la cobertura se van a ver afectados los

parametros de la validacion (Simen BB et al., 2015).

A partir de la replicacion del analisis de muestras tumorales se obtienen los
parametros de precision (intra-run o repetibilidad, e inter-run o reproducibilidad).
Finamente, la comparacion de los resultados obtenidos con otras técnicas permite
obtener la concordancia, que sirve para conocer si con un método o instrumento
nuevo se obtienen resultados equivalentes. Su importancia en el area de la salud
reside en que existen diversas maneras de valorar los distintos parametros y, por lo
tanto, aparecen distintas aproximaciones o métodos diagnosticos usados para medir
lo mismo. Por lo tanto, la concordancia adquiere importancia cuando se desea
conocer si con un método o instrumento nuevo, diferente al habitual, se obtienen
resultados equivalentes de tal manera que eventualmente uno y otro puedan ser
remplazados o intercambiados ya sea porque uno de ellos es mas sencillo, menos
costoso, y por lo tanto, mas costo-efectivo, o porque uno de ellos resulta mas
seguro para el paciente, entre otras multiples razones. En términos generales, la

concordancia es el grado en que dos o mas observadores, métodos, técnicas u
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observaciones estan de acuerdo sobre el mismo fenémeno observado (D"Haene N
et al., 2015; Ananda G et al., 2014; Simen BB et al., 2015).

Asi, la concordancia no evalia la validez o la certeza sobre una u otra
observacion con relacion a un estandar de referencia dado, sino cuan acordes estan
entre si observaciones de distinto origen sobre el mismo fenbmeno. En estos casos
se considera que los estudios evallan la consistencia entre los métodos o
instrumentos. En los estudios en los que uno de los métodos o instrumentos nuevos
se compara frente al método que constituye el patrén de referencia o gold standard,
se evalla la conformidad del método respecto al patron de referencia que también
se denomina validez o desempefio operativo de una prueba diagnéstica (Cortés-
Reyes E et al., 2010).

Para el analisis de concordancia de las nuevas técnicas de NGS, es habitual que
éstas sean comparadas con técnicas ya introducidas en la rutina clinica, como son
las técnicas de genotipado, de minisecuenciacién y de secuenciacion con la técnica
de Sanger; ademas de la comparacion entre las distintas técnicas NGS (D"Haene N
et al., 2015; Ananda G et al., 2014; Simen BB et al., 2015).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El desarrollo de diferentes farmacos anticancerigenos cuya eficacia aumenta o

disminuye considerablemente en funcion de la presencia de determinadas

mutaciones somaticas hace imprescindible la deteccién de estas mutaciones.

Nuestra hipoétesis es que, en el contexto de los nuevos tratamientos oncoldgicos,

en el CCRM se hace necesaria la implantacion de sistemas de NGS para

determinar la existencia de alteraciones génicas asociadas a la decision terapéutica

en el uso de estos farmacos.

Por tanto, el presente trabajo tiene como objetivos:

Desarrollar un sistema de deteccion rapido, sensible, reproducible y
facilmente integrable en la rutina clinica para el analisis de mutaciones de
interés oncoldgico, en pacientes con CCRM a partir de biopsias incluidas en
parafina seleccionadas en diferentes Centros de Salud, mediante el uso de
técnicas de secuenciacion masiva en la plataforma de secuenciacion 454 GS
Junior de Roche.

Validar dicho sistema de deteccion para determinar la idoneidad de nuestra
técnica. Las pruebas de validacion han de incluir estimaciones como son: los
rendimientos de la técnica y calidad de los resultados, exactitud, precision,
sensibilidad y especificidad analitica y concordancia con otras técnicas.
Mediante el uso de este panel, detectar las mutaciones de interés clinico
descritas hasta el momento en los genes BRAF, KRAS y NRAS, por medio de
la ampliacién de las zonas de interés de estos genes, con unas condiciones
tales que permitan esta deteccion incluso en muestras con mutaciones solo
presentes a un porcentaje bajo del ADN obtenido.

Que dicho sistema de deteccion de mutaciones sea modulable y escalable, y
gue ademas el proceso de disefio, desarrollo y validacion sea extrapolable a

otras plataformas de secuenciacion.
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1. Diseiio del método de analisis

Para determinar las mutaciones de interés en la terapia del CCRM, se prepar6 un
listado de mutaciones correspondientes a los genes BRAF, KRAS Y NRAS (Tabla
1). Para el disefio de los cebadores de PCR, asi como para la preparacion de la
informacion necesaria para el analisis informéatico de los resultados, se busco la
secuencia de los transcritos y las posiciones de las alteraciones en las bases de
datos publicas NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/) con el genoma de referencia GRCh37
y Ensembl (www.ensembl.org/index.html). En el disefio de cebadores se utilizo el
programa informatico PRIMERS3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) (Koressaar T et
al., 2007; Untergrasser A et al., 2012).

MUTACIONES DE INTERES ONCOLOGICO*

. CODIGO EN . CODIGO EN
GEN EXON MUTACION GEN EXON MUTACION
COSMIC COSMIC
p.E586K COSM463 p.G12A COSM522
p.V590I COSM51383 p.G12C COSM516
p.D594G COSMA467 p.G12D COSM521
p.D594V COSMA466 p.G12R COSM518
p.F595L COSM53198 p.G125 COSM517
p.F595L COSM468 p.G12V COSM520
BRAF 15 p.G596R COSM469 p.G13A COSM533
p.L597V COSM470 p.G13C COSM527
p.T599I COSMA472 2 p.G13D COSM532
p.T599R COSMA4172020 p.G13R COSM486
p.V60OE COSMA476 p.G135 COSM528
p.K601E COSMA478 p.G13V COSM574
p.K601Q COSM27897 p.V14l COSM12722
p.G12A COSMS565 KRAS p.L19F COSM20818
p.G12C COSM562 p.L19F COSM12703
p.G12D COSM564 p.Q22K COSM543
2 p.G12S COSM563 p.Q61H COSM554
p.G12V COSM566 p.Q61H COSM555
p.G13D COSM573 3 p.Q61K COSM549
p.G13R COSM569 p.Q61L COSM553
NRAS p.G13V COSMS74 p.Q61R COSM552
p.T501 COSM222543 p.T74P COSM28672
p.GGOE COSM28673 p.K117N  COSM19940
3 p.Q61H COSM586 p.K117N  COSM28519
p.Q61K COSM580 4 p.A146P COSM19905
p.Q61L COSM583 p.A146T COSM19404
p.Q61R COSM584 p.A146V COSM19900
4 p.A146Y COSM4170228

Tabla 1: Mutaciones de interés oncoldgico implicadas en el Cancer Colorrectal Metastasico. La
referencia del transcrito para el gen BRAF es NM_004333.4, para el gen KRAS es
NM_004985.4 y para el gen NRAS es NM_002524.4, respectivamente. * Bases de datos
consultadas: MY CANCER GENOME (www.mycancergenome.org), MD ANDERSON
CANCER CENTER PERSONALIZED CANCER THERAPY (pct.mdanderson.org) Yy

COSMIC (www.cancer.sanger.ac.uk/cosmic).
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e Por un lado, los cebadores debian cumplir las condiciones siguientes:

©)

©)

Tamafhos entre 20 y 30 pb, siendo el tamafio 6ptimo en 25 pb.

Temperatura de unién de los cebadores (Tm) entre 58 y 62°C, siendo la
temperatura Optima de 60°C y que la diferencia méxima de la Tm fuese de
2°C.

Numero maximo de homopolimeros fuese inferior a 5.

Rangos del tamafio de los productos de PCR, sin adaptadores, debia estar

entre 125y 250 pares de bases.

e Por otro lado, estos disefios siguieron tres premisas:

o

Que el tamafio de los amplicones, es decir, los productos de PCR con los
adaptadores universales 454, no fuera superior a las 400 pb para poder ser
secuenciados en su totalidad.

Que estos fragmentos incluyan todas las mutaciones de interés.

Y que los tamafnos de estos fragmentos de PCR fueran lo suficientemente
diferentes en tamafio para poder ser visualizados mediante técnicas de
analisis de imagen de productos de PCR, y asi poder hacer un seguimiento

de cada fragmento en la optimizacion de las condiciones de amplificacion.
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2. Obtencidn y preparacion de las muestras

Este trabajo se ha realizado con diferentes tipos de muestras, entre ellas

muestras biolégicas de pacientes (biopsias de tumores colorrectales). Este estudio

paso por comité ético que permitia el andlisis de los datos sin tener informacién de

los pacientes, los cuales firmaron consentimiento informado. El estudio reune las

caracteristicas adecuadas referentes a informacion a los pacientes, consentimiento

informado y cumplimiento de los criterios éticos para la investigacion médica y

biomédica establecidos en la Declaracion de Helsinki de la Asamblea Médica

Mundial, y sus revisiones (General Assembly of the World Medical Association,
2014).

Las muestras analizadas a lo largo de todo el estudio fueron:

Muestras comerciales, procedentes de lineas celulares, de perfil mutacional y
frecuencia alélica conocidos (Horizon Diagnostics, Cambridge, United Kingdom)
(n=8). Estas muestras comerciales se suministran en cortes de parafina, de
forma que fueran lo mas parecidas a las muestras clinicas. Estas vienen
identificadas como WT o, si son mutadas, debidamente identificadas con su
mutacion o mutaciones correspondientes, y la frecuencia alélica de cada una de

ellas.

Biopsias de pacientes con CCRM, remitidas desde diferentes Hospitales de la
Comunidad Valenciana (afios 2013-2016, n=875). Estas muestras estan
incluidas en parafina para su conservacion. En el Servicio de Anatomia
Patoldgica del Hospital Clinico de Valencia, se les practicaron varios cortes con
un microtomo de precision, obteniendo secciones de 5um de espesor de las
zonas con mas porcentaje de células tumorales. Después, 5 secciones de cada
muestra se introdujeron en tubos de eppendorf de 1,5 ml, debidamente

identificados y etiquetados.

Muestras control, del Programa de Garantia de Calidad de la Sociedad
Espafiola de Anatomia Patologica, SEAP, (Médulos de Patologia Molecular 9-
14, 2014-2016, n=40). Estas muestras son cortes de parafina adheridos a

portaobjetos (entre 3 6 4 por caso), que posteriormente son rascados y
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depositados en tubos eppendorf de 1,5 ml, debidamente identificados y

etiquetados.

Para la desparafinizacion y obtencion del ADN se utilizé el kit de extraccion
Maxwell® 16 FFPE Tissue LEV DNA Purification Kit (Promega Corporation,
Madison, USA), mediante un método de purificacibn automatizada de ADN
genomico de secciones de tejidos embebidos en parafina fijado en formol (FFPE)
(Fig. 19).

Tras la digestion de los cortes de las muestras en parafina con proteinasa K, este
método purifica el ADN utilizando particulas paramagnéticas de silice revestido, que
proporcionan una fase solida moévil que optimiza la captura, el lavado y la elucién del
ADN.

Cartucho de

Reactivos Embolo

Figura 19: Sistema Maxwell® 16 para purificacién automatizada de ADN

Una vez extraido el ADN de cada muestra, se procedid a su cuantificacion
utiizando el equipo de medicion de absorbancia Nanodrop® ND-100
Spectrophotometer (ThermoScientific™) en el rango de 260-280 nm de longitud de
onda del espectro. Finalmente, las muestras se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Para este trabajo se utilizaron concentraciones de ADN entre 2 y 200 ng/pL.
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3. Metodologia de la secuenciaciéon

Para realizar la secuenciacion masiva de los fragmentos amplificados de ADN en

la busqueda de mutaciones de interés oncologico, se selecciond el sistema 454 GS
Junior de Roche® (Fig. 20).

Figura 20: Sistema 454 GS Junior de Roche®

3.1 Descripciéon de los adaptadores universales 454.

El disefio de los oligonucledtidos en el sistema 454 requiere la adiciéon de unos

adaptadores especificos para reconocimiento de cada muestra en el proceso de la

secuenciacion masiva. Dentro de la secuencia del adaptador se incluyen (Fig. 21):

El “MID”, una secuencia de 10 nucleétidos que es identificadora especifica
de cada individuo/muestra.

La “KEY”, una agrupacion de 4 bases (TCAG), que sirven de referencia
para calibrar el detector de intensidad de luz, emitida en cada ciclo del
aparato de secuenciacion masiva.

Los oligonucledtidos Forward o Reverse, secuencias de nucleétidos
diferenciales, que son complementarias a la secuencia de los
oligonucledtidos presentes en las microesferas A o B de emPCR, y que

llevan todos los fragmentos en posicién 5' 6 3’, respectivamente.

De esta manera, cada fragmento quedara identificado por el MID en cada

extremo, asi ambos MID son secuenciados en todas las reacciones, ya sean en un

sentido o en otro.

La adicion de la secuencia del adaptador tras la reaccion de PCR hace que se

obtengan unos fragmentos con una extension extra de 70 pb en los extremos (35 pb

a cada lado).
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Forward primer

| ;

Reverse primer

A 454 Titanium A-primer (21 bp)
<MD

=

l MD, )
B
200-600 bp
Forward primer (Primer A-Key):
5-CGTATCGCCTCCCTCGCGCCATICAG- -template-specific-sequence-3’
Reverse primer (Primer B-Key):
5-CTATGCGCCTTGCCAGCCCGCICAG- -template-specific-sequence-3’

Figura 21: Proceso general de la obtencién de una libreria.

3.2 Obtencion de los fragmentos por PCR

Para la obtencion de todos los fragmentos esperados, con una proporciéon similar
de todos ellos, se pusieron a punto unas condiciones de amplificacién en cuanto a la
preparacion del mix de PCR con el Kit QIAGEN Multiplex PCR (Qiagen, Hilden,
Germany) y programa de amplificacion idoneos. Las concentraciones de cada par
de cebadores, junto con el programa de amplificacién idoneo conseguido tras el

proceso de optimizacion, se describen en el apartado 1.1 de Resultados.

La visualizaciéon de los resultados se llevé a cabo con el sistema QiAxcel (modelo
SK-QIAxcel-Slider, Qiagen), que permite separar acidos nucleicos dependiendo de

su tamafio mediante electroforesis capilar en gel.

La optimizacidon se realiz0 mediante la amplificacion de los fragmentos, a
diferentes concentraciones de cebadores y condiciones de PCR, y posterior
observacion en dicho sistema de electroforesis capilar, modificando dichos

parametros hasta llegar a las condiciones Optimas.
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3.3 Purificacion de la libreria

Con el objeto de eliminar productos inespecificos, resto de cebadores no
consumidos en la reaccion de amplificacion y dimeros de estos (Fig. 22), se utilizo el
kit de purificacion: Magsi-NGS PREP Manual Kit (MagnaMedics Diagnostics B.V.,
The Netherlands). Este kit permite la seleccion de tamafos y la limpieza de las
sucesivas reacciones para aplicaciones NGS. La union dirigida al tamafio de
fragmentos de ADN de doble hebra varia modificando el volumen de reactivo
especifico en relacion al volumen de la muestra. Al disminuir el volumen de la
solucion con respecto al volumen de la muestra a purificar, aumenta la eficacia de la
union a fragmentos mas grandes pudiendo eliminar los mas pequefios no unidos.
Esto permite retener o descartar selectivamente tamafios de fragmentos no
deseados.

En nuestro caso, se utilizé a una concentracion 0.6X, previamente puesta a
punto a diferentes concentraciones donde ésta era la idénea para la eliminacién de

tamafios inferiores a 100 pb.

! jo Unién Ampure Separacion Lavado con B .
O MagSi-NSG - o PgR Magnética Etanol 70% Elucion en TE l;ﬁ;n;ff.é:ﬂ:
0.9 @ P 5 % g9
s & 2 PPy | ok 0ho48 ok 99049 9
r o T AR, LR K 4 YRLLARR PP,
A, v AL e ‘be SO LOOROOQ .
: % "_r?""_\ g 4 '.) ) &ﬁ ) "‘; b
¢ ©; Y % I : o
’ Campo 4 Campo Campo 4 b
Magnético Magnético Magnético
- - - - -
I 2 3 4 5 6

Figura 22: Etapas del protocolo de purificacion
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3.4 Cuantificacion de la libreria

Tras la purificacion de las librerias de ADN, con los fragmentos de tamafio
deseado, se realizé el agrupamiento de todas las muestras a secuenciar (pool de
muestras) en la carga del equipo, de modo que el numero de lecturas totales entre
individuos/muestras fuera lo mas homogéneo posible.

Para ello, se cuantificé la libreria con el kit: QuantiFluor® dsDNA System
(Promega). Midiendo la fluorescencia emitida entre 510-570nm en un
espectrofluorimetro GLOMAX Multi-Detection System (Promega) segun las
especificaciones de la casa comercial.

Se realiz6 una recta patron a partir de ADN de concentracién conocida con el fin
de calcular la concentracion del pool purificado. A continuacion, este pool se diluyé a
una concentracién final de 5-10° moléculas/pL, concentracién final indicada en el
protocolo del sistema 454 GS Junior, para que hubiera una sola molécula de ADN

unida a una bola de captura.

3.5 Amplificacién de la libreria por PCR en emulsién o emPCR

Este proceso consiste en una amplificacion por PCR dentro de microesferas
generadas a partir de una emulsiéon de agua y aceite (emPCR Amplification Method
Manual, 2012). El objetivo de este proceso es que en cada una de esas
microesferas haya miles de copias obtenidas a partir de una sola molécula de ADN
unida a una bola de captura o capture bead a través de unos oligonucleétidos
anclados en ellas y complementarios a los oligos Forward o Reverse.

El siguiente paso fue calcular el nimero de lecturas necesarias para llevar a cabo
el experimento. El fabricante aconsejaba considerar un numero inicial de lecturas de
70.000, que es el numero de secuencias minimo que se debe obtener con el
sistema GS Junior por carrera. Se utilizé este valor como referencia para realizar el
calculo de los fragmentos y nimero de muestras que se van a incluir en cada una de

ellas. La formula a utilizada fue la siguiente:

N° Lecturas= Lecturas por amplicon - N° de amplicones - N° de individuos

70



METODOLOGIA

A continuacion, se estimé cuanto volumen habia que afadir de cada pool a los
reactivos para que al final hubiera una media de 1 molécula por microesfera.
Teniendo en cuenta que hay 3-10° microesferas por reaccién y que el pool esta a
una concentracién de 5-10° moléculas/uL, necesitdbamos 6 pL del pool obtenido
para cada uno de los sentidos forward y reverse.

Una vez ajustados los valores, se prosiguié con la amplificacién por emPCR de la
libreria. Se utilizaron dos tipos de microesferas: las esferas A, que contienen oligos
complementarios a los oligos Forward, y las B, que contienen oligos
complementarios a los oligos Reverse de los adaptadores universales afiadidos en
la PCR. Con este mecanismo, cada bola unird una Unica monocadena de cada
fragmento de cada individuo y la amplificara, de forma que dentro de cada
microesfera de emulsion habra un solo fragmento amplificado numerosas veces
(Fig. 23).

Las condiciones de la emPCR fueron: un primer paso de 4 minutos a 94°C,
seguido de 50 ciclos que consistian en 94°C, 30 segundos, 58°C, 4,5 minutos y

68°C, 30 segundos. El producto tenia una estabilidad maxima de 16 horas a 10°C.

0 w Vv e
: o b -
v
\\\. Captura de
Captura de una Emulsificacion: o T—— la libreria

molécula de ADN formacion de ‘ T i@ 040

por bola microesferas enem ¥ oW
ol _ o

- oy 9

Enriquecimiento
de la libreria

[ el Nl

Figura 23: Esquema del proceso llevado a cabo durante la emPCR y el enriquecimiento de la libreria.
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3.6 Enriquecimiento de la libreria

Este paso consistio en la rotura de la emulsion y enriquecimiento de la libreria con
microesferas de captura unidas a los fragmentos deseados, eliminando aquellas sin
fragmentos, con el fin de aumentar la proporcion de microesferas con ADN
amplificado.

La desnaturalizacion del ADN con NaOH dej6 udnicamente moléculas
monocadena unidas a la microesfera. Posteriormente, al otro extremo de la
molecula de ADN, se unia el oligonucleotido de enriquecimiento unido a biotina. La
muestra se mezcldé con unas microesferas magnéticas cubiertas de estreptavidina,
de forma que, con la ayuda de un iman y la unién biotina-estreptavidina, se
separaron las microesferas de captura con muestra unidas a las microesferas
magnéticas de aquellas microesferas sin muestra para eliminarlas (Fig. 23). Una vez
enriquecida la libreria con microesferas de captura con los fragmentos deseados, se

afiadieron los oligonucleétidos de secuenciacion para pasar a la siguiente etapa.

3.7 Secuenciacion

En este punto se utilizaron los oligonucleétidos de secuenciacion, afiadidos en el
punto anterior, complementarios al extremo libre del fragmento como cebadores
para que se pudiera realizar la sintesis de la nueva cadena.

La libreria se carg6 en una placa llamada Pico Titer Plate Device. Su estructura
esta formada por multitud de pocillos en forma de panal. En cada uno se deposité
una sola bola con ADN amplificado y se recubrio de microesferas de
empaquetamiento o PackingBeads para evitar que la sefial emitida en un pocillo
interfiera con la de los demas.

El sistema 454 GS Junior utiliza una metodologia de secuenciacion basada en la
pirosecuenciacion (Fig. 24). Este proceso ya descrito en la introduccion, consiste en
el acople del pirofosfato inorganico (PPi), liberado al incorporar cada nuevo
nucledtido a la cadena en sintesis, a dos reacciones en cadena llevadas a cabo
mediante las enzimas sulfurilasa y luciferasa por las que, en el dltimo paso, se libera

sefal de luz detectada por la camara CCD de captacién de imagenes del sistema.
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Cada base es anadida en ciclos de manera secuencial y siempre en el mismo
orden, mediante un proceso encadenado, por lo que se puede conocer qué base y
en qué cantidad se ha unido, al emitir una sefial luminiscente que recoge la camara
CCD. La intensidad de luz que se produce es proporcional al numero de nucleétidos

anadidos.

Imagen de la senal

Sulfurilasa

ATP

Luz + oxiluciferina

Figura 24: Esquema de la reaccién de secuenciacion llevada a cabo en la que se detecta una sefial

luminiscente en los pocillos donde se ha afiadido un nuevo nucleétido.

La secuenciacion realizada es bidireccional, puesto que se obtienen lecturas en
sentido forward y sentido reverse en diferentes microesferas, aumentandose asi la
calidad y precision de las lecturas, y minimizando el error de secuenciacién. Las
lecturas tienen una longitud media de 400pb de forma que cubren la secuencia
amplificada completa junto con la secuencia de los MIDs en cada uno de los

extremos.

3.8 Calidad de la secuenciacion y procesado de datos

Una vez terminada la secuenciacion, se revisé que todo el proceso funcionara
correctamente. Para ello, se siguid el protocolo proporcionado por Roche (454
Sequencing System Software Manual, Version 2.7, 2012). Este consiste en la
aplicacion de una serie de filtros que nos indican la calidad de las lecturas. También

nos indica si se ha calculado bien la cantidad de fragmentos de ADN en el pool, para
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que solo hubiera como méaximo una molécula de ADN amplificada por cada
microesfera, y como habia ido el proceso de secuenciacion en general.

Estos filtros son (Fig. 25):

e Dots Filter: Filtro de lecturas con demasiados flujos negativos. Un 'Dot’ es
una instancia de tres flujos negativos sucesivos (no hay sefial para tres flujos
de base).

e Mixed Filter: Filtro de lecturas con demasiados flujos positivos 0 ambiguos.
Cuando hay demasiadas incorporaciones de nucleotidos, posiblemente a
partir de un pocillo que contiene mas de una hebra de ADN, contaminacion
de sefial de un pozo vecino o bien una relacion sefial/ruido baja.

e Short Quality Filter: Este filtro descarta lecturas que son demasiado cortas.

e Passed Filter: Todas las lecturas de buena calidad, que han pasado todos los
filtros anteriores.

En carreras de muy buena calidad la suma del porcentaje de los Dots Filter mas

Mixed Filter es inferior al 20%.

B % Key Pass Wells - TCAG

55 4

TCAG (Library)

50 A Total

{- Region: 1 ' Raw Wells 274,126

45 J |E==A%Dot + Mixed: 20.63 | ICey Pass Wells 266,595
1 == % Passed Filter: 53.76

40 4 ° = Failed Dot 8,887

Mixed 46,117

a5 Short Quality 67,612

Short Primer 119

30 4
Passed Filter Wells 143,318

25 4

% Dot 3.33

20 1 % Mixed 17.30
% Short Quality 25.36

15 - %6 Short Primer 0.04

% Passed Filter 33.76
10 A

Total

Figura 25: Ejemplo de resultados de los filtros aplicados tras la secuenciaciéon de una carrera en el
sistema 454 GS Junior.

74



METODOLOGIA

Para analizar la calidad de la secuenciacion de nuestro sistema, se analizé el
porcentaje de lecturas en los filtros aplicados en 30 carreras consecutivas.

Posteriormente, se siguié con el procesado de datos utilizando el programa
Amplicon Variant Analyzer (AVA, Roche) para llevar a cabo el andlisis de las
secuencias y detectar las variantes presentes en cada amplicén, las lecturas que le
corresponden a cada uno por muestra 'y en qué sentido se habia secuenciado.

Utilizando como referencia la secuencia de cada uno de los amplicones, y
tomando como posicion 1 la primera base del cebador utilizado en la amplificacion,
obtuvimos la posicion relativa de las distintas variaciones en el programa AVA. Por
medio de éste, el nombre de la referencia de la anotacion del cDNA y del cambio
aminoacidico a nivel de la proteina (Tabla 2). En caso de duda, se verificaron en los
pirogramas los datos obtenidos y se comprobaron si las variaciones encontradas

eran artefactos o reales.

GEN  EXON POSICION AVA  POSICION cDNA  POSICION PROTEINA GEN EXON POSICION AVA POSICION cDNA POSICION PROTEINA
76G:A c.1756G>A p.E586K 57 G:A €.34G>A p.G125
88G:A c.1768G>A p.V590I 57 G:C €.34G>C p.G12R
101A:G c.1781A>G p.D594G 57GT €.34G>T p.G12C
101A:T ¢.1781A5T p.D594V 58 G:A €.35G>A p.G12D
105T:G ¢.1785T>G p.F595L 58 G:C €.35G>C p.G12A

BRAF £1s 1066G:C €.1786G>C p.G596R 58G:T €.35G>T p.G12V
115A:G ¢.1795A>G p.T599A 02 60 G:A €.37G>A p.G13S
116C:T €.1796C>T p.T5991 60 G:C €.37G>C p.G13R

118G:A; 119T:A c.1798_1799GT>AA p.V600K 60G:T c.37G>T p.G13C
118G:A; 119T:G ¢.1798_1799GT>AG p.V6OOR 61 G:A €.38G>A p.G13D
119T:A €.1799T>A p.V600E 61G:C €.38G>C p.G13A
121A:G c.1801A>G p.K601E 616G:T c.38G>T p.G13V
71-72GG:AA  ¢.34_35GG>AA p.G12N KRAS 63 G:A C.40G>A p.v14l
7T1GA c.34G>A p.G12S 87AG c.64C>A p.Q22K
7M1GT €.34G>T p.G12C 88C:A c.181C>A p.Q61K
72GA €.35G>A p.G12D 89A:G ¢.182A>G p.Q61R

E2 72G:C €.35G>C p.G12A E3 89A:T c.182A>T p.Q61L
72GT ¢.35G>T p.G12V 90A:C c.183A>C p.Q61H
74G.C €.37G>C p.G13R 90A:T c.183A5T p.Q61H
75G:A c.38G>A p.G13D 153 G:A c.436G>A p.A146T
75G:T .38G>T p.G13V 153 G:C ¢.436G>C p.A146P

NRAS 30C:T €.149C>T p.T50I £a 154 C:T €.437C>T p.Al46V
60 G:A c.179G>A p.G6OE 64 A:G c.347A56 p.N116S

E3 62CA c.181C>A p.Q61K 68 A:C c.351A>C p.K117N
64 A:C €.183A>C p.Q61H 68 AT c.351A5T p.K117N
63 A:G c.182A>G p.Q61R
63 AT c.182A>T p.Q61L
59A:G €.349A>G p.K117E

£ 146G:A c.436G>A p.A146T
146G:C €.436G>C p.A146P
147C:T ¢.437CT p.A146V

Tabla 2: Posiciones relativas de las variaciones en el programa AVA, nombre de la referencia de la

anotacién del cDNA y del cambio aminoacidico a nivel de la proteina.
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4. Rendimientos de la técnica

Con los rendimientos de la técnica nos referimos a la cobertura, ya sea por

carrera, por muestra o por amplicdn, que nos facilita alcanzar los pardmetros de

exactitud, precision y sensibilidad y especificidad analitica.

Lecturas por carrera: Para analizar la cobertura obtenida por carrera, se
analizaron el numero total de lecturas en 30 carreras consecutivas. Se
determind el promedio y la desviacion estandar (SD) de las lecturas por

carrera.

Lecturas por muestra: Se seleccionaron 5 muestras de cada una de las 30
carreras anteriores para calcular las lecturas por carrera (n=150). Se
determinaron los promedios de lecturas por muestra en cada carrera con

sus respectivas SD y su coeficiente de variacion (CV) en tanto por ciento.

Lecturas por amplicén: El rendimiento de las coberturas por amplicon se
analizo utilizando las 150 muestras del estudio anterior. Con ello se analizd
el promedio del nimero de lecturas y las SD de cada uno de los

amplicones.
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5. Pruebas de Validacién

Las pruebas validacion en un proceso determinan la idoneidad de una prueba,
que se ha desarrollado, optimizado y estandarizado adecuadamente para un fin

concreto.

Para la realizacion de las pruebas de validacion hemos seguido la ISO 15189
(ISO/IEC 15189, 2012) donde se definen algunas de las normas que hemos
utiizado para validar nuestra técnica de NGS. Para esto hemos utilizado
estimaciones como son la exactitud, precisién, sensibilidad y especificidad analitica

y concordancia con otras técnicas.

5.1 Exactitud del método de analisis

La exactitud se define como el grado de concordancia entre el resultado y el valor
de referencia aceptado (ISI/IEC 3534-1, 2006; CLSI, 2008). En aplicaciones de
NGS, la exactitud se define como “el grado de acuerdo entre las secuencias de
acidos nucleicos derivados del ensayo de nuestra técnica y una secuencia de
referencia” (ten Bosch JR et al, 2008).

La exactitud, en nuestro caso, la expresamos como el error relativo del valor
obtenido con respecto al valor asignado de muestras controles. Para evaluar la
exactitud de nuestro método en el sistema 454 GS Junior, se analizaron muestras
comerciales de Horizon Diagnostics (Cambridge, United Kingdom), de la siguiente

manera.

e Muestras con una sola variacion presente al 50%:
- Muestra HD593, mutacion BRAF_E15: p.V600E
- Muestra HD592, mutacion KRAS_E2: p.G13D
- Muestra HD580, mutacion KRAS_E4: p.A146T
- Muestra HD255, mutaciéon KRAS E2: p.G12A
- Muestra HD204, mutacion KRAS E2: p.G12D
- Muestra HD286, mutacion NRAS_E3: p.Q61R
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e Muestra HD200, panel con diferentes porcentajes de las mutaciones:
BRAF_E15: p.V600E al 10.50%

KRAS_E2: p.G12D al 6.00%

KRAS_EZ2: p.G13D al 15%

NRAS_E3: p.Q61K al 12.50%

e Y muestra WT HD172, que no presenta ninguna de las mutaciones descritas

anteriormente

Todas estas muestras se analizaron por triplicado, en 3 amplificaciones con
diferentes MID y en 3 carreras distintas, obteniendo el promedio de los porcentajes

con sus correspondientes SD y errores relativos.

5.2 Precision del método de analisis

La precisidon se define como el grado de concordancia entre mediciones repetidas
del mismo material. Para analizar la precisidon de nuestro método se tuvo en cuenta
sus dos componentes: la repetibilidad, similitud entre nuestros datos dentro de una
misma carrera; y la reproducibilidad, concordancia entre nuestros datos obtenidos

en distintas carreras. (ten Bosch JR et al., 2008).

En este caso, tanto para estudiar la repetibilidad como la reproducibilidad se
utilizaron muestras reales de diagndstico oncolégico con concentraciones entre 150
y 200 ng/ul, de calidades préximas a 1.80 de coeficiente de absorbancia (260/280
nm de longitud de onda del espectro).

Para medir la precision de nuestro método se ha utilizado el CV, que mide la

dispersién o variacion de nuestras medidas frente a la media de éstas.
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5.2.1 Repetibilidad

La repetibilidad se define como la precisién obtenida bajo las mismas condiciones
de operacion en un intervalo corto de tiempo, en diferentes amplificaciones de la
misma muestra, en el mismo ensayo y en el mismo equipo (ten Bosch JR et al.,
2008).

Para analizar la repetibilidad de nuestro método, se utilizaron cuatro muestras con

una sola variacién conocida y analizadas previamente:

e Muestra M1, mutacion KRAS_EZ2: p.G12D (10% aprox.)
e Muestra M2, mutacidon NRAS_E3: p.Q61K (8% aprox.)
e Muestra M3, mutacion BRAF_E15: p.V600E (4% aprox.)
e Muestra M4, mutaciéon KRAS _E2: p.G13D (2% aprox.)

Estas muestras se analizaron por triplicado, en 3 amplificaciones diferentes con

diferentes MID, en la misma carrera.

5.2.2 Reproducibilidad

La reproducibilidad se define como la precision obtenida bajo diferentes
condiciones de operacion en un intervalo de tiempo mas largo, en diferentes
amplificaciones de las muestras, en diferentes ensayos y en diferentes equipos (ten
Bosch JR et al., 2008).

Para analizar la reproducibilidad de nuestro método, se utilizaron tres muestras

reales de diagndstico oncoldgico con una sola mutacion al 30% aproximado:

e Muestra M5, mutacion BRAF_E15: p.V600E
e Muestra M6, mutacion KRAS_E2: p.G12D
e Muestra M7, mutacion NRAS_E3: p.Q61K

Se analizaron en 6 amplificaciones diferentes con diferentes MID, en 6 carreras y

en dos equipos 454 GS Junior distintos.
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5.3 Sensibilidad y especificidad analitica

La sensibilidad analitica se define como la proporcién de resultados positivos de
la prueba y que se clasifican correctamente como positivos (Chen B et al., 2009). La
sensibilidad analitica puede expresarse como la probabilidad que, en el ensayo de
una técnica, se detecte una variacion de la secuencia cuando estéd presente en la

region secuenciada (Gargis AS et al., 2012).

Por otro lado, la especificidad analitica se define como la proporcion de
resultados negativos de la prueba y que se clasifican correctamente como negativos
(Chen B et al., 2009). Por tanto, la especificidad analitica es la probabilidad que el
ensayo no detecte la variacion cuando ésta no estd presente (Gargis AS et al.,
2012).

En el caso de la NGS, estos valores de sensibilidad y especificad son
dependientes de la cobertura y el porcentaje de la variacion, puesto que a mayor
namero de lecturas y mayor porcentaje de variacion disminuye el error de analisis.
Para elegir el rango de lecturas y porcentaje de mutacion que fueran representativos
y homogéneos, se tuvo en cuenta el CV en las distintas condiciones, tomandose un

valor del 20% como referencia.

Para analizar la sensibilidad y especificidad analitica de nuestro método, se

escogieron 4 muestras de diagnéstico reales, analizadas previamente:

e Muestra con mutacion BRAF_E15: p.V600E al 30%.
e Muestra con mutacion KRAS E2: p.G12D al 30%.
e Muestra con mutacion NRAS E3: p.Q61K al 30%.

e Mezcla de muestras WT, al 0% de todas las mutaciones anteriores.

A partir de estas muestras se prepararon unas mezclas de menor porcentaje.
Para el estudio, se igualaron las concentraciones a 100ng/pL en tampon TE (Tris-
EDTA, pH 8.0, Sigma-Aldrich), haciendo una mezcla con las tres (Tabla 3), y
obteniendo una mezcla al 10% de cada una de las mutaciones (M1). Posteriormente
se hicieron mezclas con un control WT al 1/2 (5% de mutacion, M2), 1/5 (2% de

mutacion, M3) y 1/10 (1% de mutacion, M4).
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Preparacién MUESTRA WT a 100 ng/plL

Mutacion Portadora [ADN]ng/uL Vol muestra (pl) + Vol TElx (uL) Vol final (ul)
MIEX-WT 188.00 53.19 46.81 100.00

Preparacién MIX1 a 100 ng/pl y al 10% de cada una de las mutaciones

Mutacion Portadora [ADN]ng/puL Vol muestra (pl) + Vol TElx (uL) Vol final (ul)
NRAS_E3: p.Q61K 195.22 10.24 9.76 20.00
M1 KRAS_E2: p.G12D 172.05 11.62 8.38 20.00
BRAF_E15: p.V6OOE 14963 13.37 6.63 20.00
TOTAL: 24.76 60.00

Preparacién MIX2 al 5% de cada una de las mutaciones

Vol. 0% MUT (WT) (pl) Vol. Al 10 % (M1) (ul) Vol final al 5 % de MUT (pl)
20 20 40

M2

Preparacién MIX3 al 2% de cada una de las mutaciones

Vol. 0% MUT (WT) (ul) Vol. Al5% (M2) (ul) Vol final al 2 % de MUT (ul)
24 16 40

M3

Preparacion MIX4 al 1% de cada una de las mutaciones

Vol. 0% MUT (WT) (pl) Vol. Al 2% (M3) (ul) Vol final al 1 % de MUT (pl)
20 20 40

M4

Tabla 3: Tabla de calculo de todas las muestras a 100 ng/pL y preparacion de las mezclas a distintos

porcentajes. MIX-WT: Mezcla de muestras WT.

Se procesaron dichas mezclas en tres amplificaciones diferentes con diferentes
MID, y se cargaron en cinco carreras buscando obtener 1000, 750, 500, 250 y 100
lecturas por amplicon, respectivamente. A partir de los resultados, se obtuvo el
promedio de los porcentajes de variacion con sus correspondientes SD, el CV (%) y
los valores de sensibilidad y especificidad analitica (en tanto por ciento) a las

lecturas seleccionadas.

5.4 Concordancia con otros métodos

La concordancia es el grado en que dos o mas métodos, técnicas u
observaciones estan de acuerdo sobre el mismo fenbmeno observado. Sirve para
conocer si con un método o instrumento nuevo se obtienen resultados equivalentes.
Hemos comparado el resultado de diferentes mutaciones obtenidos por nuestro

método de analisis con otros métodos:
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e Comparacion de la variacion BRAF_E15: P.V600OE con el kit BRAF Mutation
Analysis Reagent.

e Comparacion de las variaciones de KRAS con el sistema cobas® KRAS
Mutation Test.

e Comparacion de las variaciones de NRAS con método de Sanger.

En todos los casos, se seleccionaron una serie de muestras portadoras de
mutacion junto a algunas no portadoras en los genes a estudiar: BRAF, KRAS y
NRAS.

5.4.1 Comparacion de la variacion BRAF_E15: P.V600E con el Kit
BRAF Mutation Analysis

El kit BRAF Mutation Analysis Reagent (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) detecta y diferencia tres mutaciones en el codon V600 del gen BRAF (V600E,
V600A, y V600G) utilizando un ensayo de extension del cebador de terminacién
desplazada (STA) y analisis de los fragmentos por electroforesis capilar (ABI 3730

DNA Analyzer, Applied Biosystems) (Fig 26).

REACCION DE EXTENSION DEL CEBADOR

()
Amplificacién del ADN ﬁ
A
! :
Purificacién de los productos de PCR ﬁ
Reaccion de extension del cebador ﬁ,‘-—”

l

Eliminacién de exceso de marcadores fluorescentes ﬁ?,o

l

ELECTROFORESIS Y ANALISIS DE FRAGMENTOS

Electroforesis capilar

!

Analisis de los datos

Figura 26: Esquema de pasos a realizar durante el procesado de las muestras con el Kit BRAF

Mutation Analysis.
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Los productos de extension amplificados presentan un patron de
electroferograma distinto al diferenciar entre los WT y los alelos mutantes (Fig. 27).

Mutante
~ Tipo Salvaje
— ¥ Mutante
l
Tipo Salvaje |
5 o
——— P —
Reaccién STA Andlisis de Fragmentos

Figura 27: Esquema de un ensayo de la terminacién-desplazado (STA) reaccién de ampliacion del

cebador y posterior analisis de los fragmentos por electroforesis capilar.

Se seleccionaron 34 muestras previamente genotipadas mediante este sistema
en nuestro laboratorio. Y en paralelo, se introdujeron en los andlisis en nuestro
sistema (454 GS Junior, Roche). Una vez realizados estos andlisis se compararon

los resultados obtenidos entre ambos métodos.

Para comparar los resultados de ambas técnicas utilizamos el Test exacto de
Fisher para muestras pequefias, que nos indicaron si las variables eran

independientes o no.

5.4.2 Comparacion de las variaciones de KRAS con el kit cobas®
KRAS Mutation Test

El kit de andlisis de mutaciones en KRAS cobas® KRAS Mutation Test (Roche
Molecular Systems, Mannheim, Germany) se basa en amplificacion del ADN objetivo
mediante PCR, utilizando pares de cebadores complementarios y dos sondas de
oligonucleotidos con marcador fluorescente. Una sonda esta disefiada para detectar
la secuencia del codon 12/13 del ex6n 2 de KRAS vy la otra para detectar la
secuencia del codon 61 de KRAS en el exon 3 del gen KRAS. La deteccion se
realiza en el analizador cuantitativo cobas z 480 (Equipo c4800, Roche Diagnostics).
Cada kit incluye un control de mutacion, un control negativo y un calibrador para

confirmar la validez de la prueba.
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Tras la amplificacion, cada amplicon generado mediante la prueba de mutacién
en KRAS de cobas® esta sujeto a un programa de fusion en el que la temperatura
aumenta de 40 °C a 95 °C. La sonda especifica para amplicones no mutados se une
tanto al amplicbn mutado como al no mutado a temperaturas bajas. En el estado de
unioén, el marcador emisor (reporter) de fluoresceina en el extremo 5' de la sonda se
encuentra lo suficientemente alejado del marcador silenciador (quencher) en el
extremo 3', lo que permite al marcador fluorescente emitir una longitud de onda
luminosa especifica. A medida que aumenta la temperatura, la sonda se disocia del
amplicon y permite al marcador silenciador posicionarse cerca del marcador
fluorescente, lo que disminuye la cantidad de fluorescencia cuantificable. Los
amplicones perfectamente unidos a la sonda (no mutados) se separan a una
temperatura mas alta que los amplicones con uno o mas desapareamientos
(mutados). Es posible detectar la presencia de una secuencia KRAS mutada en el
exon 2 (codones 12 y 13) y en el exdn 3 (codon 61) cuando las temperaturas de

fusidn se encuentran dentro de los intervalos establecidos (Fig. 28).

EMISOR SILENCIADOR
nrowt & o Qs
EMISOR SILENCIADOR
TIPO MUTANTE  5' ﬁk ¢3' MUTACION

AUMENTO DE LA T2

EMISOR SILENCIADOR

5 TNk ®

TIPO WT I 3

@ =@ SILENCIADOR

5 V 3
TIPO MUTANTE MUTACION

Figura 28. Esquema del proceso tras la amplificacion de los fragmentos de ADN con el kit cobas®
KRAS Mutation Test

Se seleccionaron 24 muestras previamente genotipadas mediante nuestro

sistema de NGS en el laboratorio y se analizaron por el test cobas®. Una vez
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realizados estos analisis se compararon los resultados obtenidos entre ambos

métodos. Utilizando el Test exacto de Fisher para muestras pequefias.

5.4.3 Comparacion de las variaciones de NRAS con el método

Sanger

Se seleccionaron 35 muestras, analizadas por nuestro sistema NGS, portadoras y
no portadoras de mutacion en el gen NRAS para determinarlas mediante

secuenciacion Sanger.

Para ello, se amplific6 por PCR en tres reacciones uniplex cada uno de los tres
exones de NRAS (2, 3 y 4). El mix de reaccion por muestra consistié en 7.5 pl de
master mix, los cebadores, 1.5 pul de DNA molde (a concentraciones entre 8 y 300
ng/ ul) y agua hasta un volumen final de 15 ul. El programa de amplificacion fue
idéntico al utilizado en las reacciones multiplex, descrito en el apartado 1.1 de la
Metodologia. Estos productos de PCR fueron purificados con el kit CleanPCR
(Biotech B.V., Neherlands) y, posteriormente, se procedi6 a la reaccion de

secuenciacion.

Para la reaccion de secuenciacion se utilizé el kit BigDye® terminator v.3.1 cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Se prepar6 una mezcla
de reaccion con los siguientes volumenes por pocillo:

e Tampdn de Secuenciacion 5X: 1 pl.

e DMSO: 0.30 pl.

e H20:0.30 pl.

e BigDye: 0.40 pl;

e Oligonucledtido: 0.80 pl a 2 uM.

e Producto de PCR purificados: 2.50 pl.

El programa de amplificacién consistié en un primer paso de 10 minutos a 96°C,
seguido de 45 ciclos que consistian en 96°C, 20 segundos, y 62°C, 1 minuto, con

una extension final de 10 minutos a 62°C
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Una vez terminada la reaccién se purificaron los productos con el kit de
purificacion genMAG-Sequence (Chemicel GmbH, Germany) obtenidos para

eliminar los restos de oligonucledtidos, sales y sobre todo ddNTPs marcados.

Finalmente, se cargd todo el volumen obtenido en un equipo de analisis de
acidos nucleicos (ABI 3730 DNA Analyzer).

Y comparamos las diferentes mutaciones de NRAS en el sistema 454 GS Junior
con la secuenciacion Sanger (Fig. 29), aplicando el Test exacto de Fisher para

muestras pequefias.

Figura 29. Electroferogramas visualizados con el programa Sequencing Analysis. Aparicién de la
variacion NRAS_E3: p.Q61K (c.181 C>A): a) 40%, b) 20%, c) 10% y d)2%. M: Cambio de
C por A.
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6. Controles de calidad

La participacion en un control de calidad externo es un requisito imprescindible
para garantizar la calidad de una determinacion. Su principal ventaja es que su
disefio, implementacion y evaluacion son completamente independientes, lo que
garantiza la transparencia del proceso (Hernandez-Losa J et al., 2012).

El laboratorio donde se ha realizado el presente trabajo esta inscrito en el
Programa de Garantia de Calidad de la SEAP. Este programa consiste en la
participacion en un programa de analisis molecular interlaboratorio para la
determinacién de mutaciones de interés en los genes BRAF, KRAS y NRAS.

Tras la recepcion de las muestras y antes de la finalizacién del plazo convenido,
se realizd la determinacion siguiendo el proceso de rutina del laboratorio.
Finalmente, a partir de los datos recibidos por todos los laboratorios participantes, el
laboratorio coordinador emitié los resultados para la evaluacién interna de los
mismos.

El sistema 454 GS Junior ha sido el utilizado para la realizacion de los Médulos
de Patologia Molecular del periodo 2014-2016.
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1. Diseno del panel con adaptadores 454 universales

Por medio de la aplicacion PRIMER3, se obtuvo un panel de siete parejas de

cebadores para la amplificacion de los fragmentos de PCR que cumplian las

condiciones descritas en la Metodologia (Tabla 4). Las regiones amplificadas se

obtuvieron mediante la aplicacion UCSC In-Silico PCR (https://genome.ucsc.edu).

AMPLICON

SECUENCIA

BRAF_E15

AGGTCAGGATCAACGCTCAAGATAATGCTTGCTCTGATAGGAAAATG
CATCTTGCATGATCCAACCTTCAAAATAGCCTCAATTCTTACCATCC
chr7:140453055-140453254 200bp

ATAATGCTTGCTCTGATAGGAAAAT Gagatctactgttticctttacttactacacctcagatatatticticatgaag
acctcacagtaaaaataggtgattttggtctagctacagtgaaatctcgatggagtggatcccatcagtitgaacagttgtctggat
ccattitgtGGATGGTAAGAATTGAGGCTATTTT

KRAS_E2

AGGTCAGGATCAACGCTCAAGTTITATTATAAGGCCTGCTGAAAATG
CATCTTGCATGATCCAACCTTCGTACTCATGAAAATGGTCAGAGAAACC
chr12:25398122-25398341 220bp

TTTTATTATAAGGCCTGCTGAAAAT Gactgaatataaactigiggtagtiggagctggtggegtaggcaagagt
gcctigacgatacagctaaticagaatcattttgtggacgaatatgatccaacaatagaggtaaatctigititaatatgeatattact
gotgcaggaccatictitgatacagataaaGGTTTCTCTGACCATTTTCATGAGTAC

KRAS_E3

AGGTCAGGATCAACGCTCAAGGTGTITCTCCCTTCTCAGGATTC
CATCTTGCATGATCCAACCTTCTTTATGGCAAATACACAAAGAAAGC
chr12:25380204-25380364 161bp

GTGTTTCTCCCTTCTCAGGATT Cctacaggaagcaagtagtaatigatggagaaacctgtcicttggatattctcg
acacagcaggtcaagaggagtacagtgcaatgagggaccagtacatgaggactggggaggGCTTTCTTITGTGTA
TTTGCCATAAA

KRAS_E4

AGGTCAGGATCAACGCTCAAGTTCCCAGAGAACAAATTAAAAGAG
CATCTTGCATGATCCAACCTTCGTATTTATITCAGTGTTACTTACCTGTCT
chr12:25378525-25378714 190bp
TTCCCAGAGAACAAATTAAAAGAGHtaaggacictgaagatgtacctatggtcctagtaggaaataaatgtgatt
tgcctictagaacagtagacacaaaacaggctcaggacttagcaagaagttatggaaticctittatigaaacatcagcaaag
acaAGACAGGTAAGTAACACTGAAATAAATAC

NRAS_E2

AGGTCAGGATCAACGCTCAAGTGATTACTGGTTTCCAACAGGTTC
CATCTTGCATGATCCAACCTTCTGGGATCATATTCATCTACAAAGTGG
chr1:115258679-115258816 140bp
TGATTACTGGTTTCCAACAGGTTCtitgctggtotgaaatgactgagtacaaactggtgotaattggageagotg
gigttgggaaaagcgeactgacaatccagctaatccagaaCCACTTTGTAGATGAATATGATCCCA

NRAS_E3

AGGTCAGGATCAACGCTCAAGCAGAAAACAAGTGGTTATAGATGGTGA
CATCTTGCATGATCCAACCTTCCCTGTAGAGGTTAATATCCGCAAA
chr1:115256420-115256591 172bp A
CAGAAAACAAGTGGTTATAGATGGTGAaaccigittgttggacatactggatacagctggacaagaagagta
cagtgccatgagagaccaatacatgaggacaggcgaaggcttccictgtgtatitgccatcaataatagcaagtcaTTTGC
GGATATTAACCTCTACAGG

NRAS_E4

AGGTCAGGATCAACGCTCAAGGGAGCAGATTAAGCGAGTAAAAG
CATCTTGCATGATCCAACCTTCTGAATATGGATCACATCTCTACCAG
chr1:115252113-115252349 237bp
GGAGCAGATTAAGCGAGTAAAAGactcggatgatgtacctatgotgctagtgggaaacaagtgtgattigccaa
caaggacagiigatacaaaacaagcccacgaactggcecaagagttacgggaticeaticatigaaacctcagecaagacc
agacaggtatggtacagctticagcattigigcaagagtitgcatcagttgattaactCTGGTAGAGATGTGATCCAT
ATTCA

Tabla 4: Secuencia de los adaptadores 454, en negrita, mas la secuencia homologa de los

amplicones de interés, el cromosoma y la posicién gendémica de dicho amplicén, asi como su

tamafio en pb y la secuencia mediante la aplicacién UCSC In-Silico PCR.
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1.1 Obtencién de los fragmentos por PCR

Se consiguieron unas condiciones de amplificacion, en cuanto a la preparacion
del mix y programa de amplificacion, idoneos para la obtenciéon de todos los
fragmentos esperados y con una proporcion similar de todos ellos. A partir de
concentraciones iniciales de 0.4 uM de par de cebadores, éstas llevaron un proceso
de puesta a punto para llegar a las concentraciones apropiadas para la consecucion

de este objetivo detalladas en la Tabla 5.

NOMBRE  ~ONCENTRACION TAMARO
DEL (uM)* (pb)**

CEBADOR H P

NRAS E4 0.60 307 A
KRAS E2 0.30 290 B
BRAF_E15 0.24 271 C
KRAS E4 0.46 260 D
NRAS E3 0.16 242 E
KRAS _E3 0.20 231 F
NRAS E2 0.12 210 G

Tabla 5: Concentracién (uM) para realizar la PCR y tamafos obtenidos tras el programa de
amplificacion. * Se refiere a la concentracion final de cada uno de los cebadores en la
mezcla de reaccion de PCR. ** Hace referencia al tamafio de cada fragmento +
adaptadores tras la PCR. Las letras corresponden a los picos de cada fragmento

representados en la Figura 30.

Se puso a punto el programa de amplificacién idoneo que consistié en un primer
paso de 15 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos que consistian en 98°C, 20
segundos, 60°C, 30 segundos y 72°C, 1 minuto, con una extension final de 10

minutos a 72°C.

Para confirmar la amplificacién de todos los fragmentos, se visualizaron los
resultados con el sistema QiAxcel de Qiagen, que permite separar acidos nucleicos
dependiendo de su tamafio mediante electroforesis capilar en gel. Como puede

observarse en la Figura 30, se obtuvieron los 7 fragmentos esperados.
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Figura 30: Apariencia de los fragmentos obtenidos (A-G) tras la PCR y posterior electroforesis en
capilar en sistema QIAxcel. a) Carreras 1, 2 y 3 pertenecientes a muestras comerciales y
carrera 4 control negativo; b) M1: muestra de buena calidad, M2: muestra de calidad baja,

control negativo (-).

Este sistema permite también confirmar la calidad de las muestras, ya que las
que tienen buena calidad permiten la obtencién proporcional de todos los
amplicones, dando un electroferograma como el que se muestra en la Figura 30a.
Las muestras de baja calidad, sin embargo, normalmente no amplifican todos los
fragmentos por igual, dando un electroferograma con picos a diferentes alturas,

proporcionales a la cantidad de producto amplificado (Fig. 30b).

1.2 Estandarizacion de la libreria

Una vez obtenida la libreria de ADN purificada con los fragmentos deseados, se
procedié al agrupamiento de todas las muestras a secuenciar en la carga del
equipo. De este modo, conseguir que el numero de lecturas totales (de moléculas
iniciales que seran amplificadas) entre individuos sea lo mas homogéneo posible.

Cuando tenemos cuantificadas las muestras purificadas (Tabla 6), se hacen los
calculos necesarios para pasar las concentraciones de ng/ul a numero de
moléculas/pl, mediante el promedio del numero de pares de bases de los 7
fragmentos amplificados, el peso molecular promedio de un par de bases y el

namero de Avogadro.
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Cuando ya hemos obtenido el nimero de moléculas por pl, se igualan a la de
menor concentracion y se obtiene el pool de todas las muestras a la misma
concentracion en moléculas por pl, que como en el ejemplo de la Tabla 6 es 4,13 x
10 moléculas/pl. Después se hacen las diluciones necesarias hasta llegar a las 5,0

x 10° moléculas/pl.

CUANTIFICACION PARA AGRUPAMIENTO DE MUESTRAS A 5,00E+05 moléculas de ADN/pl

Vol final: 200 ul
Volumen muestra: 2l

Cuantificacion de la muestra

ng/ul con Pico ul ng cargados en 120
Curva estandar ng/ful Green afiadido  cuantificados la placa Valores medidos 100 ¥ = 10,0032
std1 1 0,5 200 100 31542,00 R® =09994 /
Std 2 0,5 0,25 200 50 15173,50 | &0
std 3 0,25 0,125 200 25 7529,12 | g /
std4 0,125 0,0625 200 12,5 3919,62 /
std s 0,0625 0,03125 200 6,25 2088,80 | 0 /
std6 0,03125 0,015625 200 3,125 122442 | 20
std7 0,015625 0,0078125 200 1,5625 68447 |
Std 8 0 o 200 0 157,08 0,00 500000 10000,0015000,0020000 0025000,0030000,0035000,00
Valores ngen2 ul Longitud Concentracion Vol en base a moleculas Concentracion
Muestra medidos (ng/ul) (pb) {molec/pl) Ne de fragmentos fragmentos Vol agua totales individual
MUESTRA 1 29004,30 46,43 260 1,64E+11 7 2,52 7,48 4,13E+11 3,44E+09
MUESTRA 2 12430,60 19,84 260 7,00E+10 7 5,90 4,10 4,13E+11 3,44E+09
MUESTRA 3 7358,99 11,70 260 4,13E+10 7 10,00 0,00 4,13E+11  3,44E+09
MUESTRA 4 13559,90 21,65 260 7,64E+10 7 5,41 4,59 4,13E+11 3,44E+09
MUESTRA 5 25946,10 41,52 260 1,46E+11 7 2,82 7,18 4,13E+11  3,44E+09
MUESTRA 6 26613,30 42,59 260 1,50E+11 7 2,75 7,25 4,13E+11 3,44E+09
MUESTRA 7 24291,10 38,87 260 1,37E+11 7 3,01 6,99 4,13E+11 3,44E+09
MUESTRA 8 35714,40 57,19 260 2,02E+11 7 2,05 7,95 4,13E+11  3,44E+09
MUESTRA 9 32642,50 52,26 260 1,84E+11 7 2,24 7,76 4,13E+11 3,44E+09
MUESTRA 10 19550,20 31,26 260 1,10E+11 7 3,74 6,26 4,13E+11  3,44E+09
MUESTRA 11 31193,00 49,94 260 1,76E+11 7 2,34 7,66 4,13E+11 3,44E+09
MUESTRA 12 21193,00 33,90 260 1,20E+11 7 3,45 6,55 4,13E+11  3,44E+09
46,23 73,77
Volumen total 120,00
Concentracion total en el pool 4,13E+10
Volumen a coger para hacer diluciones 5,00

Vol final Afiadir al Pool

Vol a afiadir para llegar a 1,00E+09 206,45 201,45
Concentracién partida: 1,00E+09 pl Pool ul TE
Dilucion 1 3,333 3,00E+08 6 14
Dilucién 2 50 6,00E+06 4 196
Diclucion 3 12 5,00E+05 5 55

Tabla 6: Ejemplo de una tabla de cuantificacion de un pool de una libreria. En gris la concentracion
(moléculas /ul) de la muestra mas diluida, las demas se igualaron a esta concentracion de
manera que todas quedan a la misma concentracion y ya se pueden diluir para llegar a

5-10° moléculas /pl.

94



RESULTADOS

Las muestras que después de ser amplificadas obtenian una concentracién
menor o igual a 2 ng/ul no se incluian en el pool. Pues, normalmente, ésta eran
muestras de mala calidad que amplificaban mal, o por un mal funcionamiento de su
amplificacion, en estos casos se producen una gran cantidad de fragmentos
pequefios que, aun purificando con el kit Magsi-NGS PREP, seguian interfiriendo en
la calidad de la secuenciacion. Estas muestras se volvian a procesar y, si la
amplificacion era buena, se seguia con el protocolo habitual; pero, si no
amplificaban bien o su concentracion era inferior a 2 ng/ul, se daban como no

analizables.
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2. Calidad de la secuenciacién

Para saber la calidad de las lecturas y del proceso en la secuenciacion, se
estudi6 el porcentaje de lecturas que han pasado por los distintos filtros aplicados y
los rendimientos de la técnica que hemos obtenido durante este proceso.

CARRERA %%Dot+Mixed % Short Quality % Passed Filter

1 11.41 31.41 56.51
2 14.91 29.47 55.14
3 14.08 25.68 57.94
4 12.81 40.23 46.35
5 8.32 42.63 48.56
6 8.38 27.81 63.80
7 16.44 42.53 40.96
2 31.58 45.08 22.23
9 10.11 28.73 60.76
10 14.93 36.96 47.69
11 9.67 26.08 63.87
12 33.68 41.78 24.52
13 13.30 37.68 48.27
14 11.25 36.61 51.48
15 11.46 29.66 57.38
1e 43.41 38.60 17.50
17 9.76 34.82 54.66
18 45.72 34.17 19.72
19 12.49 40.27 46.33
20 16.22 35.40 43.05
21 25.68 43.35 30.41
22 18.26 45.24 35.30
23 36.73 37.20 25.67
24 19.71 39.13 40.74
25 15.41 32.31 51.99
26 14.31 27.39 57.85
27 19.14 43.84 36.61
28 10.03 32.36 57.12
29 10.39 29.66 59.66
30 12.28 36.24 51.23
PROMEDIO 17.73 35.74 45.94

Tabla 7: Lecturas en porcentajes de los distintos filtros durante la secuenciacién de 30 carreras en el
Sistema GS 454 Junior.

En la Tabla 7 se puede apreciar que el promedio de lecturas que han pasado los
filtros es del 45.94%, con un Dot+Mixed del 17.73% que nos indica una buena

calidad en la secuenciacion en general segun los estandares de Roche.

96



RESULTADOS

2.1 Rendimientos de la técnica

Nos referimos a los rendimientos como la estabilidad de la técnica, es decir,
como al nimero de lecturas por carrera, por muestra o por amplicon y que este esté

dentro de un limite y sea mas o menos constante entre ellos.

2.1.1 Lecturas por carrera

Se cargaron 30 carreras en el sistema GS Junior y se obtuvo un promedio de
135.000 lecturas por carrera, con una SD de 42.000 lecturas (Grafica 1). El
fabricante aconseja considerar un namero inicial de 70.000 lecturas, superado,

como se puede ver, en la mayoria de los casos.
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Gréafica 1: Representacion grafica del niumero de lecturas totales obtenido frente 30 carreras

analizadas en el sistema GS Junior.

En la Grafica 1, la linea recta roja indica el minimo nimero de lecturas por
carrera para poderse considerar que ha tenido un buen rendimiento. La verde indica
el promedio de lecturas obtenido tras analizar 30 carreras consecutivas, y las lineas
azules discontinuas nos indican las SD. Podemos ver que la mayoria de los
resultados obtenidos, en nimero de lecturas por carrera, estan entre el promedio y
sus SD. Se puede apreciar que en las carreras 16 y 18, que tienen 52000 y 56000
lecturas, respectivamente, estan por debajo de las 70000 lecturas (umbral que el
fabricante recomienda). Esto puede ser ocasionado por un error en la cuantificacion

y posterior agrupamiento de las muestras. De manera, que en algunas microesferas
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de emPCR habria mas de un amplicon, por lo que en su secuenciacion, al pasar los
filtros de calidad, muchas de sus lecturas fueran rechazadas. La consecuencia fue
gue se obtuvieran menos lecturas de las esperadas. Sin embargo, esto no invalida
el resultado de la carrera, por lo que estos datos fueron utilizados para dar

resultados en los diagndsticos pertinentes.

2.1.2 Lecturas por muestra

Se analizaron 150 muestras en 30 carreras en el sistema 454 GS Junior. Se
obtuvo el promedio de lecturas por muestra y su SD en cada carrera. Con un

promedio de 8300 lecturas por muestras con una SD de 3200 lecturas.
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Grafica 2: Representacion gréafica del promedio de lecturas por muestra obtenido frente a 30 carreras

analizadas en el sistema GS Junior.

En la Grafica 2 se puede apreciar que el nUmero de lecturas por carrera para
muestras individuales presenta una variabilidad notable entre diferentes carreras.
Sin embargo, en cada carrera, en la mayoria de los casos los valores de numero de

lecturas presentan poca dispersion.

También podemos ver, que esta dispersion no es dependiente del niumero de
lecturas entre los individuos analizados, es decir que, aunque haya mas o menos
lecturas éstas se distribuyen homogéneamente entre las distintas muestras de una

misma carrera.
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Para ver homogeneidad entre el nUmero de lecturas en las distintas muestras de

una carrera analizamos el CV.

PROMEDIO DE PROMEDIO DE
CARRERA LECTURAS POR CV (%) | CARRERA LECTURAS POR cVv (%)
MUESTRA MUESTRA

1 7525 6.83 16 2496 7.68
2 11535 17.12 17 9696 3.82
3 10821 9.73 18 4499 11.38
4 11107 9.14 19 8443 6.67
5 8278 8.46 20 7720 17.62
6 12060 12.55 21 3791 7.51
7 7104 13.46 22 6177 5.36
8 4021 10.38 23 7189 13.91
9 10884 14.87 24 8295 4.35
10 11423 13.73 25 7946 14.67
11 14478 12.96 26 6533 4.26
12 4536 20.99 27 5427 4.28
13 9189 4.69 28 9743 5.61
14 9106 1.46 29 14864 20.59
15 9930 11.61 30 7068 22.41

Tabla 8: Promedio de lecturas y CV obtenidos a partir de 150 muestras analizadas en 30 carreras en

el sistema GS Junior.

Los CV van del 22.41%, en carreras donde el nUmero de lecturas de las muestras

tienen mayor dispersiéon, a un 1.46%, en carreras donde el nimero de lecturas son

mas homogéneas (Tabla 8).

2.1.3 Lecturas por amplicon

De las 150 muestras analizadas, se representa el nimero de lecturas obtenidas

agrupadas por amplicon, en un diagrama de cajas (Grafica 3).

Se puede ver que las medianas, en la mayoria de los fragmentos, estan en torno

a las 1000 lecturas; siendo en los amplicones KRAS _E3 Y NRAS_E4 superiores a

éstas. También se aprecia que

mayoritarios en estos amplicones.

los valores alejados (outlier) también son
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Grafica 3: Representacion gréfica en diagrama de cajas del niumero de lecturas por amplicon
obtenido de 150 muestras analizadas en el sistema GS Junior. Las lineas discontinuas
representas los cuartiles primero y cuarto. Las cajas representan los cuartiles segundo y

tercero separados por la mediana (linea mas gruesa). (0) valores alejados (outlier).

Podemos observar que salen en todos los fragmentos, en el primer cuatrtil,
valores cercanos a O lecturas. Esto sucede porque en algunas muestras estos
fragmentos no se amplificaron bien, ya sea por la calidad de las muestras, o porque
hay competencia entre los oligonucleétidos de amplificacion o por cualquier otra
circunstancia estos no amplificaron correctamente. En la practica, cuando sucede
esto, volvemos a repetir todo el andlisis de la muestra, si el analisis es correcto en
cobertura se informa, sin no lo es se da como no analizable.

De la misma manera, como hemos dicho arriba, aparecen valores muy alejados,

en torno a 6000 lecturas.
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3. Pruebas de validacion

Para validar nuestro método, como se describe en el apartado 4 de la
Metodologia, tuvimos en cuenta la exactitud, precision, sensibilidad y especificidad
analitica, ademas de los rendimientos de la técnica que acabamos de ver. Por otro
lado, también se analizo la concordancia de los resultados mutacionales obtenidos

con los de otras técnicas y con controles de calidad interlaboratorio.

3.1 Exactitud del método de analisis

En la Tabla 9 se representan los resultados obtenidos para las muestras
comerciales cuyo porcentaje de mutacion es conocido.

Se puede ver que los promedios de los porcentajes de las variaciones
encontradas, tras el andlisis por triplicado en el total de lecturas, se acercan mucho
a los esperados. Las lecturas obtenidas fueron proporcionales en ambas
direcciones y el porcentaje de mutacién observado fue similar.

En las muestras comerciales con presencia de mutacion (desde la HD593 hasta
la HD200), con una densidad de lecturas superior a 1000, se observa que la

dispersion obtenida es baja con unas SD inferiores al 4%.

En el analisis de la muestra comercial HD172, WT para los genes interrogados

por nuestra técnica, en ningun caso se detectd la presencia de mutacion.

Los resultados obtenidos para mutaciones descritas fueron los mismos a los
esperados. De la misma forma, no se detectaron mutaciones no esperadas en

ninguna de las muestras comerciales analizadas.
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VARIACIONES VARIACIONES ERROR
MUESTRA  GEN_EXON cDNA PROT PROMEDIO SD
ESPERADAS ENCONTRADAS RELATIVO

HD593 BRAF_E15 ¢.1799T>A p.V600E 50.00 47.38 46.77 48.02 47.39 0.63 5:22
HD592 KRAS_E2  ¢.38G>A p.G13D 50.00 50.14 48.90 51.41 50.15 1.26 0.30
HD580 KRAS_E4 c.436G>A p.A146T 50.00 55.84 57.63 50.00 54.49 3.99 8.98
HD255 KRAS_E2  ¢.35G>C p.G12A 50.00 48.68 52.40 44.89 48.66 3.76 2.69
HD204 KRAS_E2  ¢.35G>A p.G12D 50.00 50.74 52.34 48.55 50.54 1.90 1.09
HD286 NRAS_E3 c.182A>G p.Q61R 50.00 49.02 49.61 48.41 49.01 0.60 1.97
BRAF_E15 ¢.1799T>A p.V600E 10.50 11.07 9.12 10.26 10.15 0.98 3.33

HD200 KRAS_E2  ¢.35G>A p.G12D 6.00 5:71 3.39 4.73 4.61 1.16 23.17
KRAS_E2  ¢.38G>A p.G13D 15.00 15.04 12.91 15.61 14.52 1.42 3.20

NRAS_E3 c.181C>A p.Q61K 12.50 6.28 5.44 7.55 6.42 1.06 48.61

BRAF_E15 ¢.1799T>A p.V600E 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

KRAS_E2  ¢.38G>A p.G13D 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

KRAS_E4  c.436G>A p.Al46T 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

HD172 KRAS_E2  ¢.35G>C p.G12A 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
KRAS_E2  ¢.35G>A p.G12D 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

NRAS_E3 c.182A>G p.Q61R 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

NRAS_E3 c.181C>A p.Q61K 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Tabla 9: Representacion de los porcentajes de mutacion detectados frente a los valores esperados
correspondientes en muestras comerciales. El nimero de lecturas obtenido en este estudio
fue superior a 1000 para todos los amplicones analizados (HD: Horizon Diagnostics).
Valores expresados en porcentajes.

Vemos que los errores relativos en las muestras comerciales, que solo son
portadoras de una mutacion al 50%, son inferiores al 9%. En la muestra comercial
HD172, que es de WT para todas las mutaciones del estudio, su error relativo es del
0%. Y en la muestra comercial HD200, panel con diferentes porcentajes de las
mutaciones, obtenemos SD en torno al 3% para las variaciones BRAF: p.V600E y
KRAS: p.G13D. Mientras que el error relativo en la variacion KRAS: p.G12D es del
23.17% y para NRAS: p.Q61K es del 48.61%, respectivamente.

3.2 Precision del método de analisis

Para estudiar la precision analizamos la repetibilidad (similitud entre nuestros
datos dentro de una misma carrera) y reproducibilidad (aproximacion entre nuestros
datos en distintas carreras). En este caso se utilizaron muestras reales de

diagnéstico oncoldgico.
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3.2.1 Repetibilidad

En la Tabla 10 estan representados los resultados de la repetibilidad obtenidos
del analisis de cuatro muestras reales, con concentraciones y calidades parecidas,
como se indica en el apartado 5.2.1 de la Metodologia. Se puede observar que los
porcentajes de mutacion obtenidos en el total de lecturas para cada uno de los
cuatro casos fueron muy similares dentro de la misma carrera, con unas SD
inferiores al 2%. Los resultados obtenidos tanto en sentido directo como reverso

fueron similares.

De la misma manera los resultados del CV fueron inferiores al 20%, excepto en
uno de los casos de la muestra M2 donde se obtuvo un aumento de la dispersion de
los resultados

El namero de lecturas obtenido en el estudio de la repetibilidad fue

aproximadamente de 1000 para todos los amplicones analizados.

MUESTRA GEN_EXON  cDNA PROT % POSITIVAS % PROMEDIO SD cVv(%)
10.8

M1 KRAS_E2  c.35G>A p.G12D 12.94 11.08 1.73 15.63
9.51
8.57

M2 NRAS_E3 c.181C>A p.Q6l1K 8.32 7.45 1.73 23.28
5.45
3.74

M3 BRAF_E15 c.1799T>A p.Ve0OE 3.44 3.87 0.51 13.25
4.44
2.42

M4 NRAS_E2  c.38G>A p.G13D 2.06 2.25 0.13 3.04
2.27

Tabla 10: Precision dentro de la carrera: Repetibilidad. Porcentajes individuales, promedios, SD y CV

obtenidos en el analisis en la misma carrera.

103



RESULTADOS

3.2.2 Reproducibilidad

En la Tabla 11 se representan los resultados de la reproducibilidad obtenidos del
analisis de tres muestras reales, como se indica en el apartado 5.2.2 de la

Metodologia.

Se puede observar que los porcentajes de mutacion obtenidos en el total de
lecturas para cada uno de los seis casos fueron muy similares dentro de las distintas
carreras y equipos, con unas SD inferiores al 4%. Los resultados obtenidos tanto en

sentido directo como reverso fueron similares.

De la misma manera los resultados de CV fueron inferiores al 15% en los tres

casos.

El nimero de lecturas para el estudio de la reproducibilidad de nuestra técnica fue

de aproximadamente de 1000 para todos los amplicones analizados.

MUESTRA GEN_EXON cDNA PROT CARRERA EQUIPO % POSITIVAS % PROMEDIO SD cV (%)
1 B 31.46
24.69
30.67
23.36
29.42
22.15
31.34
25.34
24.12
28.53
31.47
27.05
35.81
32.19
33.33
37.59
31.74
30.71

M5 BRAF E15 c.1799T>A p.V600E 26.96 4.03 14.96

M6 KRAS E2 c.35G>A p.G12D 27.98 3.05 10.90

M7 NRAS-E3 c.181C>A p.Q61K 33.56 2.63 7.85

o R WN RGO RONRGODGN R WON
ProrPookokloolkolo

Tabla 11: Precisién entre carreras: Reproducibilidad. Porcentajes individuales, promedios, SD y CV

obtenidos en el analisis de carreras y equipos diferentes.
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3.3 Sensibilidad y especificidad analitica

Para estudiar hasta qué porcentaje de mutacion nuestro método es capaz de
detectar las mutaciones BRAF_E15: p.V600E, KRAS_E2: p.G12D y NRAS_E3:
p.Q61K se analizaron porcentajes al 10, 5, 2 y 1%. Se procesaron dichas mezclas,
como se ha explicado en la Metodologia (Tabla 3) y sus secuenciaciones se

ajustaron a 1000, 750, 500, 250 y 100 lecturas por amplicon, respectivamente.

Se observa que en todos los casos el promedio del porcentaje obtenido se
aproxima mucho al esperado, independientemente del porcentaje de mutacién y del
namero de lecturas. La SD, es mayor en el caso de la mutacion NRAS _ES3: p.Q61K,
algo menor en BRAF_E15: p.V600E y méas pequefia en KRAS_E2: p.G12D. En
general, a mayor promedio del porcentaje de mutacion, la SD aumenta, y cuando
llegamos a 1000 lecturas ésta tiende a estabilizarse, ya no es dependiente del
porcentaje de mutacion. Ademas, se observa en todos los casos, que a mayor

namero de lecturas, la SD va disminuyendo (Grafica 4).
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Grafica 4: Representacion grafica del porcentaje de mutacién observado frente al porcentaje de
mutacion esperado, para las variaciones BRAF_E15: p.V600E, KRAS E2: p.G12D vy
NRAS_E3: p.Q61K, al 10, 5, 2 y 1% de cada una de ellas y a 1000, 750, 500, 250 y 100

lecturas por amplicon.
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Estos resultados repercuten los valores del CV (Grafica 5), se puede ver que el

CV disminuye a medida que aumenta el numero de lecturas y el porcentaje de

mutacion.
b
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Gréafica 5: Representacion grafica del CV frente al nidmero de lecturas, para las variaciones a)
BRAF_E15: p.V600E, b) KRAS_E2: p.G12D, c) NRAS_E3: p.Q61K y d) el promedio de
todas ellas. Al 1, 2, 5y 10% de cada una de ellas y a 100, 250, 500, 750 y 1000 lecturas

por amplicén. Para todas las rectas r*>0.9 y p-valor<0.05.

Como se observa en la Grafica 5, en las distintas mutaciones y porcentajes de
aparicion de éstas, los CV se comportan de manera diferente. Podemos observar en
todos los casos que a un 1% del promedio de estas mutaciones, el CV se aproxima
al 20% a 1000 lecturas, aunque no llega a alcanzarse. A medida que aumenta el
porcentaje de las mutaciones, podemos ver que, entre 750 y 1000 lecturas, el CV es

menor del 20%. Se observa que al 2% de mutacion y con mas de 1000 lecturas el
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CV es inferior al 20%, o lo que es lo mismo, valores de referencia donde el rango de

lecturas y porcentaje de mutacidén son representativos y homogéneos (Dane, 2006).

Teniendo en cuenta esto, se puede calcular la sensibilidad y especificidad
analitica, para el analisis de todas las mutaciones, tomando como referencia el 2%

de mutacion a 750 y 1000 lecturas respectivamente.

SENSIBILIDAD ANALITICA

SENSIBILIDAD ANALITICA

POSITIVAS = 2%

POSITIVAS = 2%

750 Lecturas 1000 Lecturas
+ 9 + 9
30% 100,00% 30% 100,00%
- 0 0
+ g + 9
10% 0 100,00% 10% 0 100,00%
+ 9 + 9
5% 100,00% 5% 100,00%
- 0 0
+ 8 + 9
2% 83,89% 2% 100,00%
- 1 0
35 36
TOTAL 1 97,22% TOTAL 0 100,00%

ESPECIFICIDAD ANALITICA

ESPECIFICIDAD ANALITICA

NEGATIVAS < 2% MNEGATIVAS < 2%
750 Lecturas 1000 Lecturas
+ 2 +
1% 77.78% 1% 88,89%
+ 0 +
0% 100,00% 0% 100,00%
- 24
2
TOTAL a1 093,94% TOTAL 96,97%

Tabla 12: Tabla de resultados obtenidos al analizar la sensibilidad y especificidad analitica de
nuestra técnica, con coberturas de 750 y 1000 lecturas. Porcentajes de mutacién
esperada: 30, 10, 5, 2, 1 y 0%. El resultado es positivo (+) cuando el porcentaje de

mutacién obtenido es = 2% y negativo (-) cuando es < 2%.

Se observa en la Tabla 12 que a 750 lecturas la sensibilidad analitica al 2% de
aparicion de mutacion es del 88.9% y al 5% es del 100%. Mientras que a 1000
lecturas la sensibilidad analitica al 2% de aparicion de mutacion ya es del 100%.
Por lo que respecta a la especificidad analitica, el valor de este parametro aumenta

un 3% cuando el numero de lecturas pasa de 750 a 1000.
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3.4 Concordancia con otros métodos

3.4.1 Comparacioén de la variacion BRAF_E15: P.V600E con el Kit
BRAF Mutation Analysis (Applied Biosystems)

Se comparé la deteccion de la mutacion BRAF_E15: P.V60OE en 454 GS Junior
con el Kit Applied Biosystems BRAF Mutation Analysis Reagents kit, obteniendo los
resultados que se muestran en la Tabla 13. El test exacto de Fisher para muestras
pequefias obtuvo un p-valor = 5.388e-10 confirmando que las variables no son
independientes (Tabla 14).

SISTEMA GS JUNIOR 454 KIT APPLIED BIOSYSTEMS
TOTALES
MUESTRA % POSITIVAS LECTURAS RESULTADOS RESULTADOS
1 28.79 1195 POSITIVO POSITIVO
2 0.21 2363 NEGATIVO NEGATIVO
3 52.45 1630 POSITIVO POSITIVO
4 0.00 447 NEGATIVO NEGATIVO
5 35.16 1445 POSITIVO POSITIVO
6 0.00 445 NEGATIVO NEGATIVO
7 13.61 1609 POSITIVO POSITIVO
8 0.25 406 NEGATIVO NEGATIVO
9 14.28 1737 POSITIVO POSITIVO
10 0.00 426 NEGATIVO NEGATIVO
11 56.17 1734 POSITIVO POSITIVO
12 45.71 1831 POSITIVO POSITIVO
13 10.12 1877 POSITIVO POSITIVO
14 0.00 456 NEGATIVO NEGATIVO
15 15.27 2010 POSITIVO POSITIVO
16 0.21 484 NEGATIVO NEGATIVO
17 10.54 1395 POSITIVO POSITIVO
18 0.00 406 NEGATIVO NEGATIVO
19 49.27 1995 POSITIVO POSITIVO
20 0.00 537 NEGATIVO NEGATIVO
21 8.05 2049 POSITIVO POSITIVO
22 0.00 409 NEGATIVO NEGATIVO
23 24,90 2414 POSITIVO POSITIVO
24 0.59 339 MNEGATIVO NEGATIVO
25 33.67 2076 POSITIVO POSITIVO
26 0.00 432 NEGATIVO NEGATIVO
27 19.30 1601 POSITIVO POSITIVO
28 0.00 517 NEGATIVO NEGATIVO
29 37.54 1950 POSITIVO POSITIVO
30 21.78 1763 POSITIVO POSITIVO
31 35.00 2226 POSITIVO POSITIVO
32 0.00 518 NEGATIVO NEGATIVO
33 14.37 2171 POSITIVO POSITIVO
34 0.00 509 NEGATIVO NEGATIVO

Tabla 13: Comparacién de la mutacion BRAF_E15: P.V600E en 454 GS Junior con el Kit Applied
Biosystems BRAF Mutation Analysis Reagents kit.
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El sistema de Applied Biosystems nos da valores categdricos; sin embargo, con
454 GS JUNIOR, ademas de saber si es positivo 0 negativo, también se puede

saber cual es el porcentaje de mutacion.

En todos los casos, los resultados obtenidos por el sistema de NGS 454 GS
JUNIOR coinciden para la deteccion de BRAF con el Kit de APPLIED
BIOSYSTEMS, obteniendo una concordancia del 100%.

JUNIOR
POSITIVO  NEGATIVO
KIT APPLIED POSITIVO 19 0 19
NEGATIVO 0 15 15
19 15 34

Tabla 14: Tabla de contingencia de los resultados obtenidos en la comparaciéon de la mutacién
BRAF_E15: P.V600OE en 454 GS Junior con el Kit de Applied

Se dan como positivos todos los resultados de las mutaciones mayores al 2% de
aparicion, como se ha visto en el punto 2.3 (Limite de deteccion). Los resultados
negativo se dan como negativos con menos de 1000 lecturas porque el porcentaje

de mutacién obtenido era del 0.00%.

3.4.2 Comparacion de las variaciones de KRAS con el cobas®
KRAS Mutation Test

Se analizaron diferentes muestras para la deteccion de mutaciones de KRAS en
los codones 12, 13y 61 en 454 GS Junior y con el sistema cobas® KRAS Mutation
Test, obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 15. Al igual que en el
caso anterior, el test de COBAS® KRAS MUTATION nos proporciona valores

solamente categoricos.

Se aplico el test exacto de Fisher para muestras pequefias, y se obtuvo un p-valor
= 0.005477. Este resultado nos dice que las variables no son independientes (Tabla
16).

Podemos ver que hay resultados, como en el caso de las muestras 1y 6, que en
nuestro sistema nos da como positivo a un 2.34% con 1196 lecturas 'y 2.91% y 2713
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lecturas, respectivamente; mientras que con el test de COBAS® KRAS MUTATION,
nos da resultados negativos. También podemos observar las muestras 4 y 23,
aunque consideradas negativas con nuestro meétodo, ya que no cumple el criterio
para ser positivas (22% mutacion y mas de 1000 lecturas de cobertura), nos

aparecen al 1.29% y 1.00% y son detectadas por el test de Cobas para KRAS.

Se puede ver que en la mayoria de los casos los resultados obtenidos coinciden
en las dos técnicas para la deteccion de KRAS. Sélo la muestra 11, que era positiva
en nuestro sistema, nos dio un resultado no analizable en el test de COBAS® para
KRAS. Se obtuvo una concordancia del 81.25%.

RESULTADO JUNIOR 545 RESULTADO COBAS® KRAS MUTATION TEST
MUESTRA LECTURAS* %
1 KRAS-E2: p.G12A 1196 2.34 + Mutacion no detectada -
2 KRAS-E2: p.G13D 1467 423 + Mutacion detectada en Codon 12/13 +
3 KRAS-E3: p.Q61L 574 38.15 + Mutacion detectada en Codoén 61 +
4 KRAS-E2: p.G12V 928 129 - | Mutacion detectada en Codon 12113y 61 +/+
KRAS-E3: p.Q61H 1193 2372 +
5 KRAS-E2: p.G12V 3351 52 .43 + Mutacion detectada en Codén 12/13 +
6 KRAS-E2: p.G13D 2713 29 + Mutacién no detectada -
7 KRAS-E2: p.G12A 2648 30.51 + Mutacién detectada en Codén 12/13 +
8 KRAS-E2: p.G12V 1142 3.59 + Mutacion detectada en Codon 12/13 +
9 KRAS-E2: p.G12D 2067 20.85 + Mutacion detectada en Codon 12/13 +
10 KRAS-E2: p.G12V 1328 5.42 + Mutacion detectada en Codon 12/13 +
1 KRAS-E3: p.Q61H 1259 3.42 + Invalidado NA
12 KRAS-E3: p.Q61R 1236 40.29 + Mutacion detectada en Codén 61
13 KRAS-E2: p.G12C 1108 2.71 + Mutacion detectada en Codon 12/13
14 KRAS-E3: p.Q61K 1957 14.31 + Mutacion detectada en Codén 61
15 NEGATIVO 1796 — - Mutacién no detectada -
16 KRAS-E2: p.G12D 961 10.09 + Mutacion detectada en Codon 12/13 +
17 NEGATIVO 17647 — - Mutacién no detectada -
18 NEGATIVO 12177 — - Mutacién no detectada -
19 KRAS-E2: p.G12D 3737 31.34 + Mutacion detectada en Codén 12/13 +
20 KRAS-E2: p.G12D 1445 10.00 + Mutacion detectada en Codon 12/13 +
21 KRAS-E2: p.G12D 1321 500 + Mutacion detectada en Codén 12/13 +
22 KRAS-E2: p.G12D 1163 2.00 + Mutacion detectada en Codon 12/13 +
23 KRAS-E2: p.G12D 1075 1.00 - Mutacion detectada en Codon 12/13 +
24 NEGATIVO 13457 — - Mutacién no detectada -

Tabla 15: Comparacion de las mutaciones de KRAS en los codones 12/13 y 61 en 454 GS Junior con
cobas® KRAS Mutation Test. *Lecturas totales del amplicon que soporta la mutacion
indicada. (1) El nuamero de lecturas se calculd6 con la media de las lecturas

correspondientes a los fragmentos de interés (exones 2 y 3 de KRAS). NA: no analizable.
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JUNIOR
POSITIVO  NEGATIVO
POSITIVO 16 2 18
COBAS NEGATIVO 2 4 6
NA 1 0 1
19 6 25

Tabla 16: Tabla de contingencia de los resultados obtenidos en la comparacién de las mutaciones de
KRAS en los codones 12/13 y 61 en 454 GS Junior con cobas® KRAS Mutation Test. NA:

no analizable.

La discordancia obtenida (= 20%) se debe probablemente a que nuestro sistema
es mas sensible que el test cobas®. Con nuestra técnica, en la mayoria de los
casos, podemos ver porcentajes bajos de variaciones de KRAS con coberturas muy
inferiores a 1000 lecturas. En este estudio de concordancia estamos por encima de
este valor, lo que lo hace muy sensibles, ya que vemos mutaciones en torno al 1%,

gue las damos como negativas por el criterio descrito en el limite de deteccion.

3.4.3 Comparacioén de las variaciones de NRAS con el método

Sanger

Hemos comparado diferentes mutaciones de NRAS en los exones 2, 3y 4 en 454
GS Junior con el método de Sanger (Tabla 17). Se aplicé el test exacto de Fisher
para muestras pequefias, y se obtuvo un p-valor = 0.005784. Resultado que nos

indica que las variables no son independientes (Tabla 18).

También, como en los casos anteriores, se dan como positivos todos los

resultados de las mutaciones iguales o mayores del 2% de mutacion.

Podemos ver que hay resultados, como en el caso de las muestras 8, 9, 11, 23,
24, 25, 28, 31 y 32, que en muestro sistema nos da como positivo a valores
inferiores al 20% de aparicion de la mutacion, mientras que el método de Sanger
nos lo da como negativo, esto se debe a la baja sensibilidad que tiene el método de

Sanger.
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Los resultados obtenidos para la deteccion de NRAS tienen una concordancia del

62.86%.

RESULTADO (JUNIOR) ABI 3730
MUESTRA MUTACION LECTURAS* % POSITIVAS  JUNIOR
1 NRAS E2: p.G12C 912 22 26 +
2 NRAS_E2: p.G12C 396 15.15 +
3 NEGATIVO g31'! — - -
4 NRAS_E?: p.G12D 1683 61.26
5 NRAS E2: p.G12D 1978 42 57 +
6 NRAS_E2: p.G12D 1190 31.43 +
7 NRAS_E?: p.G12D 1296 22 07 NA
8 NRAS E2: p.G12D 1053 7.08 -
9 NRAS_E2: p.G12D 1136 3.43 -
10 NEGATIVO 54001 — - -
11 NRAS_E2: p.G128 503 3.20 + -
12 NEGATIVO 1100 — - -
13 NRAS_E2: p.G12V 2464 4295 + +
14 NEGATIVO 596" — - -
15 NRAS_E2: p.G13D 3648 29 11 + +
16 NEGATIVO 1664 — - NA
17 NRAS_E2: p.G13R 515 27.96 +
18 NRAS_E2: p.G13R 1116 20.88 +
19 NEGATIVO 1131 — - -
20 NRAS E3: p.Q61K 1544 43.39 +
21 NRAS_E3: p.Q61K 3946 35.81 +
22 NRAS_E3: p.Q61K 1211 27.17 + +
23 NRAS_E3: p.Q61K 814 11.43 + -
24 NRAS_E3: p.Q61K 1299 6.93 + -
25 NRAS_E3: p.Q61K 1108 271 + -
26 NEGATIVO g24(" — - -
27 NRAS_E3: p.Q61L 881 18.62 + NA
28 NRAS_E3: p.Q61L 946 10.99 + -
29 NEGATIVO 437 — - -
30 NRAS_E3: p.Q61R 1351 32.86 + +
31 NRAS_E3: p.Q61R 1317 21.72 + -
32 NRAS E3: p.Q61R 807 273 + -
33 NEGATIVO 480" — - -
34 NRAS_E4: p.A146V 620 2.74 + NA
35 NEGATIVO gg4(" — - -

Tabla 17: Comparacién de las mutaciones de NRAS en los exones 2, 3y 4 en 454 GS Junior con el
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JUNIOR

POSITIVO NEGATIVO

POSITIVO 13 0 13

ABI NEGATIVO 9 9 18
NA 3 1 4

25 10 35

Tabla 18: Tabla de contingencia de los resultados obtenidos en la comparacién de las mutaciones de
NRAS en los exones 2, 3y 4 en 454 GS Junior con el método de Sanger, para todos los

porcentajes de las mutaciones obtenidas. NA: no analizable.

Teniendo en cuenta sélo los resultados de las mutaciones mayores o igual al
20%, se observa que el porcentaje de concordancia aumenta al 85.71%. Si se aplica
el test exacto de Fisher, y se obtiene un p-valor = 0.000129 (Tabla 19). En este

caso, hay un aumento significativo de la concordancia entre las dos técnicas.

JUNIOR
POSITIVO NEGATIVO
POSITIVO 12 0 12
ABI NEGATIVO 6 7
NA 1 1 2
14 7 21

Tabla 19: Tabla de contingencia de los resultados obtenidos en la comparacién de las mutaciones de
NRAS en los exones 2, 3 y 4 en 454 GS Junior con el método de Sanger, para

porcentajes a partir del 20% de las mutaciones obtenidas. NA: no analizable.
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4. Resultados en la participacidon de los controles de

calidad

Como hemos dicho anteriormente, nuestro

laboratorio esta

inscrito en el

Programa de Garantia de Calidad de la SEAP. Y se reciben una serie de casos

mutados y no mutados para BRAF, KRAS y NRAS. Se han obtenido los siguientes
resultados durante los afios 2014-2016 (Tabla 20).

ANO CASOS

RESULTADO ESPERADO

RESULTADO OBTENIDO

OTROS

KRAS-9-1
KRAS-9-2
KRAS-9-3
KRAS-9-4

KRAS: p.G13D
KRAS: p.G12A
KRAS wt
KRAS wt

KRAS: p.G13D 22.0% (1894)
KRAS: p.G12A 28.9% (2057)
KRAS: p.G13D 4.1% (4140)*
No Mutacion en KRAS (2097)

BRAF: p.V600E 21.65%(2273)

BRAF-10-1
BRAF-10-2
BRAF-10-3
BRAF-10-4

2014

BRAF wt
BRAF: p.V600E
BRAF: p.V600E
BRAF: p.V600DE

MNo Mutacion en BRAF (1425)
BRAF: p.V60OE 21.5% (2634)
BRAF: p.V600E 9.0% (2645)

BRAF: p.V60OE 44.1% (1335)

K-RAS-10-1
K-RA5-10-2
MN-RAS-10-3
MN-RAS-10-4

KRAS: p.A146T
KRAS wt
NRAS wt

NRAS: p.Q61K

KRAS: p.A146T 31,2% (2417)
No Mutacion en KRAS (2073)
No Mutacion en NRAS (1905)
NRAS: p.Q61K 46,8% (1529)

KRAS: p.O61H 25.7% (1979)
KRAS: p.Q61H 5.1% (2283)

K-RAS-11-1
K-RAS-11-2
N-RAS-11-3
N-RAS-11-4

KRAS: p.G12C
KRAS wt
NRAS: p.G13V
NRAS wt

KRAS: p.G12C 20,9% (1568)

No Mutacion en KRAS (2165)
NRAS: p.G13V 63.5% (2264)
Mo Mutacion en NRAS (1999)

NRAS: p.G13V 12.6% (2172)

KRAS: p.G125 24,9% (2290)

BRAF-12-1
BRAF-12-2
BRAF-12-3
BRAF-12-4

2015

BRAF: p.V600E
BRAF wt
BRAF: p.V600E
BRAF: p.V600E

BRAF: p.V600E 13.2% (840)
Mo Mutacion en BRAF (715)
BRAF: p.V600E18.1% (780)
BRAF: p.V600E 11.9% (488)

NRAS: p.P140L 2.6% (1945)

N-RAS-12-1
K-RAS-12-2
K-RAS-12-3
N-RAS-12-4

NRAS: p.Q61L
KRAS: p.G13D
KRAS: p.G12D
NRAS: p. G12C

NRAS: p.Q61L 47.6% (1513)
KRAS: p.G13D 42.4% (1304)
KRAS: p.G12D 24.5% (1304)
NRAS: p. G12C 21.2% (830)

BRAF-13-1
BRAF-13-2
BRAF-13-3
BRAF-13-4

BRAF: p.V600E
BRAF: p.V600E
BRAF wt
BRAF wt

BRAF: p.V600E 27.3% (827)
BRAF: p.V60OE 11.6% (762)
Mo Mutacion en BRAF (594)
Mo Mutacion en BRAF (880)

KRAS: p.G13D 13.6% (770)

N-K-RAS-13-1
N-K-RAS-13-2
MN-K-RAS-13-3

2016 N-K-RAS-13-4

KRAS: p.G13D
N-K-RAS wt
N-K-RAS wt

NRAS: p.G12D

KRAS: p.G13D 43.4 % (1082)

No Mutacién en KRAS (1272) / NRAS (1001)

MNo Mutacion en NRAS (797)
NRAS: p.G12D 16.7% (815)

KRAS: p.G12D 6.2 % (825)*

BRAF-14-1
BRAF-14-2
BRAF-14-3
BRAF-14-4

BRAF: p.V600E

BRAF: p.V600E

BRAF: p.V600E
BRAF wt

BRAF: p.V600E 27.3% (1027)
BRAF: p.V600E 38.4% (868)
BRAF: p.V60O0E 18.8% (976)
MNo Mutacion en BRAF (1078)

N-K-RAS-14-1
MN-K-RAS-14-2
MN-K-RAS-14-3
N-K-RAS-14-4

NRAS: p.Q61K
KRAS: p.Q61L
N-K-RAS wt
KRAS: p.G12D

NRAS: p.Q61K 37.43% (1181)
KRAS: p.Q61L 27.03% (1258)

No Mutacién en KRAS (1427) /NRAS (1718)

KRAS: p.G12D 14.5% (1317)

KRAS: p.Q61H 15.42% (1258)**

BRAF: p.V60OE 20.55% (949)

Tabla 20: Tabla de los resultados obtenidos durante los afios 2014-2016 en el Programa de Garantia

de Calidad de la SEAP. Entre paréntesis, la cobertura en numero de lecturas.

*Discrepancias.
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Cabe destacar en la Tabla 20 los resultados dispares obtenidos: Casos KRAS-9-
3 y N-K-RAS-13-3, se esperan resultados negativos mientras encontramos
mutaciones al 4.1% (p.G13D) y 6.2% (p.G12D), respectivamente. Caso N-K-RAS-
14-2, se espera la mutacion p.Q61L de KRAS, pero ademas de detectar ésta
(27.03%), también se detecta la p.Q61H (15.42%).
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5. Resultados mutacionales de la poblacion analizada

Como hemos visto en la Metodologia, las muestras analizadas proceden de un
estudio basado en la poblacién afectada por tumores de CCR, de las Comunidad
Valenciana, cuyos individuos han sido seleccionados en diferentes Hospitales de

dichas comunidades.

Resultados obtenidos al analizar un estudio de muestras de pacientes

diagnosticados de CCR metastasico.

Como podemos ver en la Tabla 21, en 875 muestras de pacientes con CCRM
analizadas. El 41.7% son negativas; el 56.0% son positivas para los diferentes
exones de los genes BRAF, KRAS y NRAS analizados en muestro sistema. Y el
2.3% restante son no analizables por mala calidad de las muestras, éstas no

amplificaban bien en la PCR 0 no se obtenia la cobertura idonea para su andlisis.

Variaciones en el gen KRAS

De todas las muestras analizadas, 398 fueron positivas para mutaciones en gen
KRAS. En los exones 2, 3y 4 de este gen se aprecia que el mas mutado es el exén
2 con un 39.0%, seguido del exdn 3 con un 3.1% y el exon 4 con un 3.4%.

En KRAS, las mutaciones que aparecen con mas frecuencia son las mutaciones
KRAS E2: p.G12D (12.6%) y la KRAS E2: p.G12V (10.5%), seguidas de la
KRAS_E2: p.G13D (8.0%).

Porcentaje de variaciones encontradas en el exon 15 de BRAF

Se encontraron 58 muestras (6.6%) que fueron positivas para mutaciones el
exén 15 de BRAF. La variacion que aparece con mas frecuencia es la BRAF_E15:
p.V600E (6.1%) y el 0.6% restante pertenece a las variaciones BRAF_E15: p.D594G
(0.5%) y BRAF_E15: p.E586K (0.1%).
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Variaciones en el gen NRAS

Del resto de las muestras analizadas, 34 muestras fueron positivas para
mutaciones en gen NRAS. En los exones 2, 3y 4 de NRAS, se puede ver que tanto
el exén 2 (1.9%) como el 3 (1.8%) estan igualmente afectados, mientras que el exon
4 (0.1%) nada mas se encontré una muestra mutada en este exdén. En NRAS las
variaciones que aparecen con mas frecuencia son la NRAS E2: p.G12D y la
NRAS_E3: p.Q61K (ambas al 1.0%).

GEN % EXON % MUTACION %
p.V6OOE 6.1

BRAF 6.6 15 66 p.D594G 0.5
p.E586K 0.1

p.G12D 126

p.G12v 105

p.G13D 80

p.G12C 4.0

p.G128 1.0

p.G12R 06

p.G13C 02

p.G13R 0.1

KRAS 455 p.Q22K 0.1
p.Q61H 1.4

p.Q61K 0.7

3 51 p.Q61R 05

p.Q61L 0.3

p.GEOD 0.1

p.R6BS 0.1

p.A146T 2.4

4 34 pA146vY 08

p.K117N 0.2

p.G12D 1.0

p.G12C 02

) 19 p.G12v 02

p.G13R 02

p.G12S 0.1

NRAS 39 p.G13D 0.1
p.Q61K 1.0

3 18 p.Q61IR 05

p.Q6iL 0.2

p.GBOE 0.1

4 01 pA146V 0.1

NEGATIVO 417

NO ANALIZABLE 2.3

TABLA 21: Resultados obtenidos en porcentaje tras analizar un estudio de 875 muestras de

pacientes diagnosticados de CCRM.
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El gran aumento de conocimientos relacionados con los mecanismos patogénicos
del cancer y la descripcién de los procesos moleculares de algunos tumores, ha
permitido el desarrollo de nuevos farmacos especificos para determinadas “dianas
terapéuticas”. Con la gran cantidad de farmacos antitumorales aprobados para su
uso, todos ellos desarrollados para estas dianas pero cuya aplicabilidad esta en
funcibn de la presencia de diferentes mutaciones. Ademas, han aparecido
mutaciones que confieren resistencia a estos tratamientos tras su aplicacion. Todo
ello ha hecho necesario, en el entorno clinico, el andlisis rutinario para detectar la
presencia de estas variaciones genéticas en las muestras oncoldgicas. El estudio de
dichos biomarcadores validados es crucial para la aplicacion de los tratamientos
personalizados en la practica clinica. Esta necesidad, junto al avance de la
tecnologia de secuenciacion de ultima generacion, ha permitido y estimulado la
deteccion de estas mutaciones y el desarrollo de sistemas rapidos, fiables y cada

vez mas econdmicos (LiVolsi V et al., 2012; Golubnitschaja O et al., 2012).

Problematica de las muestras a analizar y de las condiciones de analisis en

la rutina clinica

El andlisis molecular de variaciones genéticas de rutina esta sujeto a una serie

de condicionantes que lo hacen especialmente sensible al desarrollo y optimizacion:

En primer lugar, habitualmente se dispone de tamafios de muestra muy
limitados, especialmente en determinados tipos de tumores, o cuando éstos estan
localizados en zonas de dificil acceso para la realizacion de biopsias. Esto resulta
frecuentemente en cantidades muy pequefias de material genético de partida para

los analisis.

En segundo lugar, tales muestras contienen un numero variable de células
tumorales frente a células sanas, y por lo tanto, el contenido en ADN tumoral variara
entre muestras. Esto se traduce en que los porcentajes con los que una mutacion
puede estar presente seran a menudo muy bajos, del orden del 1 al 5% (Kerick M et
al., 2011)

Tercero, las biopsias tumorales de las que se dispone rutinariamente para su

extraccion y analisis del ADN, son muestras fijadas con formalina e incluidas en
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parafina (muestras FFPE), lo cual implica inevitablemente un proceso de
fragmentacion y pérdida de calidad del material genético que se obtendré a partir de
ellas (Hadd AG et al., 2013). Una de las consecuencias del proceso de fijacién en
formalina de las muestras es la adicion de grupos hidroximetilo a las bases del ADN
lo que acaba provocando reacciones cruzadas con proteinas. Estas reacciones
cruzadas pueden acabar produciendo artefactos en las reacciones de PCR donde se
producen transiciones artificiales C>T o G>A (Williams C et al., 1999, Lin MT et al.,
2014).

Por altimo, la rutina clinica, cuyo objetivo es la realizacién de un andlisis rapido
para proceder a los tratamientos disponibles en cuanto sea posible, no necesita
conocer una cantidad elevada de mutaciones, muchas de las cuales son en realidad
mutaciones acompafantes (passenger mutations) irrelevantes, en principio, para el
tratamiento. Por tanto, no es necesario el analisis de grandes paneles de mutaciones
gue consume muchos recursos, especialmente en el analisis y almacenamiento
informatico, y requiere la seleccién de las mutaciones de utilidad presentes. Por el
contrario, tampoco resulta interesante la realizacion de estos andlisis de un modo
seriado, focalizando la busqueda mutacion tras mutacion, o gen tras gen, mediante
técnicas analiticas basadas en genotipados directos, hasta dar con un resultado
positivo o haber agotado todas las mutaciones de interés. Este dltimo tipo de
abordaje también resulta caro en términos econdmicos, de cantidad de muestra

consumida y de tiempo de respuesta (Croce CM, 2008).

El presente trabajo presenta el disefio, desarrollo y optimizacién de una técnica
para el andlisis de este tipo de muestras que tiene como premisas iniciales solventar

la problemética descrita. Estas son:

e Plantear un sistema de deteccion de mutaciones que necesite poco material
genético de partida, al comenzar con una Unica reaccién de amplificacion por
PCR.

¢ Mantener unos parametros de sensibilidad y exactitud elevados aun en muestras
con calidades bajas.

e Que resulte interesante desde un punto de vista econémico y de tiempo de

respuesta.
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e Que sea escalable, modulable, tanto en el nUmero de muestras a introducir
como en cuanto a la introduccion de nuevas mutaciones a analizar. Esto ultimo,
s6lo en el caso que la nueva mutacién a estudiar no esté dentro de la secuencia
de alguno de los fragmentos amplificados, supondria la introduccion de nuevos
fragmentos de ADN amplificado, sin que esto redunde en un aumento
significativo del precio final por muestra, ni del tiempo de realizacion de los
analisis.

Estas caracteristicas se consiguen mediante el acoplamiento de una sola
reaccion de PCR multiplex donde se seleccionan las zonas de ADN a analizar, a una
reaccion de secuenciacion en una plataforma NGS de tamafio medio (454 GS
Junior, Roche) para una mayor agilidad y menor coste econémico (Xuan J et al.,
2013).

Estrategia planteada en el disefio del panel: Seleccién por PCR

Esta estrategia, basada en un enriquecimiento selectivo mediante amplificacion
previa por PCR, tiene dos principales ventajas: produce una elevada especificidad,
asi como una cobertura regular en todos los fragmentos analizados y todos los
individuos (Mamanova L et al., 2010). Esto se consigue al ser agrupados tras su
cuantificacion individual (individual en el sentido de individuo a individuo, no en el
sentido de fragmento a fragmento) del primer producto de PCR para su posterior
amplificacion en la reaccion especifica de la técnica de secuenciacion masiva

empleada (emPCR).

Otro aspecto interesante a resefiar es que se optimizo la técnica para obtener
todos los fragmentos de cada individuo en una sola reaccién, y no en dos reacciones
consecutivas como se ha de hacer obligatoriamente cuando se trabaja con paneles
de gran numero de fragmentos. Este Unico paso de amplificacion supone, ademas
del evidente ahorro econdmico y de tiempo, la minimizacion de la posibilidad de
contaminacion al reducirse a la mitad los procesos de manipulacion en la

amplificacion por PCR.
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Disefio de los cebadores y seleccién de las zonas de ADN a analizar

La metodologia seleccionada en la que se basa el panel implica una serie de
desafios que redundan en la necesidad de un periodo de disefio y optimizacion

previos a su introduccion en la clinica rutinaria:

En primer lugar, la especificidad final, esto es, el enriquecimiento de los
fragmentos de ADN seleccionados desde el ADN gendmico obtenido para cada
muestra, que depende en gran medida de un correcto disefio de los cebadores para
la reacciéon de PCR. Es preciso evitar la aparicion de reacciones de interferencia
entre cebadores y la produccién de dimeros (fragmentos de ADN resultantes de la
amplificacion de cebadores que se concatenan al hibridar entre si), estos ultimos
especialmente problematicos cuando el proceso continba con técnicas de
secuenciacion masiva. También es necesario evitar la hibridacion inespecifica de
estos cebadores en sitios distintos de los seleccionados, que produce una menor
eficiencia de estos cebadores, pero sobre todo posibles sesgos alélicos (Ikegawa S
et al., 2002).

Cuanto mayor sea el numero de amplicones seleccionados en el panel, mayor
es la dificultad en el disefio de estos cebadores y mas compleja es la optimizacion
de las condiciones de amplificacion. De hecho, si el nimero de amplicones es muy
elevado (en el caso de paneles muy amplios), la reaccion de PCR se ha de preparar
con técnicas especificas como PCR microfluidica, microdoplet PCR, o PCR en
emulsiones. Esto implica mayor tiempo de trabajo, mayor coste econémico y mayor
tiempo de respuesta (Zhang Y et al., 2016). El panel descrito en el presente trabajo,
al contar con siete amplicones, no necesita de una amplificacion en dispositivos de

este tipo.

Con el objetivo de conseguir un numero homogéneo de lecturas en todos los
amplicones en la secuenciacion, es necesario un proceso de optimizacién de las
condiciones de PCR. Esto supone la prueba de diferentes concentraciones relativas
de cada uno de las siete parejas de cebadores, asi como de los tiempos y

temperaturas ideales en la reaccion de amplificacion.
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Otro aspecto importante a tener en cuenta al realizar el disefio de los cebadores
de las reacciones de PCR es el tamafo final de cada amplicon. Al tratarse de
muestras provenientes de biopsias, que han sufrido un proceso de parafinizacion-
desparafinizacion que provoca, entre otras cosas, la fragmentacion del ADN
gendmico, los tamafos finales seleccionados para los amplicones resultan del

compromiso entre:

i) El tamafio maximo que va a permitir una cantidad minima necesaria de
producto de PCR debido a esta fragmentacion del ADN gendémico molde.

i) El tamafio maximo que puede ser leido en el proceso final de secuenciacion en
el tipo de plataforma NGS utilizada.

iii) La cantidad de informacién que se busca dentro del fragmento en cuestion (el
namero de mutaciones de obligado andlisis que debe abarcar el fragmento).

iv) Una correlacion de tamafios en los siete fragmentos para poder hacer un
seguimiento de su presencia y homogeneidad, tanto en el proceso de
optimizacién, como una vez introducido el panel en la rutina clinica,
permitiendo un punto de seguimiento de la calidad del proceso global mediante
su observacion en equipos de visualizacion de ADN.

En nuestro caso, teniendo en cuenta todas estas premisas, se obtuvo un panel
de cebadores disefiados para la amplificacion de siete fragmentos de PCR
individuales y no correlativos en secuencia, de modo que se cubrié todas las

mutaciones seleccionadas a priori para el andlisis descrito.

Establecimiento del nimero 6ptimo de lecturas por cada fragmento:

Cuando se analizan muestras de origen oncoldgico para evitar falsos positivos,

se pueden adoptar dos estrategias alternativas:

Una es adoptar un método de alineamiento altamente restrictivo durante el
analisis, de modo que descarte un elevado nimero de secuencias obtenidas donde
se observan variaciones presentes con muy poca frecuencia. Estas variaciones
pueden ser artefactos de la PCR, errores de la secuenciacion e incluso del mismo

sistema de deteccion de la plataforma de secuenciacion. Este abordaje tiene como
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consecuencia final la obtencion de bajas profundidades de lecturas, lo que redunda
en la pérdida de informacién, dando lugar a posibles falsos negativos (Kerick M et
al., 2011).

La estrategia alternativa es la obtencién de un elevado nimero de lecturas, de
modo que la presencia de estas variaciones resulta en frecuencias despreciables en
el alineamiento y posterior andlisis de los resultados. En mutaciones somaticas, se
sabe que con un numero de lecturas mayor de 80 se excluyen los errores por estos

procesos de fijacién y desparafinizacion (Wagle N et al., 2012).

Ante las dos estrategias se eligido la segunda, ya que a mayor numero de
lecturas se minimiza la perdida de informacion. En base a nuestros resultados,
observamos que a mayor cobertura la sensibilidad y especificidad analitica

aumentan.

Calidad de la secuenciacion y rendimientos de la técnica

Establecido un rango de valores de profundidad adecuados para una deteccion
fiable de las variaciones presentes, y puesto que la intencidn del presente trabajo es
proporcionar un sistema integrable en la rutina clinica, el siguiente factor de calidad
fue establecer la estabilidad de este sistema en términos de cobertura total por

carrera, por muestra y por fragmentos amplificados.

Tras la secuenciacion de 30 carreras se obtuvieron buenas calidades en la
mayoria de los casos, sélo en 6 carreras el porcentaje de Dots + Mixed Filter fue
superior al 20%. En la mayoria de los casos el numero total de lecturas superd
ampliamente el valor esperado. Este valor elevado se debe, probablemente, a la
sencillez del panel en cuanto al numero total de amplicones. Gracias a esto, el
sistema finalmente permite el analisis simultaneo de, al menos 20 muestras
consiguiendo un compromiso entre una deteccién fiable y un interés econémico y de

aprovechamiento del material de partida (Kuo FC et al., 2017).
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Respecto a la cobertura por muestra y por fragmento, las variaciones observadas
entre amplicones se explicarian por la diferente calidad entre muestras y por la
distinta procesividad de los distintos amplicones, que compiten entre ellos de
manera que unos se llevan mas lecturas frente a otros que apenas tienen (Simen
BB et al.,, 2015; Deeb KK et al., 2015). Una de las necesidades del proceso de
optimizacion fué, asumiendo la inevitabilidad de esta situacion, conseguir que los

amplicones menos eficientes superen siempre los parametros de calidad minimos.

Consideraciones sobre la validacion del método

La validacién de un método analitico es un paso fundamental para asegurar la
fiabilidad de los resultados obtenidos. Aunque el numero de biomarcadores
relacionados con el diagnostico, prondstico y tratamiento en el campo de la
oncologia continua en crecimiento, y en paralelo y a la notable velocidad que se
desarrollan diferentes paneles para el analisis de estas mutaciones (Zutter MM et
al., 2014), no hay todavia un acuerdo para establecer una guia para la validacion de
todo este tipo de material analitico por parte de las organizaciones reguladoras
internacionales. Por tanto, continda quedando a la discrecion de cada laboratorio el
disefio de las pruebas orientadas a la validaciéon de los paneles que desarrolle
(Hagemann IS et al., 2014; Ananda G et al., 2015).

En el presente trabajo, el disefio de las pruebas necesarias para la validacion se
hizo teniendo en cuenta las normas de la ISO 15189 (ISO/IEC 15189, 2012) y en el
caso particular la particular de las técnicas de NGS en las que se dan un elevado
namero de pasos que son unicos en esta tecnologia (Gargis AS, et al., 2015). En
general, las regulaciones relacionadas con la validacion de los paneles para analisis
en NGS aconsejan cinco conceptos principales en cuanto al desarrollo de estos
paneles, que serian los rendimientos que obtenemos de la técnica, la exactitud, la
precision, la sensibilidad y especificidad analitica, y por ultimo, la comparacién de

nuestro método con otros métodos validados.

Por otro lado, una vez analizadas estas caracteristicas, es necesaria también la

consideracion de una validacion del pipeline bioinformatico, asi como un seguimiento
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de la calidad de los resultados clinicos a lo largo del tiempo cuando el método se
introduce en la rutina clinica. Todas las pruebas descritas en este trabajo se

realizaron en nuestro laboratorio.

Aspectos técnicos especificos relacionados con la validacion
1. Exactitud

Hay varios factores a lo largo de un flujo de trabajo NGS que influyen en la
exactitud de los resultados de la prueba. Para las pruebas en las que las muestras
de pacientes son multiplexadas, se toman precauciones para minimizar la
posibilidad de que un MID se asocie con la muestra de paciente equivocada. La
fiabilidad de la multiplexacion esta fuertemente influenciada por: el disefio del indice,
el método mediante el cual se afiaden los indices a cada fragmento y el uso de

herramientas de software para demultiplexar lecturas de secuencias.

La evaluacién de la exactitud de cada lectura depende de varios factores que
incluyen las puntuaciones de la calidad por base leida en la plataforma (Q30: tasa
de error inherente de la tecnologia NGS), la profundidad de cobertura y el contenido
de la secuencia (Gargis AS et al., 2012).

Dentro del contexto particular del tipo de deteccion de este trabajo, consideramos
este parametro como la cercania en porcentaje de mutacion de nuestra medicién a
los porcentajes reales presentes en muestras de genotipo conocido (ten Bosch JR
et al.,, 2008), comerciales en este caso. Las muestras comerciales seleccionadas
fueron lo méas parecido posible a las muestras que se analizan en el entorno de
analisis oncoldgico, muestras provenientes de lineas celulares (esto es, no
provenientes de biopsias) pero si sometidas a un proceso de fijacion-parafinizacion

y desparafinizacion.

La exactitud de nuestra técnica, con una cobertura de 1000 lecturas, en muestras
gue solo son portadoras de una mutacion al 50% fue del 91-99%. En muestras WT
para todas las mutaciones del estudio, la exactitud fue del 100%. Y en la muestra
comercial, con diferentes porcentajes de las mutaciones, obtenemos exactitudes en
torno al 97% para las variaciones BRAF: p.V600E y KRAS: p.G13D. Mientras que

128



DISCUSION

en la variacion KRAS: p.G12D era del 77% y para NRAS: p.Q61K es del 51%,
respectivamente. Se obtuvo una exactitud media de la técnica del 94% para estas

variaciones de frecuencia alélica descritas en la Metodologia.

En los valores de exactitud obtenidos se observdO que hay diferencias
dependiendo de la mutacion detectada. El error relativo de muestras comerciales
aumenta en funcién del porcentaje de aparicion de la mutacién, mayor a bajos
porcentajes, y probablemente a la cobertura, y también mayor a bajas coberturas,
aunque estas Ultimas son por la limitacion de la propia plataforma que debe
mantener un compromiso entre ndamero muestras analizables y coberturas

aceptables.

Nuestros resultados de exactitud son equiparables a los obtenidos en un trabajo
de 2015, donde la deteccion de las variantes se determiné por medio un ensayo de
diagndéstico molecular basado en NGS: JAX Cancer Treatment Profile ™ (JAX-CTP
™), que detecta mutaciones viables en tumores soélidos. Analizaron doce muestras
tumorales clinicas frente a muestras control, en 93 genes en comdn, en un
laboratorio externo. El porcentaje de exactitud obtenido de esta técnica en este
trabajo fue del 98% (Ananda G. et al., 2015).

2. Precisioén

Para estudiar la precision de nuestra técnica, desde el punto de vista del grado
de concordancia entre mediciones repetidas del mismo material, se establecid la

precision del método en términos de:

i) Repetibilidad entre muestras dentro de un mismo ensayo (dentro de la misma
carrera). Se observo que el CV, en la mayoria de los casos, fue inferior al 20%,
indicando que la dispersion entre los resultados obtenidos es aceptable entre
réplicas de la misma muestra, preparadas desde el principio por una misma
persona y con un mismo lote de reactivos (tanto en preparacion de la libreria,
como en todos los siguientes pasos, hasta llegar a la secuenciacion, incluida

esta).
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i) Reproducibilidad de una misma muestra entre diferentes ensayos para evaluar la
consistencia de los resultados al probar la misma muestra en diferentes
condiciones. En este caso, también se obtuvo un CV inferior al 20% al replicar
una serie de muestras a lo largo de varios ensayos con diferentes lotes de
reactivos. Sugiriendo, como en el caso de la repetibilidad, que los resultados
obtenidos son también aceptables.

Nuestros resultados fueron precisos como los obtenidos en un trabajo donde se
estudio la precisidbn de un panel para analisis de 740 variaciones en 46 genes
relacionados con el cancer usando lon-Torrent AmpliSeq (Singh RR et al., 2013).
La repetibilidad de la técnica se obtuvo a partir del analisis de 1 muestra con 7
mutaciones a porcentajes diferentes y 10 indices distintos en la misma carrera. Y la
reproducibilidad, analizando durante 25 carreras una muestra con 3 mutaciones
distintas y a diferentes frecuencias alélicas. Obtuvieron en el estudio de los
resultados una repetibilidad y reproducibilidad con un CV del 7,16% y 1.36%,
respectivamente, frente al 15.05% y 11.24% obtenidos con nuestra técnica. Pero
con 5 casos negativos en el llamado de variantes, cosa que en nuestra técnica

nunca ocurrio.

3. Sensibilidad y especificidad analitica.

Para establecer el niumero de lecturas y el minimo del porcentaje de aparicion
de mutacién idoneos, se estudiaron la sensibilidad y especificidad analitica. Estos se
expresaron como la probabilidad de que un ensayo detecte una variaciéon de
secuencia cuando estd presente dentro de la region genomica que esta
secuenciado; y como la probabilidad de que el ensayo no detecte la variacion de
secuencia cuando no esté presente en la region gendmica que se analiza,

respectivamente (Gargis AS et al., 2015).

Se utilizaron ambas para un conjunto de variaciones de secuencia previstas tal
gue representasen el espectro de posibles hallazgos clinicamente relevantes

mediante la comparacién de los resultados de la prueba.
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Dado que la naturaleza de la técnica nos permite una aproximacion a limites de
variacion bajos, modificando la profundidad de la zona analizada, se busco el
establecimiento de un intervalo aconsejable en cuanto al nimero de lecturas como
paso previo a todo el resto de pruebas. Este paso se realiz6 mediante experimentos
de dilucion de ADN portadores de mutacién y porcentaje conocidos con ADN sin

mutacion hasta alcanzar un valor de porcentaje de mutacion presente limite.

Se intentd primero utilizando muestras comerciales (Horizon Diagnostics,
Cambridge, United Kingdom) en las que la mutacién de partida, asi como su
porcentaje, eran asegurados por el comercializador. Desgraciadamente, las
diluciones en ADN no mutado no pudieron ser precisas, dado que las cantidades de
muestra que la casa comercial que lo surte son tan bajas que los errores en las
cuantificaciones de ADN eran excesivamente elevados, haciendo no fiables los
resultados finales (Singh RR et al., 2013). Aun asi, estas muestras nos permitieron
un primer ensayo de exactitud puesto que los valores de porcentaje de mutacion
presente en las muestras sin diluir, asi como en las primeras diluciones, si fueron

muy aproximados a los valores estipulados por la casa comercial.

A falta de muestras comerciales aceptables, los experimentos de diluciéon se
realizaron con ADN de muestras reales, analizadas anteriormente por técnicas
alternativas validadas. Asi, se eligieron muestras portadoras de las mutaciones
BRAF /KRAS/NRAS y muestras no portadoras de ninguna de estas mutaciones, y se
realizaron las diluciones como se describe en el apartado metodolégico de este
trabajo. Los resultados nos permitieron establecer los limites de deteccion, asi como
establecer también el limite inferior en cuanto al numero de lecturas aconsejable. De
este modo se establecio como limite inferior de porcentaje de mutacion aceptable un
2% y 1000 lecturas de cobertura al ser el porcentaje en el que se observa un CV por
debajo del 20% de concordancia en los genotipados obtenidos frente a muestras

portadoras para las tres mutaciones analizadas.

En nuestro caso, asumimos que el niumero de lecturas ha de ser en general de
1000 en total para descartar que la presencia de una mutacién obtenida no se deba
a artefactos (de la PCR, errores de la secuenciacion, etc...). Esto significa que, en la

practica, ningun resultado observado en fragmentos con menos de 1000 lecturas se
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aceptar4 cuando el porcentaje de la variacion detectada sea menor del 2%. El
criterio del laboratorio rozando por el limite de deteccién aceptado, nos obliga a la
repeticion del fragmento en cuestion. No ocurre lo mismo con los resultados
negativos con menos de 1000 lecturas, pues teniendo en cuenta el contexto en el
gue nos movemos, tenemos un compromiso en términos econdmicos y de rapidez,
haciendo que cuando el porcentaje de mutacion es inferior al 0.5%, lo damos como

negativo, cuando la cobertura, en numero de lecturas, es mayor de 200.

Los experimentos de andlisis de dilucién de muestras con mutacion y porcentaje
conocidos en muestras WT descritos anteriormente nos permitieron, por otro lado,
una acotacion del intervalo aproximado del nimero de lecturas necesarias para que
los resultados fueran aceptables a la vez que se puedan analizar un mayor namero
de muestras. En estos experimentos observamos que valores promedio de
coberturas iguales o mayores de 1000 no presentan menor desviaciéon del valor real,
ni menores SD. Sin embargo, al analizar en conjunto los resultados para las tres
mutaciones seleccionadas en estos experimentos si observamos que con coberturas
menores de 1000 lecturas, y especialmente si el porcentaje de mutacion es muy
bajo, los valores de SD de los porcentajes de mutacion en los triplicados eran
dudosos, de modo que se establecié un valor de referencia de 1000 lecturas como
ideal teniendo en cuenta el compromiso entre calidad de los resultados y numero de

muestras analizadas en cada carga del equipo.

Los resultados obtenidos, al analizar la sensibilidad analitica de nuestra técnica,
son comparables a otros estudios. En uno de ellos, se diluyeron una serie de lineas
celulares del 20-1% y obtuvieron un limite de deteccion del 2%, con una cobertura
media de 1.000 lecturas para una la técnica de NGS con el sistma lon Torrent
AmpliSeq (Lin MT et al., 2014). En otros, se obtuvieron sensibilidades analiticas del
100% a una frecuencia alélica del 4% con una cobertura de 1000 lecturas (Simen
BB et al., 2015; Haene ND et al., 2015). Aunque con nuestro sistema, a coberturas
inferiores y a este porcentaje de mutacion, la sensibilidad analitica también fue del
100%. Otros grupos de trabajo hicieron pruebas de validacién con muestras reales
de diagndstico, que como en este estudio, las mezclaron y diluyeron para obtener
sensibilidades analitica similares a las nuestras (Singh RR et al., 2013; Ananda G et
al., 2015).
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4. Concordancia con otros métodos

Se compar6 el resultado de diferentes mutaciones detectadas con nuestro
método de andlisis frente a otros métodos validados, midiendo la concordancia de
los resultados entre ambos. Se dieron como positivos todos los resultados de las
mutaciones mayores o iguales al 2% de aparicion de la mutacion y con mas de 1000
lecturas.

Para la deteccion de mutaciones en el gen BRAF, comparamos frente a una
técnica basada en PCR alelo-especifica y posterior reaccion de minisecuenciacion
que detecta tres variaciones en el codon 600 (V600E, V600A y V600G). Se obtuvo
una concordancia del 100%, haciendo visible la dependencia de los resultados por
ambos métodos. Estos resultados fueron equiparables a los resultados obtenidos en
un trabajo donde se compard este kit con la plataforma 454 GS FLX Titanium
(Lopez-Rios F et al., 2013). Cabe destacar que nuestro sistema proporciona valores
porcentuales, mientras esta técnica proporciona valores categoéricos. Esto supone
un valor afladido al método que se presenta en este trabajo, ademas de saber si es
positivo o negativo, también se puede estimar el porcentaje de mutacidén presente en
la muestra.

Para las mutaciones mas comunes en KRAS se eligi6 comparar nuestro sistema
frente a una técnica basada en PCR alelo-especifica semicuantitativa, cobas®
KRAS Mutation Test. En este caso, se obtuvo una baja discordancia (19.75%),
mostrando que habia dependencia entre ambos métodos. Esto se debe
probablemente a que nuestro sistema es mas sensible que el test cobas®. Ademas,
al ser un sistema cerrado, soOlo informa de la presencia o ausencia de alguna
variacion en los codones 12/13 y 61 de KRAS, pero sin informar de cudl es
exactamente la variacion en cuestion.

Cabe destacar en los resultados obtenidos por nuestro sistema: porcentajes de
mutacion detectados inferiores al 2%, aunque son detectados con una sensibilidad
discutida, son informados como negativos, pues no cumple criterios limite de
deteccion. Y porcentajes de mutacion detectados iguales o superiores al 2%
presentan dos tipos de divergencia: primer tipo, en torno al 2%, son detectados en
nuestro sistema pero no detectados en el test de KRAS de cobas. Esto se explica

porque el limite de deteccidon en nuestro sistema es superior al de este test. Y
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segundo tipo, porcentajes de mutacion detectados superiores al 2%, son detectados
por los dos sistemas.

Frente a las dos técnicas anteriores, con nuestro sistema somos capaces de
informar sobre los porcentajes de las alteraciones genéticas centrales para el
desarrollo del tumor (drivers). También, es posible detectar aquellas alteraciones
passengers presentes en las cercanias de éstas mutaciones drivers. Esta
informacion puede servir para futuros estudios prospectivos ya que en el pipeline de
analisis informatico, la presencia de estas variaciones acompafantes, asi como sus
porcentajes, quedan registrados (Hernandez-Losa J et al., 2012, Singh RR et al.,
2013).

Se plante6 también la comparacién de nuestro sistema frente al método de
secuenciacion de Sanger para variaciones presentes en el gen NRAS, por ser éste
el verdadero gold estandar frente a cualquier técnica de deteccidén de variaciones en
el genoma. En este caso, observados los resultados para todo el rango de
porcentaje de mutaciones (en nuestra técnica), se obtuvo una concordancia baja.
Pero si comparamos solo los resultados de las mutaciones con porcentaje mayor o
igual al 20%, se observa que la concordancia aumenta casi en 25 puntos
porcentuales. Esto ocurre porque la sensibilidad de nuestro sistema es mayor que la
del método de Sanger, que es muy poco fiable para muestras donde el porcentaje
de mutacién es menor de un 20% (Simen BB et al., 2015). De este modo, el método
presentado en este trabajo de investigacion comparte con la secuenciacion por el
método de Sanger su capacidad para detectar cualquier variaciébn presente en la
zona estudiada, pero con una mayor sensibilidad, asi como un menor coste en
términos de tiempo, muestra y economia.

Tras lo descrito anteriormente, un importante aspecto a tener en cuenta de
nuestro sistema respecto a las tres técnicas de referencia ampliamente utilizadas en
el entorno clinico es que los resultados son comparables; pero, ademas, el sistema
presentado en esta tesis doctoral supone un evidente ahorro en todos los sentidos
gracias a la multiplexacion y el valor de sensibilidad obtenido.

Como aspectos no positivos a tener en cuenta, este método precisa de una
buena formacion técnica del personal encargado de los analisis un profundo

conocimiento del proceso puramente quimico de la técnica para decidir dar por
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bueno un cambio detectado en caso de posible artefacto, mediante la observacion
de los flujogramas obtenidos (Singh RR et al., 2013). Asi como una buena
preparacion bioinformética, dado que para este personal técnico resulta muy
aconsejable un conocimiento basico del entorno Linux. Estos factores han hecho
complicada su implementacién en el entorno clinico, aunque por conceptos como los
descritos en el péarrafo anterior, las técnicas basadas en secuenciacion masiva son

de evidente necesidad en la rutina clinica actual.

5. Controles de Calidad externos

La participacion en controles de calidad externos es un requisito imprescindible
para garantizar la calidad de un sistema. Su principal ventaja es que su disefio,
implementacion y evaluacion son completamente independientes, o que garantiza
la transparencia del proceso. En Espafia existe desde el afio 2010 un Programa de
Control de Calidad en Patologia Molecular, coordinado por el Laboratorio de Dianas
Terapéuticas, integrado en el Programa de Garantia de Calidad de la SEAP
(Hernandez-Losa J et al., 2012). Nuestro laboratorio ha participado de forma
continuada en ellos, antes incluso de la utilizacion de este sistema de

secuenciacion.

Los resultados de los controles de calidad externos obtenidos con nuestro
sistema de secuenciacion fueron satisfactorios. Aunque encontramos resultados
positivos a bajo porcentaje y con mas de 1000 lecturas donde se esperaban
resultados negativos. Esto se debe probablemente a que nuestra técnica es mas
sensible y abierta en comparacién con la técnica utilizada para la caracterizacion de
los controles. Ademas de ver la mutacion esperada, también fuimos capaces de ver

otras que con la técnica de caracterizacion de los controles no se detectaron.

Resultados mutacionales de la poblacion estudiada

Se realiz6 un andlisis de la poblacion en pacientes con CCRM de nuestra
Comunidad, buscando la deteccién de mutaciones en los genes BRAF/KRAS/NRAS.
Obteniendo como resultado una estratificacion de la poblacion en funcion de la

presencia de estas variaciones en las biopsias correspondientes. El analisis global
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de estos datos muestra una coincidencia con datos obtenidos en poblaciones
equiparables (Sorbye H et al., 2015); asi como con los resultados, tanto generales
como parciales (en cuanto a cada nodo participante), obtenidos en un estudio donde
participamos con los datos obtenidos en el presente trabajo, y cuyo objetivo fue
determinar el estado mutacional de RAS en pacientes con CCRM a nivel nacional
(Hernandez-Losa J et al., 2015). Esta concordancia en los resultados es otro factor
qgue apunta a la fiabilidad de nuestro sistema.

Como hemos visto, aproximadamente el 40% de los pacientes con cancer
colorrectal metastasico tienen el gen KRAS normal o sin mutacién, lo que los hace
candidatos a recibir tratamientos anti-EFGR. Sobre este grupo de pacientes, cuando
se analiza NRAS y BRAF, las mutaciones son menos frecuentes.

Estudios realizados con anti-EFGR, panitumumab, en combinacion con FOLFOX,
revelaron que entre el 17 y el 22% de los pacientes con mutaciones en KRAS
también tenian otras mutaciones RAS. El beneficio para el paciente se demostro
superior en pacientes sin mutaciones RAS, incluso llegando a sefalar la falta de
eficacia y/o efectos nocivos cuando se administraba en pacientes con RAS mutado,
de ahi la importancia de conocer este dato de manera precisa (Douillard JY et al.,
2015).

Ante las diferentes opciones disponibles, advierten que la eficacia de los
tratamientos disminuye cuando su aplicacion es posterior a otros (lo que se conoce
como segunda o tercera linea). Segun este estudio, el impacto del tratamiento
cuando se aplica en primera linea puede suponer hasta 8 meses adicionales para la
supervivencia de un paciente. Por todo ello, un mayor estudio de las mutaciones
RAS y de otros potenciales biomarcadores permitira una mayor precision en la
determinacién genética y, como consecuencia, la aplicacion del tratamiento mas
efectivo para la supervivencia del paciente. (Rivera F et al., 2017).

Nuestros hallazgos muestran la presencia de mutacién en el gen BRAF en 6.6%
de las muestras estudiadas. En otras poblaciones estudiadas, la presencia de
mutacion en el gen BRAF esta en torno al 8.5% (Yaeger R et al.,, 2018). La
importancia de la determinacion de mutaciones en el gen BRAF no solo radica en su
valor como factor pronostico. En el estudio LBA-07 en pacientes afectados por

CCRM se ha demostrado que una combinacion de anticuerpos anti-EGFR e
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inhibidores de BRAF son capaces de bloguear la transduccion de la sefial en sentido
desde el EGFR hacia proteina cinasa activada por mitdgeno (MEK) en los casos con
BRAF mutado (Kassouf E et al., 2016).

En la actualidad, algunas recomendaciones para el cancer colorrectal avanzado
sugieren establecer el status de RAS/BRAF. Otros genes que pueden participar en
la resistencia a la terapia anti-EGFR, como los de la via PIK3CA-AKT-mTOR, estan
en estudio. También se han demostrado diferencias en la frecuencia de mutaciones
de BRAF en distintas etnias, por lo que seria importante determinar su status en
nuestra poblacion originaria (Kassouf E et al, 2016).

La seleccion de pacientes que obtendran un mayor beneficio del tratamiento por
encima de otros, permite evitar toxicidades innecesarias, sin olvidar los criterios de
optimizacién de recursos que aporta al sistema. Por eso, programas para determinar
el estado mutacional de RAS/BRAF, ayudan a seleccionar y, por tanto, a tratar
adecuadamente a todos los pacientes con CCRM, cubren una necesidad social de
responsabilidad con el paciente. La realizacion del estado mutacional de RAS/BRAF
resulta coste-efectiva y permite optimizar los recursos del Sistema Nacional de
Salud (Van Cutsem E et al., 2016).

Actualmente, la clasificacion del CCR incluye la determinacion de una serie de
marcadores moleculares como factores prondsticos y/o predictivos de respuesta a
terapia dirigida. Entre los genes candidatos a esta clasificacion se encuentran,
ademas de los estudiados en este trabajo, el estudio de la inestabilidad
microsatélites, Tp53, PIK3CA, AKT, mTOR y PTEN entre los mas frecuentemente
sefalados por los estudios publicados. La implementacion de estas determinaciones
son una necesidad actual y un elemento fundamental en la eleccion de la terapia
dirigida a los portadores de esta frecuente enfermedad tumoral (Yaeger R et al.,
2018).

A modo resumen final, el presente panel al ser escalable y modulable permite la
introduccién de un nimero mayor de muestras, como en cuanto a la introduccién de
nuevas mutaciones a analizar, sin que esto redunde en un aumento significativo del
precio final por muestra, ni del tiempo de realizacion de los andlisis. También, el
proceso de desarrollo y validacion de este panel ha propiciado el desarrollo de otros

paneles con mas genes y variaciones a detectar en la misma plataforma. De hecho,
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ademas del panel descrito en este trabajo, se desarrollaron otros paneles similares
donde era posible detectar variaciones en los genes EGFR, AKT1 y PIK3CA. De la
misma manera, este proceso de desarrollo y validacion ha servido para el desarrollo
rapido de otros paneles de mayor complejidad en otra plataforma de secuenciacion.
En definitiva, el presente trabajo permitird también agilizar la implementacion del

estudio mutacional de nuevos genes de interés.
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CONCLUSIONES

Las conclusiones del presente trabajo son:

e Se ha desarrollado un sistema de deteccion rapido, sensible, reproducible y
facilmente integrable en la rutina clinica, para la deteccion de mutaciones de
interés oncologico, a partir de biopsias incluidas en parafina de pacientes con
carcinoma colorrectal metastasico.

e Este sistema de deteccion de mutaciones de interés oncolégico ha sido
validado utilizando las normas aplicables, a este tipo de metodologia, de la
ISO 15189: 2012 para determinar la idoneidad de esta técnica en el ambito
clinico.

e Mediante el uso de este panel se pueden detectar mutaciones como minimo
al 2% en exon 15 del gen BRAF y en los exones 2, 3y 4 de los genes KRAS y
NRAS.

e Con los datos generales obtenidos por medio de nuestra técnica, en funcion
de las mutaciones halladas, se han utilizado para participar en un estudio cuyo
objetivo ha sido determinar el estado mutacional de RAS en pacientes con
CCRM a nivel nacional (Hernandez-Losa J et al., 2015).

e Los procesos del disefio y validacion de nuestro sistema de deteccion de
mutaciones de interés oncologico, permite el desarrollo de paneles similares

en otras plataformas de secuenciacion de nueva generacion.
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