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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.
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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 compor t an como Adi an
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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INTRODUCCION

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):

1 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.

! 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.

1 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).

14
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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).
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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 - -
(* 2 Re]
Dominio & bt L
Ex 18-24 - ~
ones tirosina quinasa o Q Z ’:
(*3 <9
o <
Exones 25-28 Dominio o 9
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, etcé (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
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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
C8ncer Colorrectalo ( CMS) a ni vel i nterna

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:

1 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.

1 CMS2 (epitelial canénico, 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.

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

T CMS4 (mesenquimal, 30% de los tumores), presenta un pronéstico 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
(1988) (1997)
KRAS esta mutado RAS coopera con la perdida g
en carcinomas de P%S opl6 enpla c EMEA;Japrueba g e o ngr
S - etuximab en combinacién con en
PEECERC Reta transformacion celular primera linea de tto. en cancer colorectal
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).
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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 i a diferencias de sensibilidades cercanas a un 50% de
presencia del alelo a detectar, como es el caso de los andlisis de mutaciones
germinales T 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:

9 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.

9 Técnicas de secuenciacién: conjunto de métodos y técnicas bioquimicas 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 (Ga ¢ z ma (&t &l.a
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 ( G a ¢ z ma &Eal.k2809)L

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 oncoldgica ha sido bastante limitada (Ga ¢ z ma Esak,i2013.

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
pocil |l os d ededidmetso lla&Bn@da 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).

i 0 0yl i 0o 1)1
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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 amplificaciéon 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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