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ABSTRACT

El cancer colorrectal (CRC) es la neoplasia digestiva mas frecuente a nivel mundial. En Uruguay el
23,8% del total de las muertes se dan a causa de tumores malignos, dentro de los cuales el CRC es
el tercero en incidencia en hombres y el segundo en mujeres. Muchos enfoques terapéuticos para el
CRC utilizan anticuerpos monoclonales dirigidos al receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR). El EGFR participa en cascadas de sefalizacion intracelulares implicadas en funciones de
supervivencia celular, progresién del ciclo celular, angiogénesis y metastasis. Las proteinas KRAS y
NRAS participan aguas abajo de la via de EGFR. Mutaciones en los oncogenes que codifican para
estas proteinas provocan la activacion constitutiva de la via independientemente de la actividad de
EGFR. Pacientes con mutaciones activantes en estos oncogenes presentan baja respuesta a las
terapias antitumorales. Por lo tanto, es de gran importancia para el éxito de las correspondientes
terapias conocer si los pacientes presentan dichas mutaciones previo a comenzar con la misma.

En este trabajo se puso a punto y validé un protocolo de SNaPshot desarrollado por el Laboratorio
Genia para la deteccion de mutaciones en los oncogenes KRAS y NRAS. En la puesta a punto se
optimizaron las etapas mas importantes de la técnica: evaluacién de la cantidad y calidad del ADN
proveniente de tejidos FFPE; amplificacion de los exones 2, 3 y 4 de KRAS y NRAS; interferencias
generadas por actividad reducida en las enzimas de la purificacion; reaccibn de SNaPshot y
electroforesis capilar; e interpretaciéon de los resultados mediante analisis bioinformético. Con el
estudio de las distintas etapas de la técnica de SNaPshot se establecieron las condiciones de
diagndstico 6ptimas. Una vez finalizada la primera parte, se procedioé a la validacion de la técnica.
Para la cual se determiné el limite de deteccién en un valor 12,5%, la especificidad en 100%, la
precision (repetibilidad y reproducibilidad) en 100% y la exactitud entre 99 y 100%, por comparacion
de esta técnica con la secuenciacion Sanger, secuenciacion de nueva generacion (NGS) y kit de Real
time PCR.

Los resultados de este trabajo fueron muy satisfactorios, logrando establecer y validar la técnica de

SNaPshot para el diagnostico de 56 mutaciones somaticas.
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diagnéstica.
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ABREVIACIONES

A: Adenina

ADN: Acido desoxirribo-nucleico

APC: Adenomatous polyposis coli

ARMS: sistema de amplificacion de mutaciones refractarias, del inglés Amplified Refractory
Mutation System

ASB-PCR: PCR de alelo especifica con un agente bloqueador, del inglés Allele-Specific PCR with
a Blocking reagent.

BRAF: v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B

C: Citosina

CDT: Pruebas diagndsticas acompafiantes, del inglés Companion Diagnostic Test

CRC: Céancer colo-rectal, del inglés colo-rectal cancer

CT: ciclo umbral, del inglés cycle threshold

DCC: Eliminado en carcinoma colorrectal, del inglés Deleted in Colorectal Carcinoma

ddNTP: dideoxinucledtido tri fosfato

dNMP: deoxinucle6tido mono fosfato

dNTP: deoxinucledtido tri fosfato

EGF: Factor de crecimiento epidérmico, del inglés Epidermal Growth Factor

EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico, del inglés Epidermal Growth Factor
Receptor

EMEA: Agencia Europea de Medicamentos

ErbB: Oncogen viral de leucemia eritroblastica, del inglés Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene
FDA: Administracion de alimentos y medicamentos, del inglés Food and Drug Administration
FFPE: Fijado con formaldehido y embebido en parafina, del inglés Formaldehyde-fixed paraffin-
embedded

Fwd: directo, del inglés Forward

G: Guanina

GDP: Guanosina difosfato

GEF: Factor intercambiador de nucleétidos de guanina, del inglés Guanine nucleotide Exchange
Factors

GTP: Guanosin trifosfato

HB-EGF: factor de crecimiento tipo EGF de unidn a heparina, del inglés heparine binding-EGF
HRAS: Harvey RAS

HRM: Curva de disociacion de alta resolucion, del inglés High Resolution Melt

KRAS: Kristen RAS

LB: Limite del blanco

LD: Limite de deteccion

MADb: Anticuerpo monoclonal, del inglés Monoclonal Antibody
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MAPK: Proteina-quinasas activadas por mitdgenos, del inglés Mitogen-Activated Protein Kinase
mMCRC: Céancer colo-rectal metastasico, del inglés metastatic colo-rectal cancer
MSP: Ministerio de Salud Publica

NGS: Secuenciacion de nueva generacion, del inglés Next Generation Sequencing
NRAS: Neuroblastoma RAS

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa, del inglés Polymerase Chain Reaction
PIK3CA: fosfatidilinositol 3-quinasa catalitica alfa

PTEN: fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa

gPCR: PCR cuantitativa en tiempo real, del inglés quantitative PCR

R2: coeficiente de determinacion

RAS: Rat Sarcoma virus

RFU: unidades relativas de fluorescencia

ROX: carboxy-X-rhodamine

RRHH: Recursos humanos

Rv: reverso, del inglés Reverse

SD: Desvio estandar, del inglés Standard Desviation

SMAD4: S MAD mothers against decapentaplegic

SNP: Polimorfismo de nucleétido simple, del inglés Single Nucleotide Polymorphism
SYBR Green: Cianina asimétrica

T: Timina

Taq: Thermus aquaticus

TGFa: Factor de crecimiento transformante a, del inglés transforming growth factor-a
Tm: Temperatura disociacién, del inglés melting temperature

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular , del inglés Vascular Endotelial Growth Factor
WNT: Wingless e Int

WT: normal, del inglés Wild-Type
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1. INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, ocupando el segundo lugar
luego de las enfermedades cardio-vasculares. Segun valores de la OMS (Organizaciéon Mundial de la
Salud), en el afio 2012, 8,2 millones de personas murieron a causa de esta enfermedad siendo el

70% de las muertes provenientes de paises con bajos o medianos ingresos (1).

Existen méas de 100 tipos distintos de céncer, siendo los mas frecuentes los de prdstata, mama,
pulmén y cancer colorrectal (CRC). En la Figura 1 se observa el porcentaje de casos de cancer para
ambos sexos en el total de paises estudiados por la OMS (1,2).

Prostate: 412,739
(14.3%)

Other: 1,031,240

e
(35.8%) Breast: 408,281

(14.2%)

Stomach: 85,354
(3.0%)
Thyroid: 85 466
(3.0%)
Melanoma of skin: 88,246
(3.1%)
Non-Hodgkin lymphoma: 99 562
k5% ~ memmsemmseeeeeeeee
Bladder: 101 593
(3:5%)

Lung: 324 301
(11.3%)

Figura 1: Numero de casos para los distintos tipos de cancer a nivel mundial.
Figura extraida de Globalcan 2012 (2).

En Uruguay, segun datos del MSP (Ministerio de Salud Publica), el 23,8% del total de las muertes se
dan a causa de tumores malignos, dentro de los cuales el CRC es el tercero en incidencia en
hombres y el segundo en mujeres (3,4). En la Figura 2 se observa la alta incidencia de CRC (13,1%)
en ambos sexos para todas las edades.
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— Breast: 1,842

Other: 4 377

2.8%
o) Colorectum: 1,752 |

(13.1%) '

Non-Hodgkin lymphoma: 424

(3.2%)

Pancreas: 454

(3.4%)
Kidney: 465\—'

(3.5%) ——-—— Lung: 1,411

Bladder: 513/~ —— (10.6%)
(3.8%)
Stomach: 577

(4.3%)

Prostate: 1,542
(11.5%)

Figura 2: Numero de casos de distintos tipos de cancer en Uruguay. Figura
extraida de Globalcan 2012 (2).

El CRC afecta fundamentalmente a la poblacién adulta entre 50 y 70 afios de edad. Los datos de la
Tabla 1 muestran que el CRC aparece entre los 45 y 50 afios con alta tasa de incidencia, lo cual es
un elemento a considerar para la deteccién precoz de la enfermedad (5). A su vez, datos estadisticos
de la Comision Honoraria de Lucha Contra el Cancer muestran que el 55% de los canceres de colon
y recto se detectan en etapas tempranas, y el 45% en etapas avanzadas cuando el cancer comenzé
a extenderse a otros 6rganos del cuerpo (CRC metastasico o mCRC) (3). Para aquellos pacientes a

los que se les detecta la enfermedad en etapas tempranas, logran curarse el 98% de los casos (6).

Tabla 1: Numero de casos anual por intervalo etario en Uruguay (media entre 2005 y 2009) (3).

Edades 0-4 59 10-14 15-19 20-24 25-29 30-34 35-39 40-44 45-49 50-54

Cancer colorrectal 0 0 1 5 9 15 24 44 74 121 230

El desarrollo del CRC, al igual que otros tipos de cancer, es multifactorial pudiéndose generar por
distintos factores, entre ellos agentes externos como radiaciones, sustancias quimicas, virus o
bacterias, o por factores de riesgo como lo es el tabaquismo. Sin embargo, el 30% de los diferentes
tipos de céncer podria prevenirse estudiando el componente genético del mismo en el paciente y
actuando en tiempo y forma en caso de detectar un riesgo elevado. Esto demuestra la importancia de
contar con terapias, estudios y tecnologias que permitan evaluar dicho componente genético.
Uruguay cuenta con las terapias y tecnologias utilizadas en el resto del mundo, principalmente las
quimioterapias convencionales en conjunto con tratamientos de anticuerpos monoclonales dirigidos a

un blanco especifico. También cuenta con analisis genéticos de genes de gran importancia en el CRC

(@).
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1.1. Caracteristicas del cancer colorrectal (CRC)

El CRC es una afeccién crénica que genera un problema sanitario de gran incidencia en los paises
occidentales, junto con los tumores de mama y pulmén. La enfermedad se produce cuando las
células del colon o recto crecen y se multiplican sin control, dafiando e invadiendo el tejido
circundante e interfiriendo con la funcion normal del 6rgano. El colon ocupa los primeros 180 cm del
intestino grueso mientras que el recto junto con el conducto anal se ubican en los dltimos 25 cm del
mismo. Alrededor de un 70% de los CRCs se encuentran en la primera porcion del intestino grueso
mientras que el resto aparece en el recto (8,9). En conjunto, se denominan canceres de colo-recto o
colorrectales.

Esta patologia se produce de forma progresiva, comenzando por lesiones menores, como polipos o
lesiones displasicas, hasta adenomas, carcinomas intraepiteliales y carcinomas infiltrantes, llegando a
generar metastasis a distancia. El problema surge debido a la acumulacion de alteraciones
oncogénicas generadas a lo largo de la vida, que finalmente dan lugar a la formaciéon de un tumor

maligno (10).

En el CRC existen diferentes estadios de la enfermedad, los mismos se esquematizan en la Figura 3.
En el estadio O (cero) aparecen células anormales en la mucosa de la pared del colon, las cuales se
pueden volver cancerosas y diseminarse. Una vez que las células cancerosas invaden las capas
internas del colon, se denomina cancer y se cataloga como estadio I. En la siguiente etapa, estadio II,
el tumor invade la submucosa y la capa muscular de la pared del colon. Luego el cancer se disemina
a los ganglios linfaticos o tejidos cercanos, en el estadio Ill. Por ultimo, en el estadio IV el cancer se

ha diseminado a otros 6rganos fuera del colon (8,9).

Estadio 0 Estadio | Estadio Il Estadio Il EStadlo Iv
Cénc«_ar en 1 a>3 £~ %
Ganglio linfatico Ganglio linfatico Ganglio linfatico danglics linfitioos . Cancer
\| Sy Vaso Vaso Vaso | Vaso
\1\/ sanguineo sanguineo sangulneo\ sanguineo,
e ) Sangre
Semsa—; Serosa—— ~ Serosa— o =
Capas de— | Capas de {'Capas de—|| Capas de Q
masculo masculo |} - musculo masculo
= N e Ganglios
Submucosa- Submucosa- ._ .. = =L |'sub s 1 A P i N
M“ & s A~ ubmucosa A ~_ L N linfaticos \
lucosa- lucosa—— 'Mucosa— ucosa—+
o~ e, - Hasta otras partes|
Cancer” m - del cuerpo
" > Figura 3: Progresion del cancer de colo-recto. Imagen adaptada de MD Anderson Cancer
- Center (8).

Segun datos de Hernandez-Losa y col. (11), alrededor de un 25 a 30% de los pacientes que tienen
CRC se presentan con tumores metastasicos (estadio IV) a la hora del diagnéstico, y aquellos que se

encuentran en estadios Il o lll, se estima que del 20 al 25% van a progresar a estadios mas
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avanzados y metastasis. La supervivencia global a 5 afios es de aproximadamente el 50%, llegando a

ser del 10% en los pacientes con enfermedad en estadio V.

Dentro de los CRC, se estima que entre un 70 y un 80% se asocia a factores de riesgo como la edad,
género, factores ambientales como la dieta y el ejercicio, y enfermedades inflamatorias del intestino.
El restante 20 a 30% de los casos son aquellos que presentan componentes hereditarios familiares
(10).

A nivel molecular existen dos origenes diferentes: uno de ellos se encuentra asociado a la
inestabilidad cromosdémica (85%), mientras que el otro grupo estd asociado a la presencia de
inestabilidad de microsatélites o a la alteracion de genes especificos de reparacion del ADN (8-12%).
La pérdida de funcion del gen supresor tumoral APC (Adenomatous Polyposis Coli) y las alteraciones
en la ruta de WNT (Wingless e Int) son los cambios mas frecuentes. Luego, en fase de adenomas de
pequefio tamafo se pueden detectar mutaciones en los oncogenes (gen activado anormalmente por
una mutacién) KRAS (Kristen RAS), NRAS (Neuroblastoma RAS) y BRAF (v-raf murine sarcoma viral
oncogene homolog B). Posteriormente, en adenomas grandes se pueden observar alteraciones de
SMAD4 (Mothers Against Decapentaplegic) o DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma). En cuanto a
los carcinomas pueden aparecer mutaciones en p53 (supresor tumoral) en conjunto con otras

alteraciones genéticas (11).

Una forma de clasificar las alteraciones genéticas que dan lugar al desarrollo del cancer es
diferenciando aquellas centrales que promueven la proliferacion celular, denominadas
desencadenantes o drivers, de las alteraciones genéticas acompafiantes, denominadas temporales o
passengers. Ambas alteraciones ocasionan cambios en las grandes rutas metabdlicas celulares, el
ciclo celular, la apoptosis, la invasividad y la angiogénesis. En el CRC, la sefializacion mediada por el
receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR) activa una via de suma importancia. La
activacion de EGFR, incremento de los ligandos o las alteraciones de los factores que transmiten la

sefial de la membrana al nucleo, desencadenan un aumento de la proliferacién tumoral (11).

La gran incidencia y alta tasa de mortalidad que presenta el CRC, ha desencadenado el desarrollo y
aplicacion de distintos protocolos terapéuticos. Muchos de ellos se basan en agentes
guimioterapéuticos combinados con anticuerpos monoclonales contra blancos oncogénicos
especificos. Los anticuerpos mas comunmente utilizados como tratamiento son especificos para el
EGFR (Cetuximab y Penitumumab) y para el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

(Bevacizumab), siendo el primero de ellos el que se estudiara en este trabajo (11).
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1.2. Viade sefializacion mediada por EGFR

El receptor del EGFR es una glicoproteina transmembrana compuesta por un dominio extracelular
aminoterminal para union a ligandos, una hélice transmembrana hidréfoba, un dominio citoplasmatico
que contiene un dominio tirosina quinasa y una region carboxiterminal que contiene residuos de
tirosina y elementos reguladores del receptor. El gen que codifica para esta proteina en humanos
es EGFR. Este pertenece a la familia de receptores ErbB (Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene),
una subfamilia relacionada con los receptores tirosina quinasa donde se encuentran incluidos: EGFR
(HER1 o ErbB-1), HER2/c-neu (ErbB-2), HER 3 (ErbB-3) y HER4 (ErbB-4) (12-15).

La unién de ligandos especificos, tales como el factor de crecimiento transformante (TGFa), el factor
de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento tipo EGF de unién a heparina (HB-EGF), la
anfirregulina, la betacelulina o la epirregulina, a la porcion extracelular N-terminal del receptor EGFR
induce la dimerizacién del mismo (formando homodimeros o heterodimeros con otro miembro de la
familia de EGFR humana), y activa el dominio quinasa intracelular. El resultado es la auto-
fosforilacion de residuos de tirosina en cada unidad del dimero, activando una cascada de
sefalizacion intracelular de eventos que incluyen el reclutamiento y la fosforilacién de varios factores
intracelulares (Figura 4). En ausencia de ligando, el EGFR permanece en un estado basal en el cual
su conformacién suprime la actividad quinasa y se evita la formacion de dimeros (12-15).

Una vez producida la activacion de la proteina EGFR, la sefial puede dirigirse por cuatro vias de
sefializacion hacia el interior de la célula: 1) RAS-RAF-MAPK, la cual regula la proliferacién celular,
migracioén, adhesién, supervivencia y reparacion del ADN; 2) PI3K-Akt, el cual controla diferentes
procesos biolégicos, tales como el crecimiento y la proliferacion, la activacion transcripcional y la
apoptosis; 3) JAK-STAT, la cual regula la divisién celular, la motilidad, invasion, adhesién, la
reparacion celular y la supervivencia, y por ultimo la via de PLCy que regula sefializacién mediada por

Calcio. En la Figura 4 se presentan las distintas vias de sefializaciéon mediadas por EGFR (13,15-17).

La existencia de mutaciones en el gen EGFR puede afectar la expresién o actividad del mismo,
siendo una causa para el desarrollo de cancer. Existen mutaciones que llevan a la sobre-expresion
del EGFR (conocidas como de regulacion positiva) o a la hiperactividad de la proteina, las cuales se
han asociado con un gran nimero de canceres. Los altos niveles de la proteina EGFR en tumores se
han relacionado con una enfermedad agresiva, un mal prondstico, una disminucién de la
supervivencia, una mala respuesta a la terapia y al desarrollo de resistencia a los agentes citotdxicos.
En consecuencia, la presencia de mutaciones en EGFR y su identificacibn como un oncogén, ha

hecho que dicha proteina sea el objetivo de varias terapias contra el cancer (11,15,18).
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Figura 4: Vias de sefializacién mediada por EGFR. En rojo: via RAS- RAF — MAPK; en azul: via PI3K
- Akt; en verde: via JAK - STAT,; y en violeta: via PLCy (15).

1.3. Terapias con anticuerpos monoclonales anti-EGFR.

Muchos enfoques terapéuticos estan dirigidos a los receptores EGFR, utilizando
anticuerpos monoclonales anti-EGFR para lograr una union especifica y bloquear la union del ligando
extracelular al receptor. Al bloquearse el sitio, las moléculas sefial ya no pueden activar la funcion
tirosina quinasa de EGFR. Sin dicha actividad, el EGFR es incapaz de auto-activarse, y por lo tanto,
no se activa la via de sefalizacién por debajo de EGFR. De esta forma, el bloqueo de la cascada de
sefializacion en células que dependen de esta via genera que el crecimiento, la proliferacién y la

migracién tumoral se vean disminuidos (18).

17


http://es.wikipedia.org/wiki/Anticuerpo
http://es.wikipedia.org/wiki/Tirosina_quinasa

Al dia de hoy, existen dos tratamientos especificos contra el EGFR, los cuales utilizan los farmacos
Cetuximab o Panitumumab. El Cetuximab, conocido comercialmente como Erbitux®, es un
medicamento que se utiliza para el tratamiento del CRC y otros tipos de cancer de células escamosas
que afectan la cabeza y el cuello, como algunos tumores de la boca o la laringe. Se trata de un
anticuerpo monoclonal (MAb) quimérico creado a partir de la regién variable murina de la linea celular
de mieloma 225 y un segmento de la regién constante de una inmunoglobulina G humana. Dicho
anticuerpo reconoce y se une al dominio extracelular del EGFR con alta afinidad y lo bloquea. La
afinidad del mismo es mas alta que la que presentan los ligandos propios de la via (EGF, TGFa y
anfirregulina). En méas del 80% de los casos de CRC esta presente el antigeno EGFR en la superficie
celular, generando que dichas células sean sensibles a la accién del farmaco (19). Este medicamento

se emplea combinado con otros tratamientos como radioterapia o quimioterapia (13,14,16).

El Cetuximab logra su actividad antitumoral a través de mudltiples mecanismos, incluyendo la
inhibicién del ciclo celular, la promocion de la apoptosis, la angiogénesis, asi como de la induccién de
una respuesta inmunoldgica. Como consecuencia, la célula tumoral no recibe las sefales bioquimicas
que estimulan su propagacion y el crecimiento del tumor se enlentece. Este tratamiento mejora la

expectativa de vida, sin embargo, no tiene una accion curativa ya que no elimina el tumor (13,14,16).

La utilizacién de Cetuximab fue aprobada por la Unién Europea en junio del 2004 y renovada en junio
del 2010. Inicialmente dicho farmaco fue probado en monoterapias a pacientes con mCRC refractario
a la quimioterapia convencional. En estos casos la respuesta fue modesta (8 a 11%), sin embargo
cuando el tratamiento se combiné con lIrinotecan (farmaco antineoplasico intravenoso) (20), la
respuesta se increment6 favorablemente. A su vez, la adicion de Cetuximab a un tratamiento con
Irinotecan permitié revertir la resistencia a este Gltimo en un nimero significativo de pacientes. Es por

ello que hoy en dia se utilizan ambos farmacos juntos (14,16,19,21,22).

El otro farmaco existente es Panitumumab, conocido comercialmente como Vectibix®. También
pertenece al grupo de los anticuerpos monoclonales y se emplea en el tratamiento de CRC cuando
éstos se encuentran en la etapa de metastasis (MCRC). Es un anticuerpo monoclonal 1gG,
completamente humano que se une con alta afinidad al dominio de unién del ligando del EGFR y
bloguea la unién de los ligandos especificos de dicho receptor. La utilizacion de Panitumumab fue
autorizada por la FDA (Food and Drug Administration) de Estados Unidos en septiembre de 2006 y
por la EMEA (Agencia Europea de Medicamentos) en diciembre de 2007 (23,24).

El Panitumumab provoca la internalizacion del EGFR, generando la disminucién del nimero de
receptores disponibles en la superficie celular, lo que provoca a su vez la inhibicion del crecimiento
celular, induccion de la apoptosis y descenso en la produccion de citoquinas proinflamatorias y del

factor de crecimiento del endotelio vascular. Esta droga ayuda a la supervivencia sin progresion de la
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enfermedad. Hoy en dia existen datos que demuestran una mejora de los sintomas patologicos o un

aumento de la supervivencia con dicho tratamiento (23,24).

En los dltimos afios, Cetuximab y Panitimumab han probado la efectividad de su accién para el
tratamiento de mCRC, en tratamientos combinados con quimioterapias o en monoterapias. Sin
embargo su accion depende de la ausencia de mutaciones en ciertos genes que codifican para
proteinas especificas de la via de sefalizacion del EGFR. La via de la cual se dispone mas
informacién debido al gran nimero de estudios es la via RAS-RAF-MAPK. Por lo tanto, este trabajo

se va a centrar en dicha via (23,24).

1.4. Oncogenes de la via RAS-RAF-MAPK

Dentro de la familia de genes RAS existen dos variantes del gen KRAS (KRAS4A, la cual se expresa
débilmente en células humanas y KRAS4B expresada fuertemente en humanos), una variante de
NRAS y otra de HRAS. Se encuentran en loci separados y tienen una expresién variable en
diferentes tejidos, pero sus secuencias, estructuras y funciones son muy similares. Estos genes
codifican para las proteinas RAS, las cuales transmiten la sefializacién producida mediante la
activacién de receptores de membrana. Las proteinas RAS inactivas estan unidas a GDP (Guanosina
difosfato), en el momento en que un factor intercambiador de nucleétidos de guanina (GEF) favorece
la formacion de GTP-RAS (Guanosina trifosfato-RAS), la proteina se activa. Luego, dicho GTP es
hidrolizado por la actividad GTPasa intrinseca de las proteinas RAS, provocando la inactivacion de la
proteina RAS (11,15,25).

A continuacién se describen los genes RAS de mayor relevancia para el mCRC. El gen KRAS
codifica para una proteina humana de 21kD. Al igual que otros miembros de la familia RAS, la
proteina KRAS es una GTPasa que participa de forma temprana en muchas vias de transduccion de
sefial. Dicha proteina se encuentra normalmente unida a las membranas celulares debido a la
presencia de un grupo isoprenilo en su C-terminal. Su principal funcién es actuar como un interruptor
molecular de encendido/apagado. Una vez que se enciende, recluta y activa las proteinas necesarias
para la propagacion de la sefial mediada por EGFR y de sefales de otros receptores. Para ello, se
une a GTP en el estado activo y posee una actividad enzimatica intrinseca que escinde el fosfato
terminal del nucledtido, convirtiéndolo en GDP. Tras la conversion de GTP a GDP, la proteina KRAS

se encuentra apagada (11,15,25,26).

La proteina KRAS es codificada por un oncogén. Una sustitucion de un sélo nucleétido, puede
generar un cambio de aminoacido y provocar una mutacion activante. Cuando hay mutaciones en el
gen KRAS, la actividad GTPasa de la proteina queda bloqueada y permanece constitutivamente
activa y unida a GTP, independientemente de la sefial proveniente del EGFR. Mutaciones somaticas
en el gen KRAS ocurren en un 40% aproximadamente de los casos de mCRCs y suelen ocurrir en los
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codones 12 (70 a 80%) y 13 (15 a 20%) del exdn 2 (26). Las restantes mutaciones se localizan en los
exones 3, en un 2,5% (codones 59 y 61) y 4 en un 3,2% (codones 117 y 146). En la Figura 5 se
encuentra representado el porcentaje de mutaciones en los distintos exones de KRAS, asi como de
otras mutaciones con impacto en mCRC (revision realizada por Misale y col.). Dichas mutaciones
pueden provocar diferentes problemas como la generacién de carcinomas colorrectales y una baja
respuesta a las terapias (25,27,28).

W KRASWT

l KRAS exon 2

B KRAS exon 3

B KRAS exon 4

[l NRAS exon 2

O NRAS exon 3

W NRAS exon 4

O BRAF

[0 KRAS amplification
O MET amplification
O HER2 amplification

Figura 5: Prevalencia de mutaciones asociadas con la resistencia a terapias anti-EGFR en mCRC.

KRAS WT representa la suma de los pacientes que responden a la terapia anti-EGFR (aprox. 10%)

mas los que no se benefician de ésta, incluso con ausencia de mutaciones que generan resistencia
primaria (28).

Debido a la falta de respuesta a los tratamientos contra EGFR, en 2008 se hicieron estudios que
demuestran que la presencia de mutaciones en el gen KRAS es un factor predictivo. El uso de los
farmacos Cetuximab y Panitumumab en pacientes con KRAS no mutado (WT) prolonga la
supervivencia libre de progresion y la supervivencia global comparados con el mejor tratamiento de
soporte. Es por ello que las pruebas del gen KRAS se han convertido en obligatorias para elegir la
estrategia terapéutica mas adecuada en casos de mCRC (11,25,26,28,29). En la Figura 6 se muestra
la comparacion entre la via RAS-RAF-MAPK de una célula con funcionamiento normal de la via de
EGFR (Fig. 6A), una célula con funcionamiento normal de la via de EGFR a la cual se le aplican los
MAb Cetuximab o Panitumumab (Fig. 6B), y una célula con el gen KRAS mutado donde se genera la

activacion de la via intracelular, independientemente de la accion del MAb usado (Fig. 6C).
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Figura 6: Ruta de sefializacién mediada por EGFR. (A) Célula con funcionamiento normal de la via de
EGFR; (B) inhibicién del EGFR por Cetuximab o Panitumumab, detiene la sefializacion corriente a bajo, (C)
mutacion en KRAS provoca la activacion por unién constitutiva a GTP y permite la sefializacién corriente
abajo independientemente de la accion de Cetuximab o Panitumumab (30).

Como se menciond anteriormente, aproximadamente 40% de los casos de mCRC presentan
mutaciones en el gen KRAS, permitiendo que el restante porcentaje de pacientes con mCRC
respondan eficientemente a las terapias con anticuerpos anti-EGFR. Sin embargo, entre el 40 al 60%
de los pacientes con KRAS WT no responden a las mismas. Este problema es debido a la presencia
de mutaciones en otros genes de la via RAS-RAF-MAPK, cuyos cambios provocan una deficiencia en
la accién de las terapias, como es el caso del gen NRAS.

El gen NRAS es un oncogén miembro de la familia de genes RAS que codifica para una proteina,
NRAS, cuya funcién es similar a la proteina KRAS. Como todos los genes RAS tienen la capacidad
de unirse tanto a GTP como a GDP, presenta actividad GTPasa y su funcién normal es como una

proteina G reguladora involucrada en el control normal del crecimiento celular.

Al igual que en el gen KRAS, existen mutaciones activantes en los exones 2 (codones 12 y 13), 3
(codones 59 y 61) y 4 (codones 117 y 146). Las mutaciones en NRAS no promueven tanto la
proliferacion celular y la supresién de la diferenciacion, sino mas bien inducen la sobreexpresion de
las funciones anti-apoptéticas. Las mutaciones en este gen se encuentran en el 3-5% de los
pacientes con mCRC y se ha demostrado una reduccion de la respuesta a Cetuximab y Panitumumab

en dichos pacientes (26).

Por otro lado, se encuentra el gen BRAF el cual codifica para una quinasa serin-treonina y es el
efector que se encuentra por debajo de las proteinas RAS en la via RAS-RAF-MAPK. Al igual que
con los genes anteriores se ha asociado la presencia de mutaciones en el gen BRAF con una falta de
respuesta a tratamientos con anticuerpos monoclonales anti-EGFR. Dichas mutaciones generan que
la via de sefializacion a través de MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) se vea constitutivamente
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activada. Sin embargo, el caracter de factor pronéstico y predictivo del gen BRAF no estéa corroborado

y deberia ser confirmado.

Mas alla de los tres genes nombrados, existen otros genes subyacentes al receptor de EGFR que
pueden estar constitutivamente activados por mutaciones, hasta en el 10% de los casos, como es el
caso del gen PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase) (Figura 7), o por pérdida de
funcién, como es el caso del gen PTEN (fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa) hasta en el 40%

de los casos (31).

KRAS mutant

exon9 NRAS

Figura 7: Asociacion entre mutaciones en los genes KRAS, NRAS, BRAF Y PIK3CA
exon 9. Total de 627 casos estudiados. Tomado de De Roock y col. (31).

1.5. Pruebas diagnésticas acompafiantes para tratamientos anti-EGFR

Las pruebas diagnésticas acomparantes (CDT) con fines terapéuticos son estudios que ayudan a los
médicos a decidir qué tratamientos recetar, adaptandolos especificamente al paciente. Estos estudios
permiten: identificar a los pacientes que tienen mas probabilidades de beneficiarse del producto
terapéutico; conocer a los pacientes que podrian estar en mayor riesgo de presentar reacciones
adversas al tratamiento; monitorear la respuesta al tratamiento para poder ajustarlo y lograr una mejor
seguridad y eficacia; identificar a los pacientes para los que el producto terapéutico se ha estudiado
adecuadamente y se haya encontrado seguro y efectivo. Un gran reto para las empresas es poder
desarrollar estas pruebas durante la generacion del farmaco de interés, logrando asi un desarrollo

conjunto del tratamiento con la prueba especifica que aporta informacion para su uso seguro (22,32).

En lo que respecta al mCRC, hoy en dia se encuentran los farmacos Cetuximab y Panitumumab cuya

eficiencia depende de la ausencia de mutaciones en los oncogenes KRAS y NRAS. Es por ello que a
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los tratamientos con Cetuximab y Panitumumab se los debe acomparfar con CDT que permitan saber

si el medicamento sera eficaz para un paciente determinado.

Existen distintas metodologias que pueden ser usadas para detectar las mutaciones activantes en los
genes KRAS y NRAS, todas ellas presentan ventajas y desventajas. Ademas, se debe tener en
cuenta que el diagnostico de los genes KRAS y NRAS esta limitado por dos factores: primero, las
células tumorales con el gen mutado se encuentran en minoria con respecto a las células tumorales
con el gen WT vy las células no tumorales; segundo, las muestras utilizadas para la deteccion de
mutaciones provienen de tejido tumoral, al cual se le realiza un proceso de fijacién con formalina
(FFPE, Formalin-fixed paraffin-embedded), donde la integridad del ADN se encuentra seriamente

comprometida (25).

La técnica considerada como “Gold Standard” para la deteccién de mutaciones es secuenciacion
Sanger. Esta técnica permite secuenciar completamente un fragmento especifico de ADN
posibilitando la deteccién de cambios en ciertos nucleétidos. En el caso de KRAS y NRAS, las
mutaciones activantes estan en posiciones definidas dentro de cada gen, en forma de un simple
polimorfismo (SNP, polimorfismo de nucleétido simple). Secuenciacién Sanger es una técnica
especifica pero su sensibilidad es relativamente baja (10-25%) para detectar mutaciones que pueden
estar presentes en baja proporcién en muestras de tejidos FFPE (29).

Existen otras técnicas alternativas para detectar SNPs basadas en métodos moleculares. Entre ellas
esta HRM (High Resolution Melt), pirosecuenciacion y varios métodos basados en PCR cuantitativa
en tiempo real (QPCR). La qPCR es una variante de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
utilizada para amplificar y simultdneamente cuantificar de forma absoluta el producto de la
amplificacion de ADN. También sirve para identificar muestras de ADN especificas a partir de
su temperatura de disociacion (Tm) (33). Comercialmente existe el kit TheraScreen, el cual utiliza
cebadores ARMS (Amplified Refractory Mutation System) y sondas Scorpion para detectar las siete
mutaciones mas comunes del gen KRAS en los codones 12 y 13. Este método presenta mayor
sensibilidad que Sanger siendo capaz de detectar mutaciones en KRAS cuando las mismas se
encuentran en un 5% del ADN total (29,34.) Otra de las metodologias basadas en gPCR utiliza las
sondas TagMan combinadas con ASB-PCR (Allele-Specific PCR with a Blocking reagent) cuya
sensibilidad también llega al 1% (35).

Por otro lado, existen kits para detectar mutaciones en KRAS y BRAF basados en PCR. Por ejemplo,
“Cobas KRAS mutation kit”, detecta 21 mutaciones en los codones 12, 13 y 61 de KRAS, y “Cobas
BRAF assay” soélo detecta la mutacion V600E de BRAF. También se pueden detectar e identificar
mutaciones puntuales en los genes KRAS, BRAF, PI3K y NRAS mediante PCR muiltiple y su posterior
visualizacion mediante la tecnologia CLART®, basada en arrays de baja densidad (CLART® CMA)
(36).
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Las técnicas basadas en PCR y gPCR presentan un problema a la hora de detectar todas las
mutaciones de los genes KRAS, NRAS y BRAF ya que para poder realizarlo se deberian utilizar mas

de 30 reacciones individuales, aumentando los costos y el tiempo para realizarlo (34).

Los avances tecnoldgicos de los ultimos afios han desarrollado una nueva técnica de secuenciacion
masiva conocida como NGS (Next Generation Sequencing) la cual permite secuenciar un gran
numero de bases por unidad de tiempo. Utilizando esta técnica se pueden detectar todos los tipos de
variaciones genémicas en un unico experimento, incluyendo variantes o mutaciones puntuales. Al
comienzo la tecnologia de NGS estaba dirigida a la investigacion. Actualmente se ha comenzado a
utilizar en estudios de farmacogenomica, por ejemplo, determinar la respuesta a farmacos, y en la
realizacion de pruebas genéticas para diagnostico y evolucion de las enfermedades. Sin embargo,

alin es una técnica cara para diagnéstico (37).

1.6. Técnica de SNaPshot

Una técnica que reune las condiciones necesarias para la deteccién de mutaciones en los genes
KRAS y NRAS en pacientes con mCRC es la técnica de SNaPshot. La misma consiste en una
reaccion que permite detectar SNPs en posiciones conocidas del genoma, basandose en la
hibridacién de un cebador con su secuencia complementaria. En este método la ADN polimerasa
extiende el cebador con un Unico nucleodtido, utilizando como sustrato un dideoxinucleoétido tri fosfato
(ddNTP) marcado con un fluorocromo (cada fluorocromo corresponde a una base distinta), en el

extremo 3" de dicho cebador. En la Figura 8 se esquematiza la reaccion de SNaPshot (38).

Anneal Primer

T CCATGACTGATTCC o
Target DNA —+ NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN
Labeling Chemistry ddGTP

SNP

ddCTP
SNaPshot® R Extend and
Fie:c:tism-?I',,lli;.gead!’r ddUTP Termminate Primer
CCATGACTGATTCC G
NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNMNNNNN

* ) Color = genotype
Electrophoresis

‘._

Figura 8: Esquema de la reaccion de SNaPshot. Unidn de un cebador a su secuencia complementaria con
la posterior incorporacién de un ddNTP marcado al extremo 3" (38).
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La técnica de SNaPshot permite la deteccion genética mdltiple, o sea, que en una Unica reaccion se
puedan analizar varios SNPs, independientemente de sus posiciones en el genoma. El andlisis de
multiples SNPs tiene distintas aplicaciones, por ejemplo, pruebas diagnésticas para varios tipos de

cancer, investigacion de ADN mitocondrial y estudios forenses y antropoldgicos, entre otros (38).

El disefio de los cebadores de SNaPshot para una deteccion genética multiple es una parte
fundamental en el desarrollo de la técnica. Los cebadores deben permitir que el ddNTP marcado que
se incorpore sea exactamente en la posicion correspondiente al polimorfismo que se quiere analizar;
no debe existir hibridacion cruzada entre los cebadores para evitar interferencias en la visualizacién
del resultado; y deben poder ser diferenciados en una electroforesis. Esto Ultimo se puede lograr con
la incorporacién de una cola poli T en el extremo 5° del cebador, de distintos tamafios en cada
cebador (39-42).

Para llevar a cabo esta técnica se requieren distintas etapas (Figura 9): 1) extraccion de ADN; 2)
amplificacion mediante PCR de regiones especificas en el ADN donde se encuentran las mutaciones
en estudio; 3) purificacion del amplificado con las enzimas fosfatasa alcalina (AP) y exonucleasa |
(Exol), con el fin de eliminar exceso de cebadores y dNTPs (deoxinucleétido tri fosfato); 4) reaccién
de SNaPshot: incorporacion de un unico ddNTP marcado con un fluorocromo especifico segun sea el
ddNTP; 5) purificacion de los productos de la reaccion de SNaPshot con AP, para eliminar el exceso
de ddNTP marcados; 6) electroforesis capilar para visualizar cada uno de los ddNTPs incorporados, y

posterior analisis bioinformatico.

1) 2 (3) @ (5) 6)

i 11144 O % ? EN |
| - T L 2%Vt |
?T!Mr T \f EETL ¥ sassssannnns 3 o
L v U El (. .
ADN PCR AP + Exo Reaccidn de AP
SNaPshot Electroforesis capilar

+
Andlisis bioinformatico

Figura 9: Representacion esquematica de la técnica de SNaPShot.

La utilizacion de SNaPshot como prueba diagnéstica tiene como ventaja ser una técnica rapida,
sensible, de alta resolucidn, robusta y de bajo costo. Esta permite detectar selectivamente multiples
SNPs en ADN dafiado y degradado como es el caso de las muestras provenientes de tacos de
parafina (FFPE) utilizadas para el andlisis de tejidos tumorales, ya que puede funcionar sobre

amplicones de muy corta longitud (50-80 pb) (39).
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La técnica de SNaPshot tiene similitudes con la secuenciacion Sanger, sin embargo, la metodologia
de SNaPshot permite generar resultados en menor tiempo y costo. Esto es posible porque por
SNaPshot se detecta un ndimero discreto de picos, correspondientes a los SNPs estudiados. A su
vez, la sensibilidad de SNaPshot es relativamente alta y mayor a la de la secuenciacion Sanger. En
cuanto a su comparacion con NGS, esta Ultima permite examinar multiples secuencias en poco

tiempo, sin embargo, sigue siendo un método muy caro.

Debido al menor costo de la técnica de SNaPshot con respecto a secuenciacion Sanger y NGS, y
dado que permite la deteccidon de un gran nimero de mutaciones en una misma reaccion, en este
trabajo se decidio trabajar con la técnica de SNaPshot como método de diagnostico para 56

mutaciones en los genes KRAS y NRAS.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo general

El objetivo del presente trabajo es poner a punto y validar un método basado en la técnica de
SNaPshot para la deteccion de mutaciones en los codones 12, 13, 59, 61, 117 y 146 de los

oncogenes KRAS y NRAS de muestras FFPE de pacientes con mCRC.

2.2. Objetivos especificos

1) Poner a punto las distintas etapas de la técnica de SNaPshot para lograr un correcto
funcionamiento de la misma: evaluacion de cantidad y calidad de ADN proveniente de tejidos
FFPE, PCR de exones, purificacion enzimética, reaccion de SNaPshot, electroforesis capilar y

analisis bioinformatico.

2) Una vez realizada la puesta a punto, validar la técnica evaluando: limite de deteccioén de la

técnica, especificidad, precision y exactitud.
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3. METODOLOGIA

3.1. ADN de muestras de tejidos FFPE

Las muestras de ADN utilizadas en este trabajo fueron aportadas por el Laboratorio Genia. Las
mismas fueron extraidas de tacos de parafina con tejidos FFPE de pacientes con mCRC mediante el
kit QlAamp DNA FFPE Tissue de Qiagen (especifico para muestras parafinadas). Las muestras se
trabajaron manteniendo el anonimato del paciente y conforme al consentimiento firmado por este
Gltimo. En este consentimiento se aclara que “en el caso de que se efectuen publicaciones cientificas,
las mismas Unicamente podran consistir en datos estadisticos o que no vinculen la muestra con mi
identidad, ya que se realizaran bajo la modalidad de disociacion irreversible, es decir que nadie podra

relacionar la publicaciéon con mi persona”.

3.2.  ADNs de referencia con mutaciones en KRAS y NRAS

Se utilizaron ADNs de referencia con mutaciones en los genes KRAS y NRAS provistos por la
empresa Horizon Diagnostic. En la Tabla 2 se especifican cada uno de los ADNs de referencia

mediante su nimero de catalogo, detallando las mutaciones que contienen en forma heterocigota.

Tabla 2: ADNs de referencia con mutaciones en los
genes KRAS y NRAS provistos por la empresa Horizon
Diagnostic. ADNSs utilizados en los estudios de limite de

deteccidn y especificidad.

Catalogo Gen Mutacién
HD378 KRAS c.34G>A p.Glyl2Ser
HD379 KRAS €.34G>C p.Glyl2Arg
HD380 KRAS €.34G>T p.Glyl2Cys
HD374 KRAS ¢.35G>A p.Glyl2Asp
HD376 KRAS c.35G>C p.Glyl2Ala
HD377 KRAS ¢.35G>T p.Glyl2val
HD375 KRAS €.38G>A p.Gly1l3Asp
HD632 KRAS c.183A>C p.GIn61His
HD411 KRAS  ¢.436G>A p.Alal46Thr
HD373 KRAS WT
HD190 NRAS ¢.35G>T p.Glyl2val
HD539 NRAS €.181C>A p.GIn61Lys
HD534 NRAS ¢.182A>G p.GIn61Arg
HD524 NRAS c.182A>T p.GIn61Leu
HD529 NRAS c.183A>T p.GIn61His
HD373 KRAS WT
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3.3. Curvaestandar de ADN gendmico

Se extrajo ADN de sangre para realizar la curva estandar de ADN gendmico. Las metodologias de
extraccion fueron: 1. DNeasy® Blood & Tissue Handbook: Protocol: Purification of Total DNA from
Animal Blood or Cells (Spin-Column Protocol); 2. Wizard® Genomic DNA Purification Kit: Isolating
Genomic DNA from Whole Blood (300ul or 3ml Sample Volume).

El ADN extraido fue llevado a una concentracion de 50ng/ul. La técnica utilizada para medir la
concentracién fue Qubit. Para dicha metodologia se utilizaron 199ul de buffer (Qubit® dsDNA HS
Buffer, Life Technology #Q32854) y 1ul de reactivo colorimétrico (Qubit® dsDNA HS Reagent,
#Q32854). Luego a 198ul de la solucién se le adicionaron 2ul de muestra de ADN. El equipo utilizado

fue Qubit® 2.0 fluorometer de Invitrogen.

El ADN 50ng/ul se diluyé al tercio de forma seriada hasta una concentracion de 0,02ng/ul

obteniéndose una curva estandar de ADN para su utilizacién en la técnica gPCR.

3.4. Cuantificaciéon de ADN por qPCR

Las muestras de ADN provenientes de pacientes con mCRC (ver item 3.1) fueron diluidas al medio
de forma seriada partiendo de una dilucién inicial de 1/10 hasta una dilucién 1/160. Dichas diluciones
se cuantificaron por qPCR, la cual es una técnica que permite evaluar el nivel de degradacion del

ADN asi como la presencia de inhibidores para la PCR.

La mezcla de reaccion para la qPCR se compuso de: Power SYBR® Green PCR Master Mix 1X
(Applied Biosystems #1408468), cebador Fwd 0,8uM, cebador Rv 0,8uM (Tabla 3), 2ul de la dilucién
de la muestra de ADN y agua ultra pura (UltraPureTM Destilled Water, Invitrogen #10977-015) para
llegar a un volumen de 12,5ul final. Dicha mezcla se realiz6 en campana para PCR (con tratamiento
de luz UV previo a la manipulacién del ADN). Para cada ensayo se utilizé un control negativo (C-) con
agua ultra pura (UltraPureTM Destilled Water, Invitrogen #10977-015) y la curva estdndar de ADN

gendémico (ver item 3.3).

Para la gPCR se utilizd6 el equipo “7500 Real time PCR System” de Applied Biosystems. Las
condiciones de ciclado fueron: 50°C 2’; 95°C 10’; [95°C 15”, 60°C 1’ (medida fluorescencia)] x 40;
95°C 15”; curva de disociacién: 60°C 1’; 95°C 30” (Ramp Rate 1%).

El analisis de los datos se realizé a través del software “HID Real-Time PCR Analysis Software v1.1".
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La siguiente tabla presenta los cebadores utilizados en esta etapa. Los mismos fueron disefiados en

el Laboratorio Genia.

Tabla 3: Caracteristicas de los cebadores utilizados para la qPCR.

Nombre Tm (°C) aLa‘T“zg?] ?;g)) Nucleétidos Interferencia*
hTERT163 Fwd 60,8 20 No
hTERT163 Rv 61,2 163 20 No
hTERT195 Fwd 58,4 22 No
hTERT195 Rv 58,0 195 22 No
hTERT351 Fwd 60,3 18 No
hTERT351 Rv 60,8 31 23 No

*La interferencia refiere al estudio in silico de las posibles hibridaciones entre
los cebadores mediante el programa de Multiple primer analyzer de Thermo
Scientific (43).

3.5. PCR de exones

En la PCR de exones se amplificaron fragmentos de los exones 2, 3 y 4 del gen KRAS por un lado, y
de los exones 2, 3 y 4 del gen NRAS por otro. Los componentes de la mezcla de reaccién para la
PCR de exones fueron: Platinum® Multiplex PCR Master Mix 1X (Applied Biosystems #4464269),
cada uno de los cebadores 0,8uM (Tabla 4), 2ul de muestra de ADN seleccionada en la gPCR (0,04 a
1,0 ng) y agua ultra pura (UltraPureTM Destilled Water, Invitrogen #10977-015) para llegar a un
volumen de 12,5ul. La misma fue realizada en campana para PCR con tratamiento de luz UV previo a
la manipulacion del ADN. Para cada ensayo se utilizé un control positivo (C+) con 0,02ng/ul de ADN
gendmico y un control negativo (C-) con agua ultra pura (UltraPureTM Destilled Water, Invitrogen
#10977-015).

Para la reaccion de PCR se utilizé el termociclador “VERITI®96” de Applied Biosystems. Las
condiciones de ciclado fueron: 1’ 95°C; [15” 95°C; 30” 58°C; 15” 72°C] x35; 10’ 72°C.
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Tabla 4: Caracteristicas de los cebadores utilizados para la PCR de exones.
Tamafio del Tm CG

Nombre

amplicon (°C) % Nucleétidos
KRAS ex2 F 163 63.9 52.6 19
KRAS ex2 R 60.0 50.0 20
KRAS ex3 F 155 61.3 50.0 20
KRAS ex3 R 68.6 55.0 20
KRAS ex4 F 193 62.1 304 23
KRAS ex4 R2 60.8 33.3 27
NRAS ex2 F 128 549 450 20
NRAS ex2 R 649 63.2 19
NRAS ex3 F 103 62.9 45.0 20
NRAS ex3 R 61.3 50.0 20
NRAS ex4 F2 166 63.5 50.0 22
NRAS ex4 R2 63.9 45.0 20

3.6. Electroforesis en gel de agarosa

Se observaron los productos de la PCR por electroforesis en geles de agarosa (UItraPureT'\’I Agarose,
Invitrogen #16500-500) al 3% en buffer TBE 1X (UltraPure™ 10X TBE Buffer, Invitrogen #15581-044).
Los &cidos nucleicos se visualizaron mediante GelRed (GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain 10,000X in
Water, Biotium #41003), el cual se diluyd a una dilucién final de 1X. Como marcador de peso
molecular se utiliz6 GeneRuler 50pb DNA ladder (Thermo Scientific #R0631), cargando 0,6ug en el
pocillo. Para sembrar las muestras en el gel se us6 buffer de carga (6X Orange DNA Loading Dye,
Thermo Scientific #R0631) a una dilucion final de 1X.

La cuba de electroforesis utilizada fue “Enduro gel XL” de Labnet International, Inc. a un voltaje de
8Volts/cm de gel. Para visualizar los geles se utilizd un transiluminador UV de Labnet International,

Inc.

3.7. Purificacién y reaccion de SNaPshot

Debido a que el trabajo constd de la puesta a punto y la validacion de la técnica de SNaPshot, se
tomaron como punto de partida los protocolos existentes en el Laboratorio Genia para deteccion de
mutaciones en los genes KRAS y NRAS (ver Anexo 1y 2, respectivamente). Dichos protocolos estan

basados en el articulo Lurkin y col. (42).

3.7.1. Purificacion con AP y Exol.

Previo a la reaccion de SNaPshot, se realizé la purificacion de los productos de la PCR de exones
mediante un tratamiento con 0,26U de fosfatasa alcalina (FastAP Thermosensitive Alkaline
Phosphatase, Thermo Scientific 1U/ul # EF0651) y 0,2 U de exonucleasa | (Exonuclease |, Thermo
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Scientific # EN0581) sobre 5ul de producto de PCR, en un volumen final de 6,76ul. Esta etapa se
realizé para eliminar el exceso de dNTPs y cebadores, respectivamente. La fosfatasa alcalina es una
hidrolasa que elimina dos grupos fosfatos en posicion 5" de ADN y dNTPs, liberando un Pi. La
exonucleasa | (Exol) cataliza la reaccion de degradacion de ADN de cadena simple en direccion 3'-5'.
Dicha reaccién necesité una incubacién de 60’ a 37°C y posterior inactivacion de las enzimas 15’ a
85°C.

3.7.2. Reaccion de SNaPshot

Sobre cada uno de los productos de PCR purificados (KRAS y NRAS) se hicieron dos reacciones de
SNaPshot, en cada una de ellas se utiliz6: SNaPshot® Multiplex Kit 1X (Applied Biosystems
#1408215), 0,5ul de mezcla de cebadores de SNaPshot, 1,5ul de producto de PCR purificado y agua
ultra pura (UltraPureTM Destilled Water, Invitrogen #10977-015) para llegar a un volumen final de 5ul.

Con esta reaccion se ensayaron diferentes concentraciones y combinaciones de cebadores.

Para la reaccion de SNaPshot se utilizd el termociclador “VERITI®96” de Applied Biosystems. Las
condiciones de ciclado fueron: [10”, 96°C; 5” 50°C; 30 60°C] x 35 ciclos.

Los cebadores de SNaPshot utilizados se presentan en la Tabla 5. Los mismos fueron extraidos del

articulo de Lurkin y col. (2010) o disefiados en el Laboratorio Genia.
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Tabla 5: Caracteristicas de los cebadores para la reaccién de

SNaPshot.
omire  Tamat ) (IS0

KRAS pos.351 26 0,2
KRAS pos. 436 34 0.25
KRAS pos. 437 38 0.25
KRAS pos. 175 43 0,1
KRAS pos.34 50 0.4
KRAS po0s.35 57 0,1
KRAS po0s.37 64 1,4
KRAS pos.38 71 0,1
KRAS pos. 176 78 0,1
KRAS pos.181 85 0,08
KRAS pos.182 92 0,2
KRAS pos.183 97 0,2
NRAS pos. 176 24 0,5
NRAS pos. 175 30 0,5
NRAS pos.351 38 0,5
NRAS pos. 436 44 1

NRAS pos. 437 49 0,5
NRAS pos.34 55 0,5
NRAS pos.35 60 0,5
NRAS pos.37 65 0,1
NRAS pos.38 70 0,7
NRAS pos.181 80 1

NRAS pos.182 85 0,2
NRAS pos.183 90 1

3.7.3. Purificacién con AP

Una vez realizada la reaccion de SNaPshot se realiz6 una nueva purificacién con fosfatasa alcalina
para eliminar el exceso de los ddNTPs marcados. Se agregd una unidad de fosfatasa alcalina
(FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase, Thermo Scientific 1U/ul # EF0651) a cada uno de los
productos de la reaccién de SNaPshot (de 5ul). La reaccién se incubé 20’ a 37°C y se inactivé la

enzima 15’ a 85°C.

3.8.  Electroforesis capilar

Los productos de la reaccién de SNaPshot purificados se corrieron en el secuenciador capilar
ABI3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Para ello, se mezclo primero 11ul de formamida

(Hi-DiTM Formamide #4311320) con 3ul de escalera interna (GeneScanTM - 120LIZ™ Size Standard,
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Abi Prism #4322362). Tras vortexear y centrifugar, a 11ul de dicha mezcla se le agregdé 3ul de la
mezcla de los productos purificados de la reaccion de SNaPshot. La mezcla de las dos reacciones de
SNaPshot const6 de 2ul de la reaccién de SNaPshot 1 y 1ul de la reaccién de SNaPshot 2.

Las longitudes de onda de absorcién y emisién de los fluoréforos usados se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6: Longitudes de onda de absorcion y emisién de los fluor6foros acoplados a los ddNTPs
de la reaccion de SNaPshot detectados en la electroforesis capilar.

Fluoréforo ddNTP Color en Asps (NmM) Aer (NM)
electroferograma
TAMRA ddCTP Negro 542 568*
ROX ddTTP Rojo 574* 602
R6G ddATP Verde 526 555
R110 ddGTP Azul 496 520

*La Aem de TAMRA difiere en 6nm con la A,ps de ROX, por lo que puede haber
interferencia de ROX sobre TAMRA.

3.9. Analisis bioinformatico

Los datos generados en la electroforesis capilar se analizaron por el software “GeneMapper®

Software 5” de Applied Biosystems.

3.9.1. Limite del blanco (LB)

Para el LB se realizé un analisis de 50 controles negativos de KRAS y 50 controles negativos de
NRAS. Los picos detectados en la electroforesis capilar fueron evaluados por fluorocromo. Se calculé
el promedio de las alturas de los picos, el desvio estdndar (SD) y se determiné el valor de 3SD por

fluorocromo.

3.10. Secuenciacion de nueva generacion (NGS)

Los datos de NGS fueron aportados por el Laboratorio Genia Uruguay para la realizacion de este
trabajo. La metodologia utilizada fue lon PGM™ System y consisti6 en: 1. La construcciéon de la
biblioteca genética con el kit de lon AmpliSeq™ Primer Pool mas 0,1 a 1 ng de ADN (item 3.4.); 2. La
cuantificacion y normalizacion de la biblioteca; 3. La preparacion para la amplificacion clonal mediante
el sistema lon One TouchTM; 4. La secuenciacion utilizando el secuenciador lon PGM™ con un chip
lon 314™ Chip; 5. El andlisis de datos mediante los programas del servidor de lon Torrent. Se
utilizaron los cebadores para analizar los genes KRAS y NRAS a partir del panel lon AmpliSeq™
Colon and Lung Research Panel v2 y el coverage utilizado fue de 1000x. La sensibilidad de NGS

utilizando ION PGM se considera menor o igual a 5% y la especificidad del 100% (44).
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3.11. Secuenciacidon Sanger

Los datos que se muestran de secuenciacion Sanger fueron aportados por el Laboratorio Genia

Uruguay para la realizacion de este trabajo.

Para la secuenciacion Sanger se utilizé el producto de la PCR de exones purificado. La amplificacion
para la secuenciacion se compuso de: BigDye® Terminator v3.1 kit (Life Technology #4337455),
cebador Fwd o Rv 10uM, 1ul del producto de PCR purificado y agua ultra pura (UltraPureTM Destilled
Water, Invitrogen #10977-015) para llegar a un volumen de 6ul. Los cebadores utilizados se
presentan en la Tabla 7.

Tabla 7: Caracteristicas de los cebadores utilizados para la secuenciacion Sanger.

Nombre Tm (°C) CG% Nucleétidos
KRAS ex2 R 60.0 50.0 20
KRAS ex3 F 61.3 50.0 20
KRAS ex4 F 62.1 30.4 23
NRAS ex3 R 61.3 50.0 20

Para la reaccion de secuenciacion Sanger se utilizé el termociclador “VERITI®96” de Applied
Biosystems. Las condiciones de ciclado fueron: 3' 95°C; [15” 94°C; 10” 56°C; 4’ 72°C] x28; 4’ 72°C.

El volumen total de los productos de la amplificacion se purificaron con 33ul de BigDye XTerminator®
Purification Kit (Life Technology #4376484). La reaccion se incubd 20’ a temperatura ambiente. Todo
el volumen de producto purificado se corrié en el secuenciador capilar ABI3500xL Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

3.12. Kit de Real time PCR

Los datos provenientes del kit de Real time fueron aportados por el Laboratorio Genia Argentina. Este
kit utiliza una reaccion de gqPCR que permite evaluar las siete mutaciones mas frecuentes en el gen
KRAS, que son: ¢.34G>A p.Glyl2Ser; ¢.34G>C p.Glyl2Arg; ¢.34G>T p.Glyl2Cys; c¢.35G>A
p.Glyl2Asp; ¢.35G>C p.Glyl2Ala; ¢.35G>T p.Glyl2Val; c.38G>A p.Glyl3Asp. Este kit fue validado

por el Laboratorio Genia y tiene una sensibilidad del 5% y una especificidad del 100%.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PUESTA A PUNTA DE LA TECNICA DE SNAPSHOT

La técnica de SNaPshot que se pone a punto en este trabajo esta basada en el articulo publicado por
Lurkin y col. (42) Se hicieron modificaciones a la técnica publicada por estos autores con el objetivo
de satisfacer las necesidades del diagnéstico de las mutaciones en los codones 12, 13, 59, 61, 117 y
146 de los genes KRAS y NRAS para pacientes con mCRC, y optimizar su deteccion.

Para lograr una mejor eficiencia y rendimiento de la técnica de SNaPshot se realizé la puesta a punto
de las etapas méas importantes: evaluacion de cantidad y calidad de ADN proveniente de tejidos

FFPE, PCR de exones, purificacion enzimatica y reaccion de SNaPshot.

4.1.1. Evaluacién de cantidad y calidad de ADN proveniente de tejidos FFPE

41.1.1. Cuantificacion por qPCR (elecciéon de cebadores)

En la eleccion de los cebadores para la cuantificacién de las muestras de tejidos FFPE, se tomd en
cuenta el cumplimiento de los requisitos necesarios para este trabajo: que amplificaran un Unico
amplicon, que fuera indicado por una Unica temperatura de disociacién (Tm), que tuvieran una alta
eficiencia, y que amplificaran un producto con tamafio adecuado para ADNs provenientes de tejidos
FFPE. Para ello, se realizé el estudio in silico de tres pares de cebadores: hTERT163, hTERT195 y
hTERT351, los cuales se compararon segun el cumplimiento de los tres requisitos anteriores para

elegir el mas adecuado para la cuantificaciéon por qPCR.

Para la evaluacion de los parametros antes mencionados, se utiliz6 ADN gendémico. En esta etapa se
analizé una curva estandar con diluciones seriadas al tercio: 5,56 / 1,85/ 0,62 / 0,21 / 0,07 / 0,02
(ng/ul). Dicha curva se amplific6 empleando SYBR Green como intercalador inespecifico, realizando

una curva de disociacion posterior a la PCR.

El primer parametro estudiado fue la Tm del fragmento amplificado por cada par de cebadores. Para
ello, se realizé el estudio sobre la curva estandar de ADN. En la Figura 10 (derivada inversa del valor
de fluorescencia, -Rn, vs. Temperatura) se presentan las curvas de disociacién de los productos
amplificados por los pares de cebadores hTERT163, hTERT351 y hTERT195.
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Figura 10: Curvas de disociacion para los juegos de cebadores hTERT163, hTERT351 y hTERT195
utilizando la curva estdndar de ADN gendmico. La Tm del producto amplificado por el par de cebadores
hTERT163 fue de 79,5°C, mientras que por los cebadores hTERT351 fue de 86,8°C y por el par de cebadores
hTERT195 fue de 86,5°C.

Al observar la Figura 10, se aprecian dos situaciones diferentes. Por un lado el caso de los cebadores
hTERT163 y hTERT351 donde cada juego de oligonucleétidos amplifica un producto con una Gnica
Tm caracteristica, la cual se mantiene para todas las muestras de ADN estudiadas. Esto significa que
ninguno de los juegos de cebadores amplifica fragmentos inespecificos, lo cual coincide con lo
estudiado in silico. En cambio, en el caso del par de cebadores hTERT195, se distinguen tres picos
distintos, uno a 86,5° que aparece en todas las muestras de ADN, otro a 79°C en todas las muestras,
y un tercer pico a 71,5°C que se aprecia Unicamente para el ADN 0,02ng/ul (linea violeta). La
presencia de mas de un pico indica que dicho juego de cebadores no amplifica especificamente un
Unico fragmento y/o que los cebadores hTERT195 se hibridan entre si y generan una sefial.

Una vez evaluadas las Tm de los productos amplificados por los tres juegos de cebadores,

hTERT163, hTERT351 y hTERT195, se descartd al par de oligonucleétidos hTERT195 debido a la
amplificacion de més de un producto.

El segundo pardmetro analizado fue la eficiencia de los cebadores. Para ello se estudid la curva
estandar de ADN para hTERT163 y hTERT351. En la Tabla 8 se presentan los valores de R?
(coeficiente de determinacion) y pendiente, resultantes de graficar Log [ADN] vs. CT para las curvas

estandar, y la eficiencia calculada a partir de la pendiente para las dos PCRs en cuestion.
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Tabla 8: Datos de las curvas estandar utilizando los cebadores hTERT163 y hTERT351.

Nombre R? Pendiente Eficiencia (%)
hTERT163 0,995 -3,351 98,8
hTERT351 0,996 -3,644 88,1

El R® es un parametro que indica qué tan bueno es un valor con respecto a la prediccién de otro. El
valor éptimo es 1, sin embargo un valor de R* mayor a 0,99 proporciona una buena confianza en la
correlacién de dos valores. En este caso, ambos datos de R? fueron cercanos al 6ptimo. En cuanto a
la pendiente, el valor esperado es -3,32 para una eficiencia del 100% (proviene de la ecuacién: CT =
pend x Log [ADN]). La pendiente se relaciona con la eficiencia mediante la siguiente ecuacién:
%Eficiencia = (10°P*" — 1) x 100. En este caso, la eficiencia de la PCR de hTERT163 es superior a
la de hTERT351. El rango considerado adecuado para la eficiencia es entre 90 y 110%, siendo
valores cercanos a 100% los mas deseados. Con los cebadores hTERT163 se logré una eficiencia
del 98,8%, mientras que para los oligonucleétidos hTERT351 fue de 88,1%.

Por Gltimo, otro factor importante que se tuvo que tener en cuenta a la hora de elegir los cebadores
fue el tamafio de los fragmentos generados en la qPCR. En un contexto donde el ADN de las
muestras de tejidos FFPE poseen ADN muy degradado (que podria no ser amplificado en la PCR de
exones), para poder cuantificar la cantidad de “ADN amplificable”, o sea el ADN posible de ser
utilizado en la etapa posterior (PCR de exones), con un tamafio entre 100 y 200pb, se necesitaban
cebadores que lograran amplificar fragmentos de un tamafio similar. De los cebadores evaluados,
hTERT163 y hTERT351, el primero de ellos es el que genera un tamafio de amplicon dentro del
rango esperado, 163phb. Cebadores de menor tamafio sobre-estimarian la cantidad de ADN
“amplificable” y cebadores de mayor tamafio lo podrian subestimar dependiendo del grado de

degradacion del ADN.

Una vez que se evaluaron los tres juegos de cebadores, se decidio trabajar con hTERT163 ya que

era el Unico que lograba cumplir los tres requisitos planteados para la gPCR.

4.1.1.2. Evaluacion y cuantificacién de ADN proveniente de tejidos FFPE

Para el diagnoéstico de mutaciones en los genes KRAS y NRAS de pacientes con mCRC se utilizaron
muestras provenientes de tejidos FFPE. Dichas muestras debieron ser transferidas a un anatomo-
patélogo para la identificacion de un fragmento de tejido con células tumorales, el cual fue estudiado
utilizando la técnica de SNaPshot. Dicha técnica comenz6 con una etapa de extraccion de ADN
mediante el kit de Qiagen para muestras parafinadas, para luego cuantificar el ADN por gPCR. Fue
en esta Ultima etapa que surgieron inconvenientes a la hora de trabajar con ADN proveniente de

tejidos FFPE. Dichos problemas se debieron evaluar y solucionar.
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El primer problema fue la cuantificacion del ADN (til para realizar la posterior PCR de exones (“ADN
amplificable”), ya que este tipo de muestras presentaba un alto porcentaje de ADN degradado. Para
solucionar esta dificultad se seleccionaron los cebadores hTERT163 (nombrados anteriormente) que
permitieron amplificar un fragmento de tamafio similar a los amplicones de los exones de KRAS y
NRAS (100 a 200pb).

El segundo inconveniente fue la inhibicion en la qPCR en un gran nimero de muestras evaluadas.
Dicha inhibicion pudo ser debida a la presencia de inhibidores, posiblemente productos co-extraidos
con el ADN en la etapa de extraccion. Los mismos podrian actuar capturando acidos nucleicos,
inhibiendo la polimerasa o interfiriendo con las condiciones fisico-quimicas de la reaccion de qPCR.
Por ello se decidid realizar un estudio con multiples muestras que permitiera diferenciar aquellas con
presencia de inhibicion de aquellas que no la presentasen, para poder identificar patrones fuera de lo

normal.

Para establecer un punto de referencia en el andlisis, se procedid a medir muestras libres de
inhibiciobn (ADN gendmico “puro”). Se utilizaron diluciones seriadas al tercio desde la concentracion
inicial de 5,56ng/ul hasta 0,02ng/ul. EI comportamiento de estas muestras servird mas adelante como
referencia a la hora de evaluar los ADN de tejidos FFPE. Una gréfica de amplificacion tipica para

gPCR se presenta en el Anexo 3.

En la Figura 11 se presenta la grafica correspondiente a la amplificacion de diluciones seriadas de la
curva estandar de ADN. Dicha grafica representa la ARn en funcién de los ciclos. ARn es la variacion
de la sefial de fluorescencia normalizada en cada ciclo de la reaccién de PCR; y es a partir de estos
valores que se determina el umbral y posteriormente se calcula el CT (ciclo umbral). Este tipo de
gréfica sirve para identificar y examinar las amplificaciones irregulares, determinar el valor del umbral
y la linea basal de la reaccion (45). En la gréfica de la Figura 11 se encuentran la linea basal y la
linea umbral, establecidas por el operador. Tras el analisis, la curva estandar de ADN (Log[ADN] vs.

CT) present6 una pendiente de -3,351, un R?de 0,995 y una eficiencia de 99%.
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Figura 11: Grafica ARn vs. ciclos de la curva estandar de ADN puro. La linea verde representa el
umbral y los tridngulos: verde & y rojc4 , en el eje X, definen los limites de la linea basal. La
concentracion de ADN disminuye de izquierda a derecha. La tabla con los valores de R?, pendiente y
eficiencia se obtuvo de la arafica Loa[ADN] vs. CT.

De los datos de la Figura 11 se desprende que a medida que disminuye la concentracion de ADN al
tercio, aumenta el CT en un valor de aproximadamente 1,5 entre una dilucion y la siguiente. El valor

de CT es inversamente proporcional a la concentracion de ADN molde inicial (46).

A diferencia de lo observado anteriormente en este ADN gendémico “puro” (que no presenta
inhibicién), existieron muestras, provenientes de ADN extraido de tejido FFPE, que presentaron
inhibicién en la gPCR. Dicha inhibicién se observé en las curvas de amplificacion (ARn vs. Ciclos).
Para ejemplificar los casos de inhibicion se presenta una muestra proveniente de tejido FFPE, la
misma se diluyé al medio en forma seriada (diluciones 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 y 1/160) (Figura 12).
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Figura 12: Gréfica ARn vs. ciclos de muestra de ADN proveniente de tejido FFPE. La tabla con los
valores de R2, pendiente y eficiencia se obtuvo de la grafica Log[ADN] vs. CT.
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Si se analizan los datos de la Figura 12 de la misma forma en que se estudié la muestra de ADN
puro, se puede calcular el rendimiento (o desempefio) de la amplificacion. Al realizar dicho analisis los
resultados fueron: R?=0,883, pendiente=-2,031 y eficiencia=210,7%. Las muestras 1/10 y 1/20
presentaron curvas de amplificacién con pendientes menores a lo esperado dentro de la fase
exponencial. Ademas, la amplificacion para la primera dilucion (1/10) se ve después que la dilucion
siguiente (1/20), CT= 26,2 y 25,9 respectivamente, lo cual no es lo esperado ya que se supone que a
mayor dilucién menor es la concentracion de ADN (CT«1/[ADN]). Claramente la amplificacion de
estas diluciones provocaron una distribucién de valores que se aleja de una recta perfecta (R°=1) y, a
su vez, generaron que la pendiente se alejase del valor esperado de -3,32. Como consecuencia la
eficiencia evaluada no se puede considerar. La mejor explicacion para estos datos es la existencia de
inhibicion de las muestras 1/10 y 1/20. Una forma clara de visualizar esta alteracion fue eliminando
los puntos de la curva que tuvieron una amplificacion distinta a lo esperado y cuya diferencia en ACT
con la dilucién posterior fuera menor a 1. Al eliminar las diluciones 1/10 y 1/20 los valores de la curva
Log[ADN] vs. CT se acercaron a lo esperado, siendo la pendiente de -3,143, R? de 0,997 y eficiencia
de 108%. Con estos datos se puede deducir que la inhibicién disminuye en gran medida en la dilucion
1/40, ya que al eliminar los puntos anteriores, la curva mejoré. Es a partir de la muestra 1/80 que se
vio un ACT de 1 con respecto a la dilucion posterior, por lo que esta muestra no esta inhibida y podria

ser utilizada en los pasos posteriores que implican la PCR de exones (ver mas adelante).

A medida que se fueron analizando datos de muestras de ADN de tejidos FFPE se aprecié que, para
algunas muestras, la fluorescencia absoluta era alta a ciclos tempranos en las muestras mas

concentradas. Esto result6 interesante y se decidio profundizar en esta observacion.

En la gPCR existen dos tipos de fluorescencias: aquella que proviene del SYBR Green (Cianina
asimétrica) y la fluorescencia del reactivo ROX (carboxy-X-rhodamine). EIl SYBR Green se une
preferentemente a ADN doble cadena pero también se podria unir al ADN de cadena sencilla o ARN
con una baja eficiencia. En algunos casos se puede unir a ARN con un rendimiento mas bajo que el
ADN (45,47). Por otro lado, el ROX es un fluoréforo que esta presente en el medio liquido y sirve para
normalizar las diferencias en la fluorescencia del SYBR Green que puedan estar ocurriendo debido a
las variaciones de volumen (camino Optico) en o entre los tubos de un mismo experimento de gPCR
(45,48).

En la Figura 13A se muestra la medida de fluorescencia sin normalizar a lo a lo largo de los ciclos de
la qPCR para una muestra de ADN gendémico “puro”. En cuanto a la sefial basal proveniente del
SYBR Green, se observa que disminuye conforme se diluye el ADN, sefial esperada dado que hay
menos sitios de union para el SYBR Green. A su vez, se aprecia que la fluorescencia entre el ciclo 1y
el 20 es de 200000 RFU aproximadamente, aumentando exponencialmente hasta el ciclo 40 en

donde llega al plateau. Por otro lado, la fluorescencia proveniente de ROX es constante en 160000
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RFU aproximadamente, lo cual permite continuar trabajando con los valores obtenidos ya que no hay

cambios en el volumen entre los pocillos de la placa evaluados.
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Figura 13: Fluorescencia absoluta vs. ciclos. Color verde: SYBR Green; color rojo: ROX. (A) Muestra ADN
gendmico “puro”, dilucién seriadas al tercio. (B) Muestra proveniente de tejido FFPE, diluciones seriadas al medio.

Volviendo al ejemplo de la muestra analizada en la Figura 12, en la gréafica de fluorescencia vs. ciclos
(Figura 13B), se observé un nivel de fluorescencia (SYBR Green) de 450000 RFU en ciclos
tempranos para la dilucion 1/10. Esta fluorescencia disminuy6 a medida que se diluy6 el ADN. Dichos
valores contrastan con los observados para ADN gendmico “puro”, cuyo valor de fluorescencia fue
<200000 RFU (Figura 13A). En todas las muestras analizadas donde se vio alta fluorescencia en
ciclos tempranos, existian indicadores de inhibicién en la curva de amplificacién, como se observa en

la Figura 12 para las diluciones 1/10 y 1/20.

Se podria explicar la alta fluorescencia presente en algunas muestras de tejidos FFPE por la
presencia de un nivel extremadamente alto de ADN en las diluciones mas concentradas asumiendo
que el SYBR Green se incorpora al ADN doble hebra. Dado que las muestras provenientes de tejidos
FFPE poseen pocas células es improbable que, tras la extraccién de ADN, se obtengan grandes
cantidades de ADN gendémico. Siendo que las diluciones con alta fluorescencia también mostraron
inhibicién en la qPCR, se podria hipotetizar que la fluorescencia a ciclos tempranos es debida a

impurezas en la muestra y serian éstas impurezas las que podrian estar inhibiendo la qPCR.

Tras el estudio completo de muchas muestras con alta fluorescencia en los primeros ciclos de la
gPCR, se establecié empiricamente un valor a partir del cociente entre la fluorescencia (SYBR Green)
en el ciclo 5 de la muestra sobre la fluorescencia del ADN puro (ADN 5,56ng/ul) y se considerd que
un cociente mayor a 1,5 era indicador de impurezas y probablemente de inhibicion. Las muestras con
valores menores a 1,5 permitieron una correcta visualizacion del resultado en la electroforesis capilar

(dltimo paso de la técnica) y fueron tratadas como referencia para establecer el rango de

42



fluorescencia. En el caso de la dilucién 1/80 de la Figura 12, el cociente fue de 1,3 aproximadamente.
Este valor esta dentro del rango establecido en este trabajo (menor a 1,5), lo que refuerza la eleccion

tomada a partir del analisis de la curva de amplificacion.

La posible inhibicién en la qPCR podria deberse: 1) a la existencia de un componente diferente a un
acido nucleico que fluoresca a la misma longitud de onda que el SYBR Green 0 que se una a éste al
comienzo de la reaccion y provoque su fluorescencia; 2) a la presencia de ADN muy degradado
proveniente de tejido FFPE, no amplificable con los cebadores hTERT163, el cual podria interferir en
la reaccion de PCR. En el primer caso, el inhibidor podria provenir de los reactivos utilizados en el
proceso de parafinado de las muestras FFPE. En el segundo caso, el ADN degradado podria ser
consecuencia del tratamiento quimico de los tejidos FFPE. En este trabajo no se pretende identificar
la/s molécula/s que genera/n la inhibicion ni como eliminarla/s. Sin embargo, se realiza un estudio de

correlacién entre el grado de inhibicién y el grado de pureza de la muestra.

4.1.2. Puestaapunto de PCR de exones

En esta etapa se evaluaron la especificidad y la temperatura de hibridacion de los cebadores para la
PCR de exones, el nimero de ciclos 6ptimo para la amplificacién y la visualizacién del producto

amplificado en geles de agarosa.

Para evaluar el desempefio de los cebadores se realiz6 una qPCR con cada par de cebadores para
los tres exones (exén 2, 3 y 4) de los genes KRAS y NRAS, utilizando la curva estandar de ADN
“puro” (nombrada anteriormente). Lo primero que se valoro fue la especificidad de los
oligonucleétidos dada por la amplificacion de un Unico producto para cada uno de los pares de
cebadores (KRAS ex.2, KRAS ex.3, KRAS ex.4, NRAS ex.2, NRAS ex.3 y NRAS ex.4), lo cual se
pudo deducir a partir de la curva de disociacién del producto amplificado. En la Figura 14 (gréafico d—
Rn/dt) se presentan las curvas de disociacion para los productos amplificados a partir de las
diluciones seriadas de ADN puro con los tres juegos de cebadores que amplifican los exones 2, 3y 4
de KRAS y NRAS. En dicha figura se distingue un pico Unico y una misma Tm para todas las
diluciones con cada juego de cebadores. Con esto se demostré que cada par de cebadores amplifica

un Unico producto y no habia productos inespecificos.
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Figura 14: Curvas de disociacién para diluciones seriadas de ADN puro con los tres juegos de cebadores
gue amplifican los exones 2, 3y 4 de KRAS y NRAS. Arriba: KRAS ex.2 (Tm=76,9°C), KRAS ex.3
(Tm=79,02°C) y KRAS ex.4 (Tm=75,94°C). Abajo: NRAS ex.2 (Tm=79,21°C), NRAS ex.3 (Tm=78,25°C) y
NRAS ex.4 (Tm=79,21°C). Se observa un pico Unico para cada juego de cebadores.

A continuacion, se analizaron diferentes temperaturas de hibridacion para los cebadores con el
proposito de determinar con cual de ellas se obtenia mejor rendimiento en la PCR. Se evaluaron los
pares de cebadores para cada exén por separado (exo6n 2, 3 y 4) tanto para el gen KRAS como
NRAS, utilizando la curva estandar de ADN puro. En la Figura 15 se observan las curvas de

amplificacion de los tres exones de cada gen a 56°C, 58°C y 60°C.
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Figura 15: Curvas de amplificacion para exones 2, 3y 4 de KRAS y NRAS para las temperaturas estudiadas: 56°C, 58°C y 60°C.
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En lo que respecta a KRAS, la eficiencia relativa de la PCR de exones a los 40 ciclos fue diferente
para cada uno de los amplicones. Los cebadores para el exon 3 fueron los que tuvieron una eficiencia
mas alta. En el otro extremo, los cebadores para el exdn 4 mostraron niveles de amplificacién mucho
menores que los pares de cebadores para el exon 2 y 3. En cuanto a las distintas temperaturas de
hibridacién, se aprecié claramente que a 60°C la eficiencia de los tres juegos de cebadores fue mas
baja que a 56°C y 58°C. Las temperaturas de hibridacion a 56°C y 58°C mostraron una eficiencia

semejante.

En el caso de NRAS, la eficiencia de los pares de cebadores fue similar. Donde la mayor eficiencia
fue a 56°C y 58°C, al igual que en KRAS.

Finalmente, se decidié utilizar una temperatura de hibridacién de 58°C y no de 56°C para poder
favorecer las uniones especificas. Ademas los cebadores para el exdén 4, que son los que
presentaron menor eficiencia, se mostraron favorecidos a 58°C con un ARn levemente mayor que a
56°C.

Seguln lo expuesto anteriormente el rendimiento de los cebadores para el exén 4 de KRAS fue bajo
con respecto a los cebadores para los exones 2 y 3. Con el objetivo de mejorar la PCR del exén 4 de
KRAS, se ensayaron otros juegos de cebadores que amplificaran este exén. En este experimento se
comparo el rendimiento de los cebadores originales (KRAS ex.4 Fwd y KRAS ex.4 Rv) para el exén 4
con el rendimiento al utilizar cebadores internos en conjunto con los originales (KRAS ex. 4 Fwd;,/
KRAS ex.4 Rv y KRAS ex.4 Fwd/ KRAS ex.4 Rv;y). En la Figura 16 se muestra un esquema de la

posicion de los cebadores sobre la secuencia del exdn 4 que se utilizaron en este ensayo.

Codédn 117
KRAS ex.4 Fwd Pos. 351
=
CttttoetttcoccaghCARCARATTARRAAGAGTTAAGGACTCTGAAGATGTACCTATGGTCCTAGTAGGAAATARA

KRAS ex.4 Fwdin

TGTGATTTGCCTTCTAGAACAGT AGA AGGCTCAGGACTTAGCAAGAAGTTATGGAATTCCTTTTATT
KRAS ex.4 RV
GARAACATCAGCAAAGACLALGACLAGgtaagtaacactgaaataa
—
Coddon 146 KRAS ex.4 Rv

Pos. 436 v 437

Figura 16: Esquema de la posicion de los cebadores KRAS ex.4 Fwd, KRAS ex.4 Fwdin, KRAS ex.4 Rviy y
KRAS ex.4 Rv sobre la secuencia del exén 4 de KRAS. Se indican los codones (subrayados) y las posiciones
estudiadas: posicién 351, 436 y 437 (en negrita).
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En la Figura 17 se observan las curvas de amplificacion para las distintas combinaciones de
cebadores utilizados en este experimento (KRAS ex.4 Fwd / KRAS ex.4 Rv, KRAS ex. 4 Fwd;/ KRAS
ex.4 Rv y KRAS ex.4 Fwd/ KRAS ex.4 Rvi,). Segun los datos de esta figura, el par de cebadores
KRAS ex.4 Fwdi,/ KRAS ex.4 Rv funcioné levemente mejor que los pares KRAS ex.4 Fwd/ KRAS
ex.4 Rvi, Yy KRAS ex.4 Fwd/ KRAS ex.4 Rv. Para amplificar la region de interés en el exén 4 con los
cebadores internos, se deberian utilizar los cuatro cebadores y realizar dos reacciones de PCR por
separado. Dado que esto implica un mayor costo de reactivos y pérdida de tiempo, y ademas no
implica una diferencia significativa con respecto al rendimiento de la PCR con el par de cebadores

KRAS ex.4 Fwd/ KRAS ex.4 Rv, se decidi6é continuar utilizando éstos ultimos.
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Figura 17: Curvas de amplificacion para el exon 4 de KRAS con los cebadores KRAS ex.4 Fwdind/ KRAS
ex.4 Rv, KRAS ex.4 Fwd/KRAS ex.4 Rvint, KRAS ex.4 Fwd/KRAS ex.4 Rv

Una vez evaluados todos los cebadores para la amplificacion de los exones de KRAS y NRAS se
decidi6 realizar dos reacciones de PCR multiples, una para los exones de KRAS y otra para los
exones de NRAS, ya que estos genes presentan similitud de secuencia. Segun el andlisis realizado in

silico sobre el genoma humano, no habria amplificaciones inespecificas al juntar los cebadores.

Otra variable que se estudio, en la PCR de exones, fue el nimero de ciclos de amplificacion utilizado.
Debido a que las muestras provenientes de tejidos FFPE poseen poca cantidad de ADN y el
rendimiento de los pares de cebadores para la amplificacion de exones es muy variable entre ellos,
se decidio utilizar un alto nimero de ciclos. Si se observan las curvas de amplificacion de la Figura 15
donde se muestra el rendimiento de los distintos pares de cebadores para los tres exones de los
genes KRAS y NRAS, a 30 ciclos el nivel de ADN amplificado se encontr6 muy lejos del plateau
mientras que a 35 ciclos dicho nivel fue significativamente mas elevado, aunque no llegé al plateau.
Por lo tanto, se decidi6é trabajar a 35 ciclos para tener niveles de ADN suficientes para continuar
trabajando.
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El dltimo punto evaluado en esta etapa fue la visualizacién del ADN amplificado en geles de agarosa
al 3%. Para la PCR de exones se utiliz6 ADN puro 0,04 ng como control positivo, y a su vez como
cantidad minima aceptable para el trabajo posterior. En la Figura 18 se observan dos geles
correspondientes a muestras de KRAS (arriba) y NRAS (abajo), en los cuales se logran apreciar las

bandas correspondientes a las amplificaciones de los distintos exones.

A B C + pv -

KRAS

Ex. 4 (193pb)
Ex. 2 (163pb)
Ex. 3 (155pb)

NRAS

Ex. 4 (166pb)
Ex. 2 (128pb)
Ex. 3 (103pb)

Figura 18: Electroforesis en geles de agarosa al 3%
de PCR de exones. Arriba PCR de exones KRAS y
abajo PCR de exones NRAS, a 35 ciclos. A, By C:
tres muestras provenientes de tejidos FFPE; +:
Control positivo con 0,04ng de ADN; --: control
negativo; PM: marcador de peso molecular 50pb.

4.1.3. Purificacién

Las etapas de purificacion son muy importantes en la técnica de SNaPshot ya que de éstas depende
la correcta visualizacion de los picos tras la electroforesis capilar final. En la primera purificacion se
utilizan dos enzimas, fosfatasa alcalina y exonucleasa |, para la eliminacion del exceso de dNTPs y
cebadores, respectivamente. En la segunda etapa de purificacion Unicamente se utiliza la fosfatasa

alcalina para eliminar el exceso de los ddNTPs marcados.
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Para comprender las consecuencias de un mal funcionamiento de la purificacién se ha de entender el
proceso de la reaccion de SNaPshot para KRAS y NRAS. Por ello los detalles sobre este punto se
describen mas adelante luego de presentar la reaccién de SNaPshot y la electroforesis capilar (item
4.1.5.1).

4.1.4. Reaccion de SNaPshot y electroforesis capilar

Para la reaccion de SNaPshot se utilizaron varios cebadores con el objetivo de detectar de forma
simultanea multiples mutaciones en los genes KRAS y NRAS. En la Figura 19 y el Anexo 4 se
muestran de forma esquematica los cebadores utilizados para las reacciones de SNaPshot de NRAS
y KRAS, respectivamente.

Amplicon exén 2 NRAS:

. NRAS pos.38

C

- NRAS pos.34

T TT LT LT U LT LT L L T E Lk EL L LR LT T
CCACACTTTACTGACTCATGTTTGACCACCACCAACCTCGTCCACCACAACCCTTTTCGCGTGA
G*

NRAS pos.35 G *

NRAS pos.37
GACAATCCAGCTAATCCAGAACCACTTTGTAGATGAATATGATCCCACCATAGAGgtgaggccc

Lrrcrrrererererrrrrrrrrrrererrrererererrrrrrrr et rr e
CTGTTAGGTCGATTAGGTCTTGGTGAAACATCTACTTATACTAGGGTGGTATCTCcactccggyg

NRAS pos.183

Amplicon exon 3 NRAS: T

*G— NRAS pos.181
* NRAS pos.175

GGTGAAACCTGTTTGTTGGACATACTGGATACAGCTGGACAAGCAAGAGTACAGTGCCATGAGAG

Lrrrerrrrrrerrrrerrrrrrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrrrrrrrrtr e rr e

CCACTTTGGACAAACAACCTGTATGACCTATGTCGACCTGTTCTTCTCATGTCACGGTACTCTC
c

NRAS pos.176
NRAS pos.182

ACCAATACATGAGGACAGGCGAAGGCTTCCTCTGTGTAT
Lrrrrrrerrrerrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrn
TGGTTATGTACTCCTGTCCGCTTCCGAAGGAGACACATA

Amplicon exon 4 NRAS:

* NRAS pos.351

C
CTCGGATGATGTACCTATGGTGCTAGTGGGAAACAAGTGTGATTTGCCAACAAGGACAGTTGAT
Lrrrrrrrrrrrerrererrerrrrerrrrrrrreererrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrd
GAGCCTACTACATGGATACCACGATCACCCTTTGTTCACACTAAACGGTTGTTCCTGTCAACTA

N NRAS pos.436

ACAAAACAAGCCCACGAACTGGCCAAGAGTTACGGGATTCCATTCATTGAAACCTCAGCCAAGA

Liorrrrrrrrrrrreerereerrrrerrrrrrrrerrerrrrrrrerrr et et rrrd

TGTTTTGTTCGGGTGCTTGACCGGTTCTCAATGCCCTAAGGTAAGTAACTTTGGAGTCGGTTCT
c*

NRAS pos.436 NRAS pos.437

CCAGACAGgtatggtacagctttcagcatttgtgcaag
HHH\IIHHII\HH\IIHHI\IIHHII\
GGTCTGTCcataccatgtcgaaagtcgtaaacacgttc

Figura 19: Esquema ilustrando los cebadores de SNaPshot sobre los productos amplificados (en la PCR de
exones) de los exones 2, 3, 4 del gen NRAS. Las flechas representan los distintos cebadores que al hibridarse
a la secuencia de NRAS serviran de cebo para la incorporacion del nucleétido complementario a la mutacién
estudiada. Flechas: cebadores SNaPshot NRAS; letras en negrita: codones; letras en colores con asterisco:
ddNTPs marcados con un fluorocromo (ddATP, ddTTP, ddCTP y ddGTP).
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En un andlisis preliminar se investigaron, in silico, las posibles interferencias que se podrian generar
por formacién de dimeros entre los cebadores de SNaPshot mediante el programa Multiple Primer
Analyzer de Thermo Scientific (43). Unicamente algunos de los dimeros predichos podrian interferir
en la reaccion de SNaPshot. Para el caso de KRAS no se detectaron hibridaciones probables. No
obstante, en el caso de NRAS dos de los dimeros predichos parecian probables de ocurrir dado que
los cebadores mostraron un alto nivel de complementariedad entre ellos (mayor al 50%) en su
extremo 3°. Los mismos fueron NRAS pos.34 con NRAS po0s.35 y NRAS pos.34 con NRAS pos.37
(Figura 20).

NRAS pos.34 (arriba) con NRAS pos.35 (abajo)

5’-gtgcgcttttcccaacaccac -37>
< 37- gacgaggttggtggtggtc - 57

NRAS pos.34 (arriba) con NRAS pos.37 (abajo)

57— gtgcgcttttcccaacaccac - 37>
< 37- tggacgaggttggtggtgg - 5°

Figura 20: Prediccion de hibridacion de los cebadores de
SNaPshot para NRAS: NRAS pos.34, NRAS pos.35 y NRAS

Con el resultado del analisis in silico se dedujo que el cebador que podria provocar interferencia en la
reaccion de SNaPshot era NRAS pos.34, que al unirse a NRAS pos.35 y/o NRAS pos.37 podria servir
de molde para la polimerasa en la reaccion de SNaPshot. De ser cierto, era de esperar que tras la
reaccion de SNaPshot en el electroferograma final apareciera una sefial correspondiente a Citosina
(C) en la posicion 34, correspondiente a la base complementaria de las G presentes en los cebadores
NRAS pos.35 y NRAS pos.37 justo donde acaba el cebador NRAS pos.34 en las hibridaciones
predichas (ver Figura 20). Cabe destacar que al utilizar muestras de ADN genémico WT, el nucleétido

esperado para la posicion 34 de NRAS es también una Citosina (ver Figura 19).

Tras las primeras pruebas de la reaccién de SNaPshot con muestras de ADN gendmico se observo
gue en los controles negativos de NRAS aparecia un pico correspondiente a Citosina en la posicion
34. Dada la prediccion in silico mencionada en el parrafo anterior, se procedié a verificar si la
hibridacion de los cebadores NRAS pos.34 con NRAS pos.35 y/o NRAS pos.37 era la causa del pico

observado.

En primer lugar, se realizaron pruebas con la reaccion de SNaPshot a dos temperaturas de
hibridacion: 50°C y 58°C. Las mismas se hicieron con el objetivo de evaluar el nivel de interferencia a

distintas temperaturas de hibridacién. Se ensayé a 50°C por ser la temperatura de hibridacién
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recomendada en el protocolo de SNaPshot de Invitrogen. Por otro lado, se ensay6 a 58°C con el fin
de favorecer interacciones especificas y asi prevenir la unién de NRAS pos.34 con NRAS pos.35 y/o
NRAS pos.37. En la primera prueba se compararon dos mezclas de cebadores, una conteniendo
todos los cebadores de SNaPshot (“mezcla global’, de aqui en mas referida como el conjunto total de
cebadores de SNaPshot para KRAS o NRAS) para NRAS vy otra con todos los cebadores salvo NRAS

pos.34. Dichas mezclas se probaron para controles positivos (C+) y para controles negativos (C-).

En la Figura 21 se observa claramente que cuando el cebador NRAS pos. 34 se encontrd presente en
la “mezcla global” aparecié un pico de igual migracién en la electroforesis que la posicion 34 en los
controles negativos a ambas temperaturas. Por el contrario, cuando no se colocé el cebador para
dicha posicién en la “mezcla global”, no se observé la posicién 34 en los controles positivos, tanto a
50°C como a 58°C, pero tampoco aparecié un pico en los controles negativos. Cabe destacar que
cuando se utilizé la “mezcla global” sin NRAS pos.34, los picos correspondientes a las posiciones 37

y 38 se vieron aumentados.

En cuanto a la comparacion de temperaturas de hibridacién, se observé que para los controles
positivos la intensidad de los picos era levemente mayor a 50°C que a 58°C. En los controles
negativos donde aparece la interferencia del pico correspondiente a la posicion 34 de NRAS, se
detect6 una alta intensidad tanto a 50°C como 58°C. Esto ultimo indica que la hibridacién del cebador
NRAS pos.34 con NRAS pos. 35 y/o NRAS pos37 es fuerte, probablemente favorecida por la alta

concentracion de oligonucleétidos utilizada en la reaccion de SNaPshot.
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Figura 21: Electroferogramas de la reaccion de SNaPshot con la “mezcla global “de cebadores NRAS en presencia o ausencia del cebador NRAS pos. 34. (A) C+
con NRAS pos.34 a 50°C; (B) C+ con NRAS pos.34 a 58°C; (C) C+ sin NRAS pos.34 a 50°C; (D) C+ sin NRAS pos.34 a 58°C; (E) C- con NRAS pos.34 a 50°C; (F)

C- con NRAS pos.34 a 58°C; (G) C- sin NRAS pos.34 a 50°C; (H) C- sin NRAS pos.34 a 58°C.
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Con las pruebas realizadas se pudo deducir que realmente existia una interferencia generada por el
cebador NRAS pos. 34, ya que en los controles negativos donde se incluyé dicho cebador en la
“mezcla global” aparecié un pico con idéntica migracion a la correspondiente para la posiciéon 34 de
NRAS. A continuacion se decidi6 realizar otras pruebas para caracterizar mejor la interferencia
generada por el cebador NRAS pos.34. Para ello se analiz6 la posible interaccion entre el cebador
NRAS pos.34 con los cebadores NRAS pos.35 y NRAS pos.37 a 50°C tanto para controles positivos

Ccomo negativos.

En la Figura 22 se presentan los electroferogramas de las pruebas realizadas con las distintas
combinaciones de cebadores, con el objetivo de caracterizar el pico de la posicion 34 de NRAS en los
controles negativos. Los primeros dos electroferogramas (Figura 22 A y B) representan la reaccion de
SNaPshot Gnicamente con el cebador NRAS pos.34. En el control positivo se observd el pico
correspondiente a Citosina en la posicion 34. En el control negativo no aparecié dicho pico, lo cual
permitid deducir que la Citosina presente en la prueba anterior (Figura 21 E y F) no fue causada por
dimeros formados por dicho cebador. Sin embargo, aparecié en el control negativo un pico verde de
muy baja intensidad que coincidié en tamafio con la posicion 34. Dado que en esta reaccion sélo
estaba presente el cebador NRAS pos.34, la Unica explicacién para la presencia de una sefal
correspondiente a una Adenina es que éste cebador hibride consigo mismo. Observando en detalle la
secuencia del cebador NRAS pos.34, 5°- T34GTGCGCTTTTCCCAACACCAC - 3, se pudo visualizar
la existencia de complementariedad de bases (indicadas en anaranjado y celeste) si el cebador se
plegase sobre si mismo. En esta estructura secundaria, la tltima T de la cola T34 quedaria disponible
para la incorporacion de ddATP en la reaccion de SNaPshot. Una sefial correspondiente a Adenina
en la posicién 34 no se observé en muestras con ADN WT, por lo que no es un inconveniente a la

hora de evaluar los resultados del diagnéstico de mutaciones en NRAS por la técnica SNaPshot.

Los electroferogramas C y D (Figura 22) muestran la reaccién con los cebadores NRAS pos. 34 y
NRAS pos.35. En el primer caso (control positivo) aparecen los dos picos esperados, mientras que en
el control negativo se observa el pico en la posicion 34 con muy alta intensidad (mayor a 30000 UA,
con saturacién de sefial). Esto Gltimo permite deducir que hubo hibridaciéon entre ambos cebadores.
El hecho de que la intensidad del pico en la posicion 34 del control negativo haya sido mucho mayor
al pico en la misma posicioén para el control positivo (18000 RFU aprox.) pudo haber sido debido a la
presencia de ADN, el cual competiria por la union del cebador NRAS pos.34. Los casos E a H de la
Figura 22 serian analogos a los casos C y D, donde al juntarse el cebador NRAS pos. 34 con NRAS
pos. 37 o los tres cebadores juntos (NRAS pos. 34, NRAS pos.35 y NRAS pos.37), se observo una
interferencia en el control negativo con alta intensidad de sefial. Esto Ultimo indicaria que también
existié hibridacion entre NRAS pos.34 y NRAS pos.37.

53



e T = = = I = T

[ ] [ e —— Ce ] o] Cee ] [T -] L ] e SR R ] ] aE Ced 1 e
- 3 s ® r - o " - = ) r = = = - ) =

10000 30000

0

20000
5000
10000
2000 J\

cl

- - :
e e . T L e i i s S S S———— L T e
10000 30000
B F

20000
5000
10000

2000

T I o = - L 1 = ™ =
_. ’ ’ ._ ._ —. ._ ._ ? R * ? _‘ __ __ __ __ __ __ __ _“ . __ =
30000 18000
C G
20000 12000
- A 4}\ ”
0 0
ke o © 3 G
[ |
1
e Com [Com [ T R — T— Cem | o ] e 1 [ ] ) o e [ ——] N Cow ) Caw ) Com ) e
= a ] = = ) = n n w 5 [ n a - = ] - - n n » ) =
30000 30000
D H
20000 20000
10000 10000
0 0

€ <

Figura 22: Electroferogramas de la reaccion de SNaPshot con distintas combinaciones de los cebadores NRAS pos.34, NRAS pos.35 y/o NRAS pos.37. (A) C+: NRAS
pos. 34y ADN; (B) C-: NRAS pos. 34 y agua; (C) C+: NRAS pos. 34, NRAS pos.35 y ADN; (D) C-: NRAS pos. 34, NRAS pos.35 y agua; (E) C+: NRAS pos. 34, NRAS
pos.37 y ADN; (F) C-: NRAS pos. 34, NRAS pos.37 y agua; (G) C+: NRAS pos. 34, NRAS pos.35, NRAS pos.37 y ADN; (D) C-: NRAS pos. 34, NRAS pos.35, NRAS
pos.37 y agua.
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Con el proposito de eliminar la interferencia de la posicion 34 en la reaccion de SNaPshot, en una
primera instancia, se prob6 cambiar las proporciones de los tres oligonucledtidos en cuestion (ver
Figura 23). Esto se hizo para controles positivos y negativos. Las proporciones ensayadas fueron: 1-
concentracién de cebadores hasta el momento utilizada (los tres cebadores a una concentracién final
de 0,5uM) (1°"™ condicién); 2- NRAS pos. 34 y NRAS pos.37 disminuidos un quinto e igual
concentracién de NRAS pos.35 (2% condicion); 3- NRAS pos. 34 y NRAS pos.37 disminuidos un
décimo e igual concentracion de NRAS pos.35 (3°® condicién); 4- NRAS pos. 34 y NRAS pos.37

disminuidos un décimo y NRAS pos.35 disminuido un quinto (4 condicién).

En todas las pruebas realizadas, en las cuatro condiciones, aparecio el pico correspondiente a

2 condicion la intensidad del pico en la

Citosina en la posicién 34 en los controles negativos. En la 1
posicion 34 fue mayor a 32000 RFU (saturacion de sefial), en la 2% condicion el pico fue de 10000
RFU, en la 3°® condicién dicho pico fue de 5000 RFU y en la 4 condicién fue de 8000 RFU. Con
estos datos se pudo inferir que la mejor condicion era la tercera ya que presenté la menor intensidad
de la interferencia en la posicién 34. Sin embargo, esto no es satisfactorio ya que se debe obtener

una control negativo con ausencia de sefiales inespecificas.
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Figura 23: Pruebas para eliminar interferencia entre los cebadores NRAS pos. 34, NRAS pos. 35 y NRAS pos.37. (A) 1°@ condicién C+; (B) 1°™ condicién C-; (C) 2
condicion C+; (D) 2% condicion C-; (E) 3*" condicion C+; (F) 3% condicion C-; (G) 4 condicién C+; (H) 4 condicién C-.




En un segundo intento por mejorar la reaccion de SNaPshot se probé realizar un gradiente de
temperaturas (50°C, 58°C, 60°C y 62°C) utilizando la 3°® condicién con el objetivo de encontrar una
temperatura en la cual se eliminase la interferencia. Los electroferogramas correspondientes a las
distintas temperaturas se presentan en la Figura 24, donde se observan controles positivos y
negativos. Para todas las temperaturas estudiadas apareci6 un pico en la posicion 34 en los controles
negativos, que fue disminuyendo a medida que aumento la temperatura. En los controles positivos, a
medida que la temperatura fue aumentando, todos los picos del SNaPshot fueron disminuyendo la
intensidad. Por lo tanto, un aumento de temperatura no eliminé la interferencia y a su vez, disminuyé
la sefial de los demas picos, lo cual no era lo deseable. Por lo tanto, un aumento en la temperatura de
hibridacién no fue la solucién en el problema de la interferencia.
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Dado que ninguna de las condiciones ensayadas logré eliminar de forma completa la interferencia en
la posicion 34, se decidié separar el cebador NRAS pos.34 del resto de los cebadores en la reaccién
de SNaPshot. Los cebadores NRAS pos.35 y NRAS pos.37 podian permanecer juntos en la mezcla
de cebadores dado que ellos no se hibridan entre si, lo cual quedé demostrado en las pruebas

anteriores.

Dado que en este momento de la puesta a punto resultaba ineludible la separacion de NRAS pos.34 y
por lo tanto la realizaciéon de dos reacciones de SNaPshot para NRAS, se evalud la posibilidad de
separar algun otro de los cebadores que generase una sefial baja en la reaccién del SNaPshot inicial
para poder mejorarle. Segun los experimentos anteriores (Figura 23 y 24) los picos en las posiciones
181 y 183 eran bajos (sefial en pos.183 < sefial pos.181 < 1000 UA). Dado que NRAS pos.181 y
NRAS pos.183 poseen practicamente la misma secuencia, podrian estar compitiendo por la unién al
ADN (ver Figura 19).

Con el fin de mejorar las sefiales en las posiciones 181 y 183, se separd el cebador NRAS pos.183
del resto de los cebadores de SNaPshot. De esta forma, se juntaron NRAS pos.34 y NRAS pos.183
para eliminar el pico inespecifico en los controles negativos y aumentar las intensidades en las
posiciones 181 y 183, respectivamente. De acuerdo a esto, se realizaron dos reacciones de
SNaPshot para NRAS utilizando distintas mezclas de cebadores (mezcla 1: “mezcla global” sin NRAS
pos.34 y NRAS pos.183; mezcla 2: cebadores NRAS pos.34 y NRAS pos.183) y se compararon las

reacciones de controles positivos y negativos (Figura 25).
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Figura 25: Reaccion de SNaPshot para NRAS separando cebadores NRAS pos.34 y NRAS pos.183. (A)C+: “Mezcla global” sin NRAS pos.34 y NRAS pos.183,
con ADN; (B) C-: “mezcla global” sin NRAS pos.34 y NRAS pos.183, sin ADN; (C) C+: cebadores NRAS pos.34 y NRAS pos.183, con ADN; (D) C-: cebadores
NRAS pos.34 y NRAS pos.183, sin ADN.




En la Figura 25 se observa el resultado obtenido tras la separacion de los cebadores para las
posiciones 34 y 183 de NRAS. Tanto los controles positivos como los controles negativos se
comportaron segin lo esperado. Por un lado, la ausencia de interferencia en los controles negativos y
por otro lado un aumento de sefial en los picos para las posiciones 181 y 183. La intensidad en el
pico de la posicion 183 se vio aumentada en un factor mayor a 14 y la posicién 181 aumentd la
intensidad en un factor cercano a 5. Asi la separacién de NRAS pos.183 no sélo mejoré la intensidad
del pico en la posicién 183, sino que también provocé un claro aumento en la posicion 181. Con este
cambio en la reaccion de SNaPshot para NRAS se logré un mayor equilibrio en la intensidad de todos
los picos estudiados. Cabe destacar que para optimizar el uso de reactivos e instrumentos en la
electroforesis capilar se decidio juntar las dos reacciones de SNaPshot en una relacion 2:1 (“mezcla
global” sin NRAS pos.34 y NRAS pos.183: cebadores NRAS pos.34 y NRAS pos.183) en los
experimentos posteriores. Para ciertos cebadores se variaron las concentraciones finales con
respecto al protocolo original (ver Anexo 2), especificamente para NRAS pos.37 (0,1uM), NRAS
pos.181 (1uM), NRAS pos.183 (1uM) y NRAS po0s.436 (1uM).

Una vez resuelto el problema con los cebadores de SNaPshot para NRAS se analiz6 el caso de
KRAS. Para éste no se observaron picos inespecificos en los controles negativos. Sin embargo,
cuando se visualizaron los electroferogramas para muestras con ADN la intensidad de los picos era
muy heterogénea, siendo las pos. 351, 436, 437 y 183 las de menor intensidad (Figura 26, parte de
arriba). Siguiendo la misma estrategia que para NRAS, se decidi6é separar la reaccién de SNaPshot
en dos. Por un lado se agruparon los cebadores KRAS po0s.436, KRAS pos.437 y KRAS pos.183, y
por otro lado, se agrupé la “mezcla global” sin KRAS pos.436, KRAS pos.437 y KRAS pos.183. Para
favorecer la sefial de la posicion 351 se subio al doble la concentracion del cebador KRAS pos.351 en

la “mezcla global”.

En la Figura 26 se muestra la diferencia entre un electroferograma previo a la separacion de los
cebadores y luego de la misma. Tras la experiencia con NRAS se preveia un mejor desempefio en la
reaccion de SNaPshot realizada con tres cebadores, por lo tanto, en este caso también se juntaron
las reacciones de SNaPshot justo antes de realizar la electroforesis capilar. La relacion utilizada fue
2:1 (2 volimenes de “mezcla global” sin KRAS po0s.436, KRAS pos.437 y KRAS pos.183: 1 volumen
de cebadores KRAS po0s.436, KRAS pos.437 y KRAS pos.183). Al igual qgue en NRAS, para ciertos
cebadores se le variaron las concentraciones finales con respecto al protocolo original (ver Anexo 1),
especificamente, para KRAS po0s.436 (0,25uM), KRAS pos.437 (0,25uM), KRAS pos.175 (0,1uM),
KRAS po0s.176 (0,1uM) y KRAS pos.183 (0,2uM).
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Figura 26: Electroferogramas de SNaPshot para KRAS antes y después de la separacion de los cebadores KRAS pos.436, KRAS pos.437 y KRAS pos.183. (A)
Reaccion antes de separar los cebadores para las posiciones 436, 437 y 183; (B) reaccion después de separar los cebadores para las posiciones 436, 437 y 183. En
(B) las dos reacciones de SNaPshot se juntaron en una relacion 2:1 (2 volimenes de “mezcla global” sin KRAS pos.436, KRAS pos.437 y KRAS pos.183 : 1 volumen

de cebadores KRAS pos.436, KRAS p0s.437 y KRAS pos.183).

62



Los electroferogramas de la Figura 26 muestran un aumento significativo de la intensidad en los
posiciones desfavorecidas. Por un lado, en las pos. 351 y pos. 436 se vio un aumento de la
intensidad en un factor de 4. Por otro lado, las sefiales en la pos. 437 y pos. 183 mostraron un
aumento de aproximadamente 3 veces. Ademas, tras la modificacién en la reaccién de SNaPshot

para KRAS se logré una intensidad de picos mas homogénea.

Tras estas pruebas se consider6 finalizada la puesta a punto de la reaccion de SNaPshot para KRAS
y NRAS. Recapitulando, se eliminé la interferencia en la reaccién de SNaPshot para NRAS debida al
cebador NRAS pos.34 y se homogeneizo la intensidad de sefial de los picos en los electroferogramas

de SNaPshot para ambos genes.

4.1.5. Andélisis de muestras provenientes de tejidos FFPE

4.1.5.1. Interferencias por actividad reducida de las enzimas en la purificacion.

En determinadas muestras FFPE se observaron picos inespecificos que interfirieron con la
identificacién de los picos en estudio. De acuerdo al perfil de las interferencias, era posible que las
mismas se debieran a una actividad ineficiente de alguna de las enzimas utilizadas en la purificacion,

fosfatasa alcalina y/o exonucleasa I.

Una actividad reducida de la fosfatasa alcalina en la primera etapa de purificacion tendria como
consecuencia que los dNTPs remanentes de la PCR de exones estuvieran presentes en la reaccion
de SNaPshot. Estos dNTPs libres podrian competir con los ddNTPs marcados por su union a los
3’0OH libres de los cebadores de SNaPshot. Esto provocaria que la incorporaciéon de los ddNTPs
marcados no fuera Unicamente a continuacion del cebador de SNaPshot (posicion en estudio) sino en
posiciones posteriores a ésta. A continuacién se presentan dos ejemplos de muestras con

interferencia probablemente debidas a una actividad ineficiente de la fosfatasa alcalina (Figura 27).
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Figura 27: Ineficiente actividad de la enzima fosfatasa alcalina durante la 1° etapa de purificacion en muestras de KRAS y NRAS. (A)
Electroferograma de muestra KRAS con actividad enzimatica eficiente; (B) Electroferograma de muestra KRAS con ineficiente actividad
enzimatica; (C) Electroferograma de muestra NRAS con actividad enziméatica eficiente; (D) Electroferograma de muestra NRAS con ineficiente
actividad enzimaética. 64



Para entender la hipétesis planteada, se tomd un ejemplo de interferencia en la posicion 34 de NRAS.
En la Figura 28 se comparan dos muestras, la primera con una adecuada actividad de la fosfatasa
alcalina (Fig. 28A) y la segunda con una actividad reducida de la misma (Fig. 28B). En la Figura 28A
el pico correspondiente a la posicién 34 de NRAS (sexto pico en la Fig. 27C) fue una Citosina. Sin
embargo, en la Figura 28B, mas alla de que se observa dicho pico, a continuacién aparecen picos
inespecificos que son consecuencia de la incorporacién de dNTPs y ddNTPs en las bases contiguas
a la posicién estudiada. Como se ve en la Figura 28C los nucle6tidos siguientes a la posicion 34,
siguiendo el sentido del cebador NRAS pos.34, son T G C (ver Figura 28C) y son éstos los que se
visualizan en el electroferograma cuando la actividad de la fosfatasa alcalina no es total. Si se
observa atentamente la Figura 28C, se puede ver que la T (posicién 33) a continuacion de la posicion
34 aparece después de la G esperada para la posicion 32. La aparicion de los picos no se
corresponde a la secuencia lineal del ADN. Esto es debido a la diferencia de peso molecular entre los
fluorocromos acoplados a los diferentes ddNTPs, que generan un corrimiento en la migracion. La T,
cuyo fluoréforo es el de mayor tamafio (635Da) aparecié después que la G, la cual tiene el fluoréforo
de menor tamarfio (366Da). En cuanto a la C, sale en la 4 posicién segun lo esperado (mas detallado

en la Tabla 9).

C 57 NRAS pos.34 3

3- CACGCGAAAAGGGTTGTGGTGGACGA-5"
T I I I
5- GTGCGCTTTTCCCAACACCACCTGCT-3°

Figura 28: Ineficiencia de la actividad de la fosfatasa alcalina en la 1%

etapa de purificacion. (A) Electroferograma correspondiente a la posiciéon
34 de NRAS tras un correcto funcionamiento de la fosfatasa alcalina; (B)
Electroferograma correspondiente a la posicion 34 de NRAS tras una
actividad ineficiente de la fosfatasa alcalina; (A y B) Ampliacién de la
Figura 27 C y D. (C) Secuencia del exén 2 de NRAS que comprende la
zona de hibridacion del cebador NRAS pos.34 y posiciones posteriores al
extremo 3" de dicho cebador. La T corresponde a la posicion 33, la G a la

posiciéon 32 v la C a la posicién 31. 65



Segun el protocolo del fabricante de la fosfatasa alcalina, la enzima trabaja adecuadamente si se la
incuba a 37°C por 10 minutos. Al comienzo del trabajo se sigui6 este protocolo, sin embargo, debido a
la presencia de picos inespecificos en los electroferogramas se decidié aumentar el tiempo de

incubacion a una hora, logrando un mejor rendimiento de la enzima.

Para poder identificar posibles interferencias en caso de una actividad reducida de la fosfatasa
alcalina, se realiz6 un estudio tedrico de las posiciones de todas las mutaciones en los genes KRAS y
NRAS. Dicho estudio permitié diferenciar sefiales debidas a mutaciones de las sefiales procedentes
de la incorporacién de ddNTPs marcados en posiciones posteriores a las estudiadas. En la Tabla 9 se
muestra el estudio para el gen NRAS (una tabla analoga para el gen KRAS se encuentra en el Anexo
5 donde se especifican los nucledtidos esperados en cada posicion, las posibles mutaciones que se
pueden encontrar en cada una de ellas y se indican los tres nucle6tidos siguientes a dicha posicion
en el gen. Estos Ultimos son los que podrian interferir en la lectura del electroferograma ya que

pueden aparecer en una posicion muy préxima a la de las mutaciones.

Tabla 9: Estudio de posiciones de NRAS para mutaciones e interferencias. Las letras
subrayadas representan las posibles interferencias en los picos del electroferograma.

. . Los tres nucleétidos
Posibles mutaciones

Nucleétido i siguientes ala posicion
POSICION esperado ccg?r??irdagr?tiaclgﬂstsgé?&e estudiada en la
(WT) - - secuencia de NRAS:

interferencia) posibles interferencias.
NRAS pos.176 C G TGG
NRAS pos.175 C T TGT
NRAS pos.351 C G/A TTG
NRAS pos.436 C T/G TGA
NRAS pos.437 C T CAA
NRAS pos.34 C T/G/A TGC
NRAS pos.35 G T/C/A TGG
NRAS pos.37 G C/AIT GTG
NRAS pos.38 C G/A/T CAC
NRAS pos.181 G T/C TCC
NRAS pos.182 A C/G/T AGA
NRAS po0s.183 T A/G/C TGT

Ubicacion relativa de picos mutados, segun sea el tamafio (Da) del correspondiente fluoréforo:

A (479) x C (430) = desplazado 0,10 dNMP a la izquierda
A (479) x G (366) = desplazado 0,34 dNMP a la izquierda
A (479) x T (635) = desplazado 0,50 dNMP a la derecha
C (430) x A (479) = desplazado 0,15 dNMP a la derecha
C (430) x G (366) = desplazado 0,20 dNMP a la izquierda
C (430) x T (635) = desplazado 0,60 dNMP a la derecha
G (366) x A (479) = desplazado 0,30 dNMP a la derecha
G (366) x C (430) = desplazado 0,20 dNMP a la derecha
G (366) x T (635) = desplazado 0,80 dNMP a la derecha
T (635) x A (479) = desplazado 0,50 dNMP a la izquierda
T (635) x C (430) = desplazado 0,60 dNMP a la izquierda
T (635) x G (366) = desplazado 0,80 dNMP a la izquierda
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A partir de esta Tabla 9 se puede deducir que los casos con probabilidad de interferir en el
diagnéstico son aquellos donde la ubicacion del pico procedente de una mutacion coincide con un
pico generado por la incorporacién de un ddNTP en una posicién contigua a la estudiada. Si se toma
como ejemplo la posicion 34 de NRAS (ver Figura 28B y Tabla 9) se observa que si dicha posicion
estuviera mutada C por T (mutacién: c¢.34G>A p.Glyl2Ser, segln nomenclatura de mutaciones,
Anexo 6), la T estaria desplazada 0,6 dNMP a la derecha de la Citosina. En cambio, si la T
correspondiera a la sefial de un ddTTP en la posicién 33 del exdn 2 de NRAS, apareceria con un
desplazamiento de 1,6 dNMPs a la derecha (ver Figura 28B): el equivalente a un 1 dNMP por
encontrarse en la posicion + 1 y 0,6 dNMP por el desplazamiento provocado por el tamafio del
fluoréforo.

La exonucleasa |, segunda enzima utilizada en la primera purificacién, puede presentar una actividad
ineficiente, provocando sefal inespecifica al comienzo de la electroforesis capilar. En el transcurso de
este trabajo, se observaron problemas con ésta enzima. En la Figura 29 se ejemplifica un caso de

una muestra de KRAS donde aparecieron picos inespecificos al comienzo del electroferograma.
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Figura 29: Funcionamiento deficiente de la exonucleasa I. (A) control positivo de KRAS; (B) muestra de KRAS con picos inespecificos al comienzo
del electroferograma.
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En la Figura 29 se comparan dos electroferogramas, una muestra con presencia de picos
inespecificos al comienzo del electroferograma (Fig.29B) y un control (Fig.29A). Los picos
inespecificos poseian un tamafio inferior al del cebador KRAS pos.351 (26nt). Probablemente la
causa de la aparicién de estos picos haya sido una actividad deficiente de la exonucleasa I, no
habiendo eliminado correctamente los cebadores de la PCR de exones. Como consecuencia los
cebadores pudieron haberse hibridado al producto de la PCR de exones y haber servido como cebo

para la incorporacion de ddNTPs marcados de la reaccion de SNaPshot.

Para solucionar el problema con la exonucleasa |, se estableci6 utilizar la cantidad de enzima y
condiciones especificadas por el fabricante (Thermo Scientific) (ver item 0.1), en contraposicion al
protocolo original donde se utilizaba una menor cantidad de enzima (ver Anexo 1). Tras este cambio

en el protocolo no se volvié a observar el fendmeno descrito anteriormente.

4.1.5.2. Muestras analizadas mediante el programa Gene Mapper®

A continuacion se muestran ejemplos de resultados de la técnica de SNaPshot para muestras FFPE

tras haber incorporado todas las modificaciones presentadas en los items anteriores.

En el analisis de los resultados, se utilizé6 un método objetivo que consistié en un panel realizado con
el programa Gene Mapper®. Se considerdé ventajosa la utilizacion de este método frente a la
observacibn manual de los electroferogramas, ya que este Ultimo depende de la experiencia y
capacidad observadora del operador. Con éste se pudo determinar si un pico correspondia a una
mutacién o no, segun fueran la base y la posicion esperadas. En la Figura 30 se presenta un ejemplo

de electroferogramas utilizando el panel para el estudio de mutaciones en los genes KRAS y NRAS.

La Figura 30 presenta dos ejemplos de muestras de pacientes con mCRC que poseian mutaciones
en los genes KRAS o0 NRAS. En la Figura 30A la mutacion hallada fue ¢.34G>A p.Gly12Ser en el gen
KRAS y en la Figura 30B la mutacién fue c.183A>C p.GIn61His en el gen NRAS (ver cédigo de

nomenclatura en Anexo 6).

Lo que se observa en la Figura 30 coincide con lo presentado en la Tabla 9 y Anexo 5 en cuanto a la
posicion de la mutacién con respecto al alelo WT. Para el caso de KRAS (Figura 30A), el pico
correspondiente a la mutacion, “T-mut”, se encuentra desplazado 0,6 dNMP aprox. a la derecha del
pico WT, C. En cuanto a NRAS (Figura 30B), el pico correspondiente a la mutacion, “G-mut’, se
encuentra desplazado 0,8 dNMP aprox. a la izquierda del pico WT, T. En ambos casos se ven
claramente las mutaciones junto a los picos WT. La presencia de dos picos para una misma posicion
resalta el hecho de que en este trabajo se analizan mutaciones somaticas y no germinales, ya que

provienen de tejido tumoral con presencia de células WT y células mutadas.
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Figura 30: Electroferogramas de muestras analizadas mediante el programa Gene Mapper®. (A) Muestra con mutacion en el gen KRAS correspondiente a ¢.34G>A

p.Gly12Ser; (B) muestra con mutacién en el gen NRAS correspondiente a ¢.183A>C p.GIn61His. N6tese que en los electroferogramas las bases para la posicion 34

de KRAS y la posicion 183 de NRAS detectadas corresponden a las bases complementarias de dichas posiciones en los genes, debido a la orientacion antisentido
de los cebadores KRAS pos.34 y NRAS pos.183.
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4.2. VALIDACION DE LA TECNICA DE SNAPSHOT

Lo estudiado en la seccion anterior del trabajo, puesta a punto de la técnica de SNaPshot, permitié
evaluar las diferentes etapas de la técnica y optimizar las condiciones de trabajo. Sin embargo, para
utilizar la técnica en el diagnostico de pacientes con mCRC se tuvieron que definir ciertos parametros
y limites dentro de los cuales debian encontrarse los resultados para ser confiables. Por ejemplo,
determinar la sefial base por encima de la cual se pueda distinguir una sefial especifica de un ruido
de fondo; saber en qué porcentaje es posible detectar una mutacion; o definir cuan robusta es la
técnica en comparacion con otras técnicas de referencia. Todos estos conceptos se encuentran

comprendidos en lo que se conoce como validacion.

La validacién de un procedimiento analitico se realiza para demostrar que un procedimiento es
adecuado para su propodsito (49). Segun la ISO 9000 (50), la validacion se define como “la
confirmacion, a través de la presentacion de pruebas objetivas, de que los requisitos para un uso o
aplicacion especifica prevista se han cumplido”. La normativa internacional solicita que se realice para
los productos de diagndstico in vitro con el propésito de asegurar sus resultados vy, por lo tanto, las

decisiones terapéuticas que se tomen en base a ellos.

Para validar la técnica de SNaPshot, los parametros evaluados fueron: limite de deteccion,

especificidad, precision y exactitud (o desempefio).

4.2.1. Limite de deteccién de la técnica de SNaPshot

El limite de deteccion (LD) permite determinar la cantidad minima de analito que se puede detectar en
una muestra, aungque no necesariamente cuantificar como un valor exacto. Se define como la minima
cantidad de analito que se distingue estadisticamente (el intervalo de confianza se establece
generalmente en 95%) del ruido de fondo (control negativo) (49,51,52). En este trabajo se establecio
el LD especificamente para las mutaciones estudiadas, partiendo de la base de que se trabajo en
condiciones donde se detecta el alelo WT. Para poder determinar el LD se debe establecer
previamente el limite del blanco (LB). Este ultimo se define como la mayor medida detectada con

cierta probabilidad en una muestra blanco (control negativo) (51).

Con el propésito de determinar el LB, se analizaron 50 controles negativos de KRAS y 50 controles
negativos de NRAS. De cada uno de ellos se obtuvo la sefial en la electroforesis capilar para cada
fluor6foro. Para cada gen se calculé la sefial promedio de los 50 controles negativos y su desvio
estandar (SD). En este trabajo, se definié el LB como el ruido promedio de las 50 muestras mas 3 SD
para poder trabajar con un intervalo de confianza mayor a 99%. En el Anexo 7 se muestran los
valores de ruido de fondo para cada fluoréforo segin fuera KRAS o NRAS. Para el analisis de las
muestras se tom6 como LB para KRAS un valor de 55 RFU correspondiente al fluor6foro con mayor
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ruido de fondo (R6G). De forma andloga se determind el LB de NRAS en 118 RFU, determinado

segun los valores de R6G.

Una vez establecido el LB se pudo determinar el LD. Conocer el LB permitié diferenciar el ruido
proveniente de una sefial especifica del ruido de fondo. Para definir el LD equivalente al porcentaje
minimo de una mutacién en una muestra, se estudiaron ADNs mutados de referencia para KRAS y
NRAS, adquiridos en la empresa Horizon Diagnostic (ver item 3.2). El estudio consistié en el analisis
por triplicado de diferentes muestras con porcentajes variables de ADN mutado: 12,5%, 6,25% vy
3,125% (porcentaje de alelo mutado con respecto a alelo WT). Se determiné el LD para cada una de
las mutaciones por separado. El valor asignado para cada LD corresponde al minimo porcentaje de
mutacién detectada en cada una de las tres réplicas analizadas. Los resultados del LD se presentan
en la Tabla 10.

Tabla 10: LD para distintas mutaciones en KRAS y NRAS. Se realizo6 el
ensayo por triplicado y se establecio6 el LD para cada mutacién como el
minimo porcentaje de mutacion para el cual en todas las réplicas analizadas
se detecto la mutacion.

Catalogo Gen Mutacién LD SNaPshot
HD378 KRAS €.34G>A p.Glyl2Ser 12,5%
HD379 KRAS €.34G>C p.Glyl2Arg 6,25%
HD380 KRAS €.34G>T p.Glyl2Cys 6,25%
HD374 KRAS €.35G>A p.Glyl2Asp 12,5%
HD376 KRAS €.35G>C p.Glyl2Ala 6,25%
HD377 KRAS ¢.35G>T p.Glyl2val 12,5 %
HD375 KRAS €.38G>A p.Gly13Asp 12,5%
HD632 KRAS €.183A>C p.GIn61His 12,5%
HD411 KRAS  ¢.436G>A p.Alal46Thr 12,5%
HD190 NRAS ¢.35G>T p.Glyl2Vval 6,25%
HD539 NRAS €.181C>A p.GIn6lLys 6,25%
HD534 NRAS  c.182A>G p.GIn61Arg 12,5%
HD524 NRAS €.182A>T p.GIn6lLeu 12,5%
HD529 NRAS €.183A>T p.GIn61His 12,5%

* Para todos los casos, la cantidad de ADN gendémico utilizado fue

de 0,1ng.

En este trabajo se evaluaron los LD para las mutaciones indicadas en la Tabla 10. Cabe destacar que
no existe en el mercado ADN de referencia para las otras mutaciones en KRAS y NRAS estudiadas
en este trabajo. Segun los resultados de la Tabla 10, los LD estuvieron entre 6,25% y 12,5%.
Extrapolando los valores obtenidos a otras mutaciones, se establecié como LD para la técnica de

SNaPshot un valor de 12,5% (correspondiente al mayor valor detectado).
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4.2.2. Especificidad de la técnica de SNaPshot

La especificidad se define como la capacidad de evaluar solamente el analito blanco en presencia de
componentes que se espera que se encuentren en la muestra (impurezas, degradantes, matriz, etc.).
Para laboratorios de genética molecular, se define como la capacidad de un ensayo de distinguir la
secuencia blanco, alelo o mutacion, de otras secuencias o alelos presentes en la muestra analizada
(49,53).

Para determinar la especificidad de la técnica de SNaPshot se evaluaron diez ADNs de referencia
para KRAS y seis para NRAS, adquiridos en la empresa Horizon Diagnostic (ver item 3.2). Dado que
cada uno de dichos ADNs contiene una mutaciéon puntual, se pudo evaluar la especificidad de la
técnica verificando que la misma lograse detectar cada una de las mutaciones especificamente. Por
lo tanto, se evaluaron con la técnica de SNaPshot los 10 ADNs y se compar6 la obtencién de los
resultados esperados, ya sea WT o la mutacién puntual correspondiente. Para cada uno de los ADNs
de referencia la técnica de SNaPshot detect6 especificamente la mutacion presente, cualquiera fuera
el porcentaje de éste (12%, 6,25% o 3,125%). Por lo tanto, la especificidad de la técnica de
SNaPshot fue del 100%.

4.2.3. Precision de latécnica de SNaPshot

La precisidn de un procedimiento analitico expresa la proximidad (grado de dispersion) o consistencia
entre los resultados obtenidos tras una serie de medidas (muestreo multiple) de una misma muestra
homogénea (49). Para este caso en la técnica de SNaPshot la precision se consideré a nivel de

repetibilidad y reproducibilidad.

La repetibilidad es la concordancia entre los resultados de ensayos independientes realizados bajo
las mismas condiciones operativas (la misma muestra, analizadas por el mismo analista, en el mismo
laboratorio, con los mismos equipos y reactivos y en diferentes dias) (49,52-54). Mientras que la
reproducibilidad se considera la concordancia entre resultados obtenidos en ensayos independientes,

realizados sobre la misma muestra en diferentes laboratorios (49,52,54).

4.2.3.1. Repetibilidad de la técnica de SNaPshot

Para evaluar la repetibilidad de la técnica de SNaPshot se analizaron 40 ADNs extraidos de muestras
de tejido tumoral en tacos de parafina (FFPE) de pacientes con mCRC. Dichos ADNs fueron
evaluados en tres dias diferentes por el mismo analista y en el mismo laboratorio para poder
compararlos y determinar la concordancia entre los resultados. En la Tabla 11 se detallan los

resultados obtenidos para las 40 muestras.
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Al observar la Tabla 11 se aprecia que en todos los casos estudiados los resultados obtenidos en las
tres réplicas fueron idénticos. De las 40 muestras analizadas, 22 muestras fueron WT y otras 18
mutadas para el gen KRAS, y 39 muestras fueron WT y 1 mutada para el gen NRAS. Dada la
concordancia entre las tres réplicas de las 40 muestras analizadas, se consideré que la repetibilidad
fue del 100% tanto para la deteccion de mutaciones en el gen KRAS como para la deteccion de
mutaciones en el gen NRAS.
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Tabla 11: Repetibilidad. Analisis de 40 muestras de tejidos FFPE en el Laboratorio Genia Uruguay.

SNaPshot réplica 1

SNaPshot réplica 2

SNaPshot réplica 3

Muestra
KRAS NRAS KRAS NRAS KRAS NRAS
1 WT WT WT WT WT WT
2 WT WT WT WT WT WT
3 WT WT WT WT WT WT
4 WT WT WT WT WT WT
5 WT WT WT WT WT WT
6 WT WT WT WT WT WT
7 ¢.34G>T p.Glyl2Cys WT ¢.34G>T p.Glyl2Cys WT ¢.34G>T p.Glyl2Cys WT
8 WT WT WT WT WT WT
; wr sae wr s wr sae
10 WT WT WT WT WT WT
11 WT WT WT WT WT WT
12 €.437C>T p.Alaldéval wT p‘ﬁ:{feil wWT p%’if&fal wT
13 ¢.34G>T p.Glyl2Cys WT €.34G>T p.Glyl2Cys WT €.34G>T p.Glyl2Cys wWT
14 ¢.35G>A p.Gly12Asp WT ¢.35G>A p.Gly12Asp WT ¢.35G>A p.Gly12Asp WT
15 ¢.35G>A p.Glyl12Asp WT ¢.35G>A p.Gly12Asp WT ¢.35G>A p.Gly12Asp wWT
16 ¢.35G>A p.Gly12Asp WT ¢.35G>A p.Gly12Asp WT ¢.35G>A p.Gly12Asp WT
17 €.38G>A p.Gly13Asp WT €.38G>A p.Gly13Asp WT ¢.38G>A p.Glyl3Asp wWT
18 ¢.38G>A p.Gly13Asp WT ¢.38G>A p.Gly13Asp WT ¢.38G>A p.Gly13Asp WT
19 c.183A>C p.GIn61His WT c.183A>C p.GIn61His WT ¢.183A>C p.GIn61His WT
20 WT WT WT WT WT WT
21 WT WT WT WT WT WT
22 WT WT WT WT WT WT
23 WT WT WT WT WT WT
24 WT WT WT WT WT WT
25 c.34G>A p.Gly12Ser WT ¢.34G>A p.Gly12Ser WT ¢.34G>A p.Gly12Ser WT
26 WT WT WT WT WT WT
27 ¢.35G>A p.Gly12Asp WT ¢.35G>A p.Gly12Asp WT ¢.35G>A p.Gly12Asp WT
28 WT WT WT WT WT WT
29 ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val WT
30 ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val WT
31 WT WT WT WT WT WT
32 ¢.38G>A p.Gly13Asp WT ¢.38G>A p.Gly13Asp WT ¢.38G>A p.Gly13Asp WT
33 c.38G>A p.Gly13Asp WT ¢.38G>A p.Gly13Asp WT c.38G>A p.Gly13Asp WT
34 c.38G>A p.Gly13Asp WT ¢.38G>A p.Gly13Asp WT ¢.38G>A p.Gly13Asp WT
35 WT WT WT WT WT WT
36 c.38G>A p.Gly13Asp WT ¢.38G>A p.Gly13Asp WT ¢.38G>A p.Gly13Asp WT
37 WT WT WT WT WT WT
38 WT WT WT WT WT WT
39 WT WT WT WT WT WT
40 ¢.38G>A p.Gly13Asp WT ¢.38G>A p.Gly13Asp WT ¢.38G>A p.Gly13Asp WT
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4.2.3.2. Reproducibilidad de la técnica de SNaPshot

Para evaluar la reproducibilidad de la técnica de SNaPshot se analizaron las mismas 40 muestras de
ADN que para la repetibilidad, pero en este caso el andlisis realizado fue en dos laboratorios

diferentes: Genia Uruguay y Genia Argentina.

Como se observa en la Tabla 12, hubo concordancia entre los resultados obtenidos por el Laboratorio
Genia Uruguay y aquellos obtenidos en el Laboratorio Genia Argentina, tanto para las mutaciones en
el gen KRAS como para aquellos en el gen NRAS. Por lo tanto se consideré que la reproducibilidad
fue del 100%.

Los resultados obtenidos por el Laboratorio Genia Argentina fueron gentilmente cedidos por los
miembros de dicho laboratorio.
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Tabla 12: Reproducibilidad. Andlisis de 40 muestras de tejidos FFPE en:
Genia Uruguay (Laboratorio 1) y Genia Argentina (Laboratorio 2).

Muestra SNaPshot Laboratorio 1 SNaPshot Laboratorio 2
KRAS NRAS KRAS NRAS

1 WT WT WT WT
2 WT WT WT WT
3 WT WT WT WT
4 WT WT WT WT
5 WT WT WT WT
6 WT WT WT WT
7 ¢.34G>T p.Glyl2Cys WT €.34G>T p.Glyl2Cys WT
8 WT WT WT WT
9 WT c.183A>C p.GIn61His WT c.183A>C p.GIn61His
10 WT WT WT WT
11 WT WT WT WT
12 c.437C>T p.Alal46Val WT c.437C>T p.Alal46Val WT
13 ¢.34G>T p.Glyl2Cys WT €.34G>T p.Glyl2Cys WT
14 ¢.35G>A p.Gly1l2Asp WT c.35G>A p.Glyl2Asp WT
15 c.35G>A p.Gly12Asp WT c.35G>A p.Glyl2Asp WT
16 c.35G>A p.Gly12Asp WT c.35G>A p.Glyl2Asp WT
17 ¢.38G>A p.Gly13Asp WT €.38G>A p.Gly13Asp WT
18 ¢.38G>A p.Gly13Asp WT €.38G>A p.Gly13Asp WT
19 ¢.183A>C p.GIn61His WT c.183A>C p.GIn61His WT
20 WT WT WT WT
21 WT WT WT WT
22 WT WT WT WT
23 WT WT WT WT
24 WT WT WT WT
25 c.34G>A p.Glyl2Ser WT ¢.34G>A p.Glyl2Ser WT
26 WT WT WT WT
27 ¢.35G>A p.Gly12Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp WT
28 WT WT WT WT
29 ¢.35G>T p.Gly12val wT ¢.35G>T p.Glyl2val wWT
30 ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val WT
31 WT WT WT WT
32 c.38G>A p.Gly13Asp WT c.38G>A p.Glyl3Asp WT
33 c.38G>A p.Gly13Asp WT c.38G>A p.Glyl3Asp WT
34 ¢.38G>A p.Gly13Asp WT €.38G>A p.Gly13Asp WT
35 WT WT WT WT
36 c.38G>A p.Gly13Asp WT c.38G>A p.Glyl3Asp WT
37 WT WT WT WT
38 WT WT WT WT
39 WT WT WT WT
40 ¢.38G>A p.Gly13Asp WT €.38G>A p.Gly13Asp WT
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4.2.4. Exactitud (o desempefio) de la técnica de SNaPshot

La exactitud de un procedimiento analitico expresa el grado de concordancia entre el valor aceptado
como verdadero (o el valor de una referencia) y el valor hallado al realizar el ensayo. Para el caso de
la técnica de SNaPshot, cuyos resultados son cualitativos, se determind la concordancia entre los
resultados positivos 0 negativos de la técnica con los resultados considerados verdaderos segun la
técnica de referencia o valores de ADNs de referencia. La exactitud se expresa como la concordancia
de positivos (%) y concordancia de negativos (%) (49,51,52).

4.2.4.1. Comparacién con técnicas de referencia

Se analizaron 88 muestras de pacientes con mMCRC por la técnica de SNaPshot y se comparé con:
1) método de secuenciacion masiva NGS (Next Generation Sequencing); 2) método de secuenciacion
de Sanger; o 3) método de Real time (Kit Real time previamente validado por el laboratorio Genia

Uruguay). La Tabla 13 muestra los resultados de las cuatro técnicas comparadas.

78



Tabla 13: Exactitud. Comparacion de los resultados obtenidos para 88 muestras por la técnica de
SNaPshot, NGS, Sanger o kit de Real time.

Cédigo de SNapShot NGS Sanger Kit Real time
muestras KRAS NRAS KRAS NRAS KRAS KRAS
1 wWT WT wWT WT wT
2 wWT WT wWT WT wT
3 wWT WT wWT WT wT
4 WT WT wWT WT wT
5 wWT WT wT wWT wT
6 WT WT wWT WT wT
7 ¢.34G>T p.Glyl2Cys WT €.34G>T p.Glyl2Cys WT ¢.34G>T p.Glyl2Cys |c.34G>T p.Glyl2Cys
8 WT WT WT WT WT
9 wWT c.183A>C p.GIn61His wWT c.183A>C p.GIn61His wT
10 WT WT WT WT WT
11 WT wWT WT WT WT
12 c.437C>T p.Alal46Val WT c.437C>T p.Alal46Val WT
13 ¢.34G>T p.Gly12Cys wT ¢.34G>T p.Gly12Cys wT €.34G>T p.Gly12Cys |c.34G>T p.Glyl2Cys
14 c.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp wWT ¢.35G>A p.Glyl2Asp |c.35G>A p.Glyl2Asp
15 c.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp |c.35G>A p.Glyl2Asp
16 c.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp |c.35G>A p.Glyl2Asp
17 c.38G>A p.Glyl3Asp WT c.38G>A p.Glyl3Asp wWT ¢.38G>A p.Glyl3Asp [c.38G>A p.Glyl3Asp
18 c.38G>A p.Glyl3Asp WT ¢.38G>A p.Glyl3Asp WT ¢.38G>A p.Glyl3Asp |c.38G>A p.Glyl3Asp
19 c.183A>C p.GIn61His WT c.183A>C p.GIn61His wWT c.183A>C p.GIn61His
20 WT WT wWT wWT wT
21 WT WT WT WT WT
22 WT wWT WT WT WT
23 WT WT WT WT WT
24 WT WT WT WT WT
25 c.34G>A p.Glyl2Ser WT c.34G>A p.Glyl2Ser wWT €.34G>A p.Glyl2Ser |c.34G>A p.Glyl2Ser
26 wWT WT wWT wWT wT
27 c.35G>A p.Glyl2Asp WT c.35G>A p.Glyl2Asp wWT ¢.35G>A p.Glyl2Asp |c.35G>A p.Glyl2Asp
28 wWT WT wWT wWT wT
29 ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val | c.35G>T p.Glyl2val
30 ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val | c.35G>T p.Glyl2val
31 WT WT wWT WT wT
32 c.38G>A p.Glyl3Asp WT c.38G>A p.Glyl3Asp wWT c.38G>A p.Glyl3Asp |c.38G>A p.Glyl3Asp
33 c.38G>A p.Glyl3Asp WT ¢.38G>A p.Glyl3Asp wWT €.38G>A p.Glyl3Asp
34 c.38G>A p.Glyl3Asp WT c.38G>A p.Glyl3Asp wWT ¢.38G>A p.Glyl3Asp |c.38G>A p.Glyl3Asp
35 wT wT c.436G>A p.AlaldBThr (req. 595 wT wT
36 c.38G>A p.Glyl3Asp WT ¢.38G>A p.Glyl3Asp |c.38G>A p.Glyl3Asp
37 wWT WT wT WT wT
38 wWT wT €.38G>A p.Gly13ASD (req. 105 wT wT
39 wWT WT wT wWT wT
40 c.38G>A p.Glyl3Asp WT c.38G>A p.Glyl3Asp WT ¢.38G>A p.Glyl3Asp |c.38G>A p.Glyl3Asp
41 c.436G>A p.Alal46Thr WT c.436G>A p.Alal46Thr wWT c.436G>A p.Alal46Thr wT
42 wWT c.182A>T p.GIn61Leu wWT C.182A>T p.GIn61Leu wWT
43 c.37G>T p.Glyl3Cys WT c.37G>T p.Glyl3Cys WT
44 ¢.34G>T p.Glyl2Cys WT €.34G>T p.Glyl2Cys WT ¢.34G>T p.Glyl2Cys |c.34G>T p.Glyl2Cys
45 c.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp wWT WT
46 ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val | c.35G>T p.Glyl2val
47 ¢.35G>A p.Glyl2Asp WT c.35G>A p.Glyl2Asp wWT ¢.35G>A p.Glyl2Asp |c.35G>A p.Glyl2Asp
48 ¢.35G>T p.Gly12val wT ¢.35G>T p.Gly12val wT ¢.35G>T p.Glyl2val |c.35G>T p.Glyl2val
49 wWT WT wWT WT wT
50 wWT WT wWT wWT wT
51 ¢.34G>T p.Glyl2Cys WT c.34G>T p.Glyl2Cys wWT ¢.34G>T p.Glyl2Cys |c.34G>T p.Glyl2Cys
52 ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val | c.35G>T p.Glyl2val
53 wWT WT wT wWT wT
54 ¢.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp
55 c.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp |c.35G>A p.Glyl2Asp
56 ¢.34G>T p.Glyl2Cys WT €.34G>T p.Glyl2Cys wWT €.34G>T p.Glyl2Cys
57 c.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp
58 WT wWT WT WT WT
59 c.38G>A p.Glyl3Asp WT c.38G>A p.Glyl3Asp WT c.38G>A p.Glyl3Asp
60 c.34G>A p.Glyl2Ser WT ¢.34G>A p.Glyl2Ser wWT c.34G>A p.Glyl2Ser
61 WT WT WT WT WT
62 wWT WT wWT wWT wT
63 wWT WT wWT WT wWT
64 WT c.181C>A p.GIn61Lys wWT c.181C>A p.GIn61Lys wT
65 ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val wWT ¢.35G>T p.Glyl2val
66 ¢.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp
67 ¢.34G>T p.Glyl2Cys WT €.34G>T p.Glyl2Cys
68 WT wWT WT WT WT
69 WT WT WT WT WT
70 WT wWT WT WT WT
71 c.38G>A p.Glyl3Asp WT c.38G>A p.Glyl3Asp wWT €.38G>A p.Glyl3Asp
72 ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val WT ¢.35G>T p.Glyl2val
73 WT WT WT WT WT
74 wWT WT wWT wWT wT
75 wWT WT wWT WT wT
76 c.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp wWT c.35G>A p.Glyl2Asp
77 c.35G>A p.Glyl2Asp WT c.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp
78 ¢.34G>A p.Glyl2Ser WT ¢.34G>A p.Glyl2Ser WT c.34G>A p.Glyl2Ser
79 wWT ¢.183A>C p.GIn61His wT €.183A>C p.GIn61His wT
80 WT wWT WT WT WT
81 WT WT WT WT WT
82 WT WT WT WT WT
83 WT WT wWT WT wT
84 ¢.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp WT c.35G>A p.Glyl2Asp
85 c.38G>A p.Glyl3Asp WT c.38G>A p.Glyl3Asp WT c.38G>A p.Glyl3Asp
86 c.35G>A p.Glyl2Asp WT ¢.35G>A p.Glyl2Asp WT c.35G>A p.Glyl2Asp
87 wWT WT wT wWT wT
88 WT WT WT WT WT
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4.2.4.1.1. Comparacion de latécnica de SNaPshot con NGS.

El método de NGS es considerado un método de referencia ya que permite el analisis de la secuencia
completa de una regién de interés. Ademas presenta una buena sensibilidad para la deteccion de
SNPs, en el entorno al 5%. Con el prop6sito de determinar cuan exacta era la técnica de SNaPshot
en comparacion con NGS se evaluaron 85 muestras por NGS y por SNaPshot (170 reacciones, 85
para el gen KRAS y 85 para el gen NRAS). En la Tabla 13 se muestran los resultados obtenidos con

la técnica de SNaPshot y los resultados obtenidos por NGS.

Si se observa la Tabla 13, se aprecia que en los 85 andlisis por NGS se identificaron 47 mutaciones
para KRAS o NRAS y 123 no mutados (WT) para KRAS y/o NRAS. Al comparar NGS con SNaPshot,
se obtuvieron los mismos resultados WT para KRAS y/o NRAS. De éste dato se desprende que hubo
123 verdaderos negativos, 0 sea que muestras que segun la técnica de referencia, NGS, eran
negativas también lo fueron para la técnica en estudio. Por otro lado, en NGS se determiné que 47
muestras presentaban mutaciones. De esas 47 muestras mutadas, SNaPshot coincidié en el
resultado de 45 de ellas. Las otras 2 que NGS determiné como mutadas, SNaPshot las determiné
como WT. Las 45 muestras que coincidieron fueron verdaderos positivos, o sea muestras que tenian
mutaciones segin NGS, SNaPshot también las detectd. En cuanto a las 2 muestras en las que no
coincidi®6 NGS con SNaPshot, como se toma como referencia NGS, se consider6 que SNaPshot
present6 2 falsos negativos, resultados que eran positivos segin NGS y SNaPshot los detecté como

negativos.

A partir de los resultados anteriores se desprende que la exactitud analitica de la técnica de
SNaPshot con respecto a NGS fue de 99%.

4.2.4.1.2. Comparacion de latécnica de SNaPshot con Sanger.

Una vez comparados los resultados de la técnica de SNaPshot para 85 muestras con la técnica de
alta sensibilidad, NGS, se decidi6 comparar con el método “Gold Standard”: secuenciacion Sanger.
Para ello se analizo el gen KRAS por el método de Sanger para aquellas muestras que por SNaPshot

presentaron m utaciones.

Se evalu6 un grupo de 24 muestras (ver Tabla 13) que mostraron poseer una mutacion por
SNaPshot. En todos los casos los resultados obtenidos por SNaPshot coincidieron con aquellos
obtenidos por secuenciacion Sanger. Por lo tanto, la exactitud de la técnica de SNaPshot con

respecto a Sanger fue del 100%.
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4.2.4.1.3. Comparacion de latécnica de SNaPshot con Kit de Real time
(Laboratorio Genia).

Una tercera técnica contra la cual se evalud la exactitud del método de SNaPshot fue la técnica de
Real time, utilizando el kit de Real time PCR del Laboratorio Genia. Este kit fue puesto a punto y
validado previamente por el Laboratorio Genia para la deteccién de las siete mutaciones mas
frecuentes en el gen KRAS, que son: ¢.34G>A p.Glyl2Ser; ¢.34G>C p.Glyl2Arg; ¢.34G>T
p.Glyl2Cys; ¢.35G>A p.Gly12Asp; ¢.35G>C p.Glyl12Ala; ¢.35G>T p.Glyl2Val; c.38G>A p.Gly13Asp.

Para ello, se analizaron 85 muestras (85 reacciones) mediante la técnica de SNaPshot y mediante el
Kit de Real time para el gen KRAS (los datos fueron gentilmente cedidos por el Laboratorio Genia
Argentina) (ver Tabla 13). De las 85 muestras estudiadas por ambas técnicas, el kit de Real time
detecté como WT 46 muestras y 39 con presencia de mutaciones. En cuanto a los resultados por la
técnica de SNaPshot, de las 46 muestras WT por el kit, se detectaron 45 como WT y 1 como mutada.
Esta dltima se define como falso positivo, ya que se detectdé una mutacién cuando, segun la técnica
de referencia, no fue una muestra mutada. Las 39 muestras mutadas segun el kit de Real time,
también lo fueron segin SNaPshot. Por lo tanto, el resultado de exactitud por comparacion de la

técnica de SNaPshot con el kit de Real time fue de 99%.

Si se hace una comparacién general de los resultados obtenidos con la técnica de SNaPshot con los
resultados obtenidos con las otras técnicas de referencia: NGS, Sanger y Real time (ver Tabla 13), se
puede observar que en todos los casos se logré una exactitud cercana al 100%. En el caso de la
comparacion con el kit de Real time, SNaPshot no coincidié en el resultado de la muestra n°45. Sin
embargo, esa muestra analizada por NGS coincidié con la técnica de SNaPshot. Considerando que
NGS es la técnica de mayor sensibilidad (aprox. 5%), segln éste resultado, se podria deducir que la
técnica de SNaPshot tuvo una sensibilidad mayor al kit de Real time para esta muestra, dado que
coincidid con NGS. Por otro lado en los dos casos en donde SNaPshot no coincidié con NGS
(muestras n°35 y n°37, Tabla 13), se aprecia que en ambas muestras NGS detectd mutaciones con
frecuencias menores a 12,5% (8,9% y 10%, respectivamente), que es el limite de deteccion de
SNaPshot (y especificamente de las mutaciones c.436G>A p.Alal46Thr y ¢.38G>A p.Glyl3Asp de
KRAS). Por lo tanto, es esperable que SNaPshot no detecte mutaciones en las muestras 35y 38, y

gue NGS si lo haga.

Cabe destacar que en todos los casos donde SNaPshot y otras técnicas detectaron una mutacién en

la muestra, la mutacion fue la misma segin cada técnica.
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4.2.4.2. Deteccion de mutaciones en ADNs de referencia

La segunda forma de determinar la exactitud de la técnica de SNaPshot fue evaluando la capacidad
del mismo para detectar las mutaciones o ausencia de ellas en cada uno de los ADNs de referencia
adquiridos en la empresa Horizon Diagnostic. Estos andlisis coincidieron con los realizados para la

prueba de especificidad (ver item 4.2.2).

Se analizaron 16 ADNs de referencia, 9 mutados para el gen KRAS, 5 mutados para el gen NRAS y
los ADNs WT para ambos genes. Con la técnica de SNaPshot se pudieron identificar todas las
mutaciones presentes en cada uno de los ADNs de referencia con una concordancia del 100% para
las 14 mutaciones presentes en el estudio. También se evaluaron dos ADN WT, tanto para KRAS
como para NRAS, siendo ambos correctamente genotipados. Por lo tanto, la exactitud analitica de

latécnica de SNaPshot al evaluar ADNs de referencia fue del 100%.

4.2.5. Resumen validacion de la técnica de SNaPshot

En la Tabla 14 se presenta un resumen de la validacién de la técnica de SNaPshot. En la misma se
indican los valores de los parametros dentro de los cuales se deben encontrar los resultados

obtenidos con la técnica de SNaPshot para ser confiable.

Tabla 14: Resumen de los resultados de la validacion de la técnica de SNaPshot.

Parametro Actividad ml’]lescisas Tipo de muestras er?lsa?/%s Resultado
KRAS:
55 RFU
Limite del blanco Analisis de negativos 50 H,O 100
NRAS:
118 RFU
Andlisis de muestras
L|m|te‘qe con porcentaje 14 ADNs de referencia 42 12,5%
deteccion conocido de cada
mutacion
Andlisis de muestras
Especificidad con mutaciones 14 ADNSs de referencia 42 100%
conocidas
Analisis de un mismo
grupo de muestras, ADNSs provenientes de
Repetibilidad realizado 3 dias 40 tejido tumoral en taco 240 100%
diferentes, por el de parafina
mismo operador
Andlisis de un grupo de ADNSs provenientes de
Reproducibilidad muestras en diferentes 40 tejido tumoral en taco 160 100%
laboratorios de parafina
Comp?racién de 88 ADNSs de tejido tumoral 176+ 99-100%
Exactitud . metodos en taco de parafina
Anélisis de muestras 16 ADNs de referencia 16 100%
conocidas

*Los 176 ensayos corresponden a las pruebas realizadas con la técnica de SNaPshot.
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4.3. Distribucion de mutaciones en muestras de pacientes con mCRC.

Con el propésito de hacer un estudio global de los resultados obtenidos tras la puesta a punto de la
técnica de SNaPshot, se analizé un grupo de muestras provenientes de pacientes con mCRC. Para
ello se tomaron al azar 100 muestras y se analizaron los genes KRAS y NRAS con la técnica de
SNaPshot. Los datos de este estudio se resumen en la Tabla 15 donde se indica la proporcion de

muestras mutadas y no mutadas (WT), asi como las mutaciones mas frecuentemente encontradas.

En la Tabla 15 se observa la prevalencia de mutaciones en KRAS, especialmente en el exén 2,
siendo un 45% del total de las muestras analizadas. Dentro del exén 2 de KRAS la mutacion de
mayor frecuencia es ¢.35G>A p.Gly12Asp. Los exones 3 y 4 de KRAS no presentaron un porcentaje
significativo de muestras mutadas en dichos exones. En lo que refiere a NRAS, las mutaciones que

aparecieron en las 100 muestras analizadas se encontraron Unicamente en el exén 3.

Otro dato interesante que se obtiene de los resultados de la Tabla 15 es que en ningln caso
estudiado hubo dos mutaciones a la vez, ya sea en el mismo gen o en los dos genes (KRAS y NRAS)
al mismo tiempo. Para sacar una conclusion al respecto se deberian analizar un nimero mayor de

muestras.
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Tabla 15: Mutaciones halladas en los genes KRAS y NRAS, en 100 muestras.

KRAS %
WT 49
Mutadas totales 51
» Mutados en exon 2 45

e C.34G>A p.Glyl2Ser 3

e .34G>T p.Glyl2Cys 7

e C.35G>A p.Glyl12Asp 14

e .35G>T p.Glyl2val 10

e .37G>T p.Gly13Cys 1

e .38G>A p.Gly13Asp 10

» Mutados en exén 3 3

e C.175G>A p.Ala59Thr 1

e .181C>A p.GIn6lLys 1

e .183A>C p.GIn61His 1

» Mutados en exon 4 3

e .436G>A p.Alal46Thr 1

e C.436G>A p.Alal46Thr 1

e .437C>T p.Alal4éVal 1

NRAS %
WT 94
Mutadas 4
» Mutados en exén 3 4

e C.183A>C p.GIn61His 2

e C.182A>T p.GIn6lLeu 1

e C.181C>A p.GIn6lLys 1

Totales mutados en KRAS o NRAS 55
Totales WT en KRAS y NRAS 45
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5. ANALISIS ECONOMICO

Con el propodsito de conocer el costo total al realizar la técnica de SNaPshot para el diagnostico de
mutaciones en los genes KRAS y NRAS en pacientes con mCRC, se realizd un analisis econdémico.
Este andlisis incluyo el costo en plasticos, reactivos y recursos humanos (RRHH). En la Tabla 16 se
detallan los costos por etapa de la técnica de SNaPshot para el diagnostico de una Unica muestra o
diez de ellas. El costo en RRHH en base a las horas de trabajo de un operario, se estimé segln un

tiempo de trabajo méaximo.

Tabla 16: Costo de la técnica de SNaPshot. Se presentan los costos de forma diferencial segun la etapa de la
técnica, los plasticos, reactivos y RRHH. Dichos costos se diferencian segin sea 1 muestra o 10 muestras.
Los costos en RRHH son iguales para 1 muestra'y 10 muestras.

1 muestra 10 muestras
Etapa de la Costo en Costoen  Costo en Total Costoen  Costo en Total
t éF::ni o RRHH plasticos reactivos 1 plasticos  reactivos 10
(u$s7,5/hr) (u$s) (u$s) muestra (u$s) (u$s) muestras
Extraccioén de 113 15 11,0 23,8 3,5 110 124,8
ADN
Diluciones ADN y
gPCR 8,7 2,2 4,1 15,0 41,3 20,0 70,0
PCR de exones y
gel agarosa 11.0 10 6,5 18,5 32 13,0 27,2
Purificaciones 7,5 0,9 3,0 11,4 5,9 30,1 41,7
Reaccion de
SNaPshot 7,5 1,1 18,3 26,9 15,4 183 205,9
Electroforesis 75 0,9 12,0 20,4 2,0 120 129,5
capilar
Costo parcial 53,5 7,6 54,9 71,3 476,1
Costo total u$s116 U$s599

Como se observa en la Tabla 16, el costo total de la técnica de SNaPshot para una Gnica muestra es
de u$s 116. Este costo es relativamente alto si se lo compara con otras técnicas de diagndéstico. Sin
embargo, si se analizan diez muestras al mismo tiempo, el costo por muestra pasa a ser de u$s 60.
Esta gran disminucioén del costo se da porque ciertos plasticos y reactivos se utilizan de igual manera
para una muestra como para diez. Ademas, el costo en RRHH se estimo6 segin un tiempo maximo.
Por lo tanto, considerando que el tiempo de trabajo de un operario para analizar una muestra o diez

es similar, el costo en RRHH se lo considerd constante.
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6. DISCUSION GENERAL

Como se menciond al comienzo del trabajo, el CRC es una enfermedad que afecta a millones de
personas a nivel mundial. En dicha enfermedad puede estar alterada la via de sefializacion mediada
por EGFR. Dentro de esta via existen dos proteinas de gran importancia: KRAS y NRAS. Las mismas
estan codificadas por oncogenes en los cuales la presencia de determinadas mutaciones
desencadena la activacion constitutiva de la via de EGFR e impide la respuesta del paciente a
tratamientos con anticuerpos monoclonales especificos contra este receptor. Es por este motivo que
se necesitan técnicas diagnésticas que permitan saber si el paciente presenta mutaciones en los
genes KRAS y NRAS para poder utilizar o no dichos tratamientos. Lo que se realiz6 en este trabajo
fue la puesta a punto y la validacién de la técnica de SNaPshot, la cual permite diagnosticar la
presencia o ausencia de 56 mutaciones en los exones 2, 3y 4 de los genes KRAS y NRAS.

Al momento de elegir una técnica para trabajar en diagnostico, la misma debe ponerse a punto para
lograr confiabilidad y robustez. Es por este motivo que se realizé una optimizacion de las etapas de
mayor importancia en la técnica de SNaPshot. Los grandes desafios que se presentaron fueron: la
cuantificacion de ADN degradado proveniente de tejidos FFPE, la optimizacion de la PCR de exones,
la existencia de interferencias por hibridacion de cebadores en la reaccién de SNaPshot y la
interpretacion de los resultados tomando en cuenta interferencias generadas por problemas en la

purificacion.

La utilizacién de muestras de tejidos parafinados (FFPE) fue uno de los mayores inconvenientes en la
técnica ya que se daban tres fendmenos desfavorables: baja cantidad de ADN, degradacién de ADN
y existencia de inhibidores de la PCR. Debido al procesamiento de la muestra, desde la obtencién del
tejido hasta la seleccion de la porcién tumoral en ese tejido por el anatomo-patélogo, la cantidad de
células finales de las cuales se pudo obtener ADN fue bajo, en comparacion con las presentes en otro
tipo de muestras como sangre o saliva. Ademas, los componentes que acompafiaban la muestra y, el
tiempo entre la primera etapa y la cuantificacion de ADN, hicieron que el ADN se encontrara muy

degradado y en presencia de inhibidores.

La degradacion del ADN en muestras FFPE imposibilita la amplificacion de fragmentos grandes en
una PCR. Esto tiene como consecuencia que la cantidad de “ADN amplificable” necesario para la
PCR de exones (100-200pb) fuera bajo. “ADN amplificable” se entiende (en este trabajo) como el
ADN que puede ser amplificado en la PCR de exones por poseer un tamafio suficientemente grande
y poco inhibidor. Para valorar el “ADN amplificable” en contraposicion al ADN total se realiz6 una
gPCR. Con esta metodologia se logré evaluar el ADN contenido en las diluciones de cada muestra, y
encontrar aquella que tuviera una cantidad de ADN aceptable (mayor a 0,02ng/pl) y que a su vez no

presentara inhibidores de la PCR.
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Por un lado, se seleccionaron los cebadores hTERT163 que permitieron evaluar las muestras en
términos de la amplificacion de fragmentos similares en tamafio a los que fue necesario amplificar en
la PCR de exones. Por otro lado, el estudio de las diluciones seriadas al medio de las muestras en la
gPCR permitié evaluar de forma clara la existencia de inhibidores. Para ello fue necesario analizar las
curvas de amplificacion de cada una de las diluciones de cada muestra. El andlisis del
comportamiento de las curvas de amplificacién fue una manera de detectar la inhibicion ya que en
aquellas muestras con ausencia de inhibidores, las diluciones seriadas presentaban curvas de
amplificacion con pendientes paralelas (ver Anexo 3). Sin embargo, cuando se observ6 una caida de
la pendiente en alguna de las diluciones, se denot6 inhibicién. Si se observa nuevamente la Figura
11, se puede decir que las muestras con ausencia de inhibicion presentaron un patréon de
amplificacion similar entre las diluciones, en donde las pendientes de las diferentes curvas fueron
paralelas. Por consiguiente como criterio para el futuro, en el caso en que alguna de las diluciones de
una muestra presentase inhibicién habria que buscar aquella dilucion en donde la diferencia de CT
con la dilucion posterior sea cercana a 1 y las pendientes sean paralelas. Un ACT diferente a 1 es
indicador de inhibicién en la muestra més concentrada. En cambio si es 1 quiere decir que la muestra

mas concentrada ya no tiene inhibicion.

Para las muestras FFPE estudiadas en este trabajo, estos criterios (ACT y curvas paralelas)
funcionaron bien para distinguir muestras con niveles de inhibicion no muy elevados. Sin embargo,
durante el trabajo existieron una proporcion significativa de muestras donde no se veia amplificacién.
Esto podia deberse a ausencia de ADN en las muestras o una inhibicion total de las mismas. Por lo
tanto, evaluando las curvas de amplificacion no se podia detectar el problema. Una forma de
distinguir entre una muestra inhibida o sin ADN fue evaluando la fluorescencia en los primeros ciclos

de amplificacion en la gPCR.

Como se menciond en resultados y discusién, durante el trabajo se observaron muestras con niveles
de fluorescencia muy altos en ciclos tempranos de la gPCR independientemente del nivel de
amplificacion. Con un estudio de correlacién entre muestras inhibidas y no inhibidas, se pudo
establecer un valor por encima del cual la muestra presentaria impurezas importantes y
probablemente inhibicion. Para ello, se realizé el cociente entre la fluorescencia (SYBR Green) en el
ciclo 5 de cada muestra sobre la fluorescencia del ADN puro (ADN 5,56ng/pl) y se considerd que un
cociente mayor a 1,5 era indicador de inhibicién. Este coeficiente fue utilizado en este trabajo como

otro criterio para evaluar la calidad de las muestras provenientes de tejidos FFPE.

Debido a que la qPCR fue un paso crucial al comienzo de la técnica de SNaPshot porque permitié
cuantificar y elegir la dilucion de la muestra con la que se continu6 trabajando, fue importante verificar
gue el producto generado en cada gPCR fuera el esperado. Para ello, una opcion, en este trabajo, fue
analizar la Tm del producto amplificado. Dicha Tm debi6é ser la misma que la Tm obtenida al

amplificar los ADNs de la curva estandar. En aquellos casos donde se encontr6 una muestra con Tm

87



distinta a la esperada, se considerd que la concentracion relativa de ADN medida por gPCR no era
real. Esta diferencia en Tm se podria generar por hibridacion de cebadores en muestras donde las
condiciones fisicoquimicas de la reaccién fueron diferentes a lo habitual. En el caso de muestras

FFPE podria ser debido a la presencia de solutos presentes en las propias muestras.

Otro punto importante en la qPCR fue contar con una curva estandar de ADN gendémico “puro” con
alta eficiencia y R® cercanas a los valores 6ptimos (R*=1 y %ef=100%), ya que a partir de dicha curva

se extrapolaron las concentraciones relativas de las muestras.

Retomando los conceptos anteriores sobre la qPCR, se pudieron establecer una serie de criterios
para facilitar el andlisis de muestras. Los criterios fueron: 1. tomar como referencia la amplificacion de
la curva estandar realizada con ADN gendmico “puro” (Rz, pendiente, eficiencia, linea de base y
umbral); 2. utilizar muestras con una concentracion minima de 0,02ng/ul para proseguir con el
diagndstico (PCR de exones y reaccion de SNaPshot); 3. verificar el control negativo; 4. analizar las
curvas de amplificaciéon de las diluciones de cada muestra a evaluar: Tm (para verificar que sea el
producto esperado), CT de cada dilucién, pendiente de la curva de amplificacién y fluorescencia en
ciclos tempranos. Con estos criterios se mejord la eleccion de las diluciones de las muestras, en

comparacién a como se realizaba anteriormente en el laboratorio.

Luego de la eleccidn de la dilucién correcta de la muestra, la técnica contindia con la PCR de exones.
Esta etapa esta relacionada con la gPCR ya que el funcionamiento de la PCR de exones depende de
la adecuada eleccién de la muestra. Empiricamente se observd que la qPCR era mas sensible a
inhibidores que la PCR. De hecho, en algunos casos, cuando se observaron los productos de la PCR
(en los geles de agarosa al 3%) de muestras con cantidad de ADN cercano a 0,04ng (segun gPCR)
las bandas se vieron de forma clara y con una intensidad mayor o similar a la del control positivo de
0,04ng (cantidad conocida de ADN). Estos resultados demostraron que la gPCR podia subestimar la
cantidad de ADN. A pesar de esto, dado que 0,04ng de ADN equivaldria a 6-7 células humanas (12 a
14 cromosomas), un nimero de células muy pequefio como para detectar una mutacion heterocigota
somatica, se considero que era mejor continuar trabajando con muestras con un ADN mayor o igual a
0,02ng/pl segun la qPCR, aunque se subestimara la concentracion. En resumen, este valor limite
permitid evaluar las muestras de tejidos FFPE, donde aquellas con menor concentracion que el limite

minimo establecido no debian continuar con el diagnéstico y se debia repetir la extraccion de ADN.

En la PCR de exones el mayor inconveniente fue la amplificacion del exén 4 de KRAS. Con el
propdsito de solucionar el problema se hicieron pruebas con cebadores internos, los cuales fueron
descartados porque no presentaron una eficiencia superior a los cebadores KRAS ex4 originales.
Como propuesta a futuro se podrian disefiar nuevos cebadores que lograran una eficiencia mayor a
los usados en este trabajo. Cabe destacar que existe dificultad a la hora de disefiar cebadores que

amplifiquen los codones 117 (pos. 351) y 146 (pos.436 y 437) del exon 4 en el mismo fragmento ya
88



gue los mismos se encuentran distanciados por mas de 80pb (ver Anexo 4) y en un contexto
genémico muy rico en AT. Esto hace que el fragmento generado por los cebadores sea grande y
dificil de amplificar desde ADN proveniente de muestras FFPE.

Otro punto importante en la PCR de exones fue la amplificacién de varios fragmentos en la misma
reaccion (los exones 2, 3y 4 a la vez, para cada gen por separado). Para ello se utilizé6 una Taq
adecuada para reacciones muiltiples cuya tasa de error es de 1x10™ pb (segin el fabricante). Pese a
esto se hicieron ensayos con enzimas Proof-reading (datos no mostrados), cuya tasa de error era
menor a la Taq utilizada (1x10°® bp) (55). Sin embargo, la enzima no fue eficiente a la hora de hacer
PCRs mudltiples. En resumen, en la puesta a punto fue méas importante realizar una PCR que
permitiera obtener cantidades de producto amplificado suficiente para proseguir con la técnica que

tener una alta fidelidad en la amplificacion.

En cuanto a la reaccion de SNaPshot, etapa de especial interés en este trabajo, se presté especial
atencion a los problemas generados por la interferencia provocada por hibridacién inespecifica entre
cebadores. Como se vio en los resultados del trabajo, el cebador NRAS pos.34 se hibridaba con los
cebadores NRAS pos.35 y NRAS pos.37, generando un pico inespecifico en los electroferograma en
la posicion 34, que provocé confusion a la hora de evaluar resultados de muestras de pacientes con
MCRC. La aparicion de dicha interferencia sobre-estimaria la presencia del alelo wt en la muestra de
tejido FFPE. La estrategia que se tomé para evitar esto fue dividir la reaccion de SNaPshot para
NRAS en dos, separando el cebador NRAS pos.34. Los resultados fueron positivos y permitieron
resolver el problema. Sin embargo, la separacion en dos reacciones generé un aumento en el tiempo
operacional y en el costo de realizacion de la técnica. A pesar de esto, dado que es una técnica de
diagndstico, fue imperioso lograr interpretar correctamente los resultados, por lo que en el balance se

favorecié la calidad del diagnéstico frente al aumento del tiempo operacional y el costo.

Con la experiencia adquirida en este trabajo se prevé la posibilidad de detectar mas mutaciones en
los genes KRAS y NRAS por la técnica de SNaPshot. Esto va a necesitar de un cambio en la técnica
de SNaPshot ya que para aumentar el nimero de mutaciones analizadas se ha de aumentar el
namero de cebadores en la reaccién. La incorporacion de nuevos cebadores aumentaria la
probabilidad de interferencias como las de la posicion 34 de NRAS. La solucién méas probable seria la
separacion de la reaccion de SNaPshot en mas de una reaccién. Sin embargo, el costo y el tiempo de
la técnica aumentarian a medida que se fracciona la reaccion de SNaPshot y seria menos interesante

como método de diagndstico.

Al igual que la interferencia provocada por hibridacion inespecifica entre los cebadores de SNaPshot,
en este trabajo se detectaron picos inespecificos en aquellos casos donde no hubo una adecuada
actividad de las enzimas de la purificacion: fosfatasa alcalina y exonucleasa I. Dicha interferencia se

solucioné aumentando la cantidad de enzima utilizada y el tiempo de incubacion de las mismas. Para
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aumentar la confiabilidad del analisis, se realizé un estudio tedrico de la ubicacion de los picos
especificos (WT y mutados) para cada posicién, en comparacion con los posibles picos generados
por un mal funcionamiento de la purificacion (ver Tabla 9 y Anexo 5). Esto sirvi6 de apoyo para la
correcta identificacion de los picos especificos, generando una mayor precision en el diagnéstico. A
esto se le suman los resultados obtenidos en la validacién de la técnica de SNaPshot. El LB permitié
diferenciar la sefial inespecifica de la sefial proveniente de la muestra. Por lo tanto, los picos tenues
generados por un ineficiente funcionamiento de la purificacion quedaron excluidos de la sefial tomada

como verdadera.

En la deteccion de mutaciones, el LD permiti6 determinar el porcentaje minimo de cada mutacién
que se podia detectar en un fondo de alelos WT. Dicho valor fue de 12,5%. A pesar de que el LD
podria haber sido menor, haciendo que la técnica fuera mas sensible, el hecho de trabajar con
muestras de tejidos FFPE hizo que esto se dificultara. Las muestras FFPE poseen muy poco ADN, y
como se dijo anteriormente, la cantidad de cromosomas en 0,04ng seria de 12 a 14, un ndmero bajo
para detectar una mutacion heterocigota somética que puede no estar presente en todas las células.
Por lo tanto, si se pretende tener una sensibilidad menor a 10% no se deberia ir por debajo de 0,04ng

de ADN, sino todo lo contrario y trabajar con muestras cercanas a 1ng.

En lo que respecta al resto de los parametros estudiados en la validacion de la técnica de SNaPshot:
especificidad, precision y exactitud, se puede decir que se obtuvieron resultados favorables, con

valores de 100% para los dos primeros parametros y valores entre 99 y 100% para la exactitud.

En este trabajo también se hizo un andlisis estadistico sobre la prevalencia de mutaciones en los
genes KRAS y NRAS en pacientes con mCRC. Al realizar un estudio de 100 muestras se observo
que las muestras se dividen principalmente en dos grupos mayoritarios: aquellas que no presentaron
ninguna de las mutaciones estudiadas en este trabajo (WT=45%) y las que presentaron mutaciones
en el exén 2 de KRAS (45%). El porcentaje restante se dividié entre las muestras mutadas en los
exones 3y 4 de KRAS y los tres exones de NRAS. Valores similares a estos se observaron en otros
estudios donde la cantidad de muestras estudiadas fue mayor. Si se observa la Figura 5, en la
misma se presentan los porcentajes de muestras WT para KRAS (37,7%) y muestras mutadas en el
gen KRAS (47,1%) y en el gen NRAS (4,7%). En este trabajo se observo que existe una tendencia
similar con respecto al estudio de la Figura 5. Las diferencias que puede haber podrian ser debidas a
la sensibilidad de las metodologias utilizadas en cada anélisis o al tamafio del espacio muestral. En la
Figura 5 cuyos datos son tomados de varios trabajos, la mayoria de ellos utiliz6 Sanger como método
de deteccion de mutaciones, el cual tiene un LD menor que la técnica de SNaPshot. Por otro lado, los
resultados de la Figura 5 provienen del estudio de una cantidad de muestras muy alta, lo que lo hace

a un resultado con mayor robustez estadistica.
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Existen otros genes importantes en la via de sefializacion mediada por EGFR que estan implicados
en el mMCRC y podrian condicionar la eficiencia de las drogas anti-EGFR, como por ejemplo BRAF y
PIK3CA. Dichos genes deberan ser diagnosticados en un futuro, al igual que las mutaciones en los
genes KRAS y NRAS. En lo que respecta a la técnica de SNaPshot, la deteccion de mas genes
implicaria un aumento del costo y tiempo de ejecucion, llegando a un punto donde la técnica de
SNaPshot no seria la opcién mas rentable y eficiente. Como ya se ha mencionado, existen otras
técnicas para la deteccién de varias mutaciones en mas de un gen a la vez, sin embargo muchas de
ellas son muy costosas o no se ha estudiado con profundidad su aplicacion en detecciones multiples.
Una de ellas es la técnica de NGS, la misma permite la secuenciacion de multiples regiones del
genoma simultaneamente, lo cual permitiria detectar en una misma reaccidbn mutaciones en varios
genes. Es por ello que se considera como perspectiva a futuro la aplicacion de NGS en la deteccion
de los genes KRAS, NRAS, BRAF y PIK3CA, con un costo similar o menor a la técnica de SNaPshot

para el mismo namero de mutaciones analizadas.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo se logrd poner a punto las etapas mas importantes de la técnica de SNaPshot para la
deteccion de 56 mutaciones en los genes KRAS y NRAS, generando un protocolo para utilizar en
diagnostico clinico. Se definieron criterios para la eleccion de las muestras de ADN provenientes de
tejidos FFPE para poder amplificar los exones de KRAS y NRAS por PCR. Se generé una tabla para
KRAS y NRAS con las posiciones de las bases, mutaciones e interferencias que servira de apoyo
para la interpretacion de los resultados finales en los diagnésticos futuros. Una vez finalizada la
optimizacién de las etapas mas importantes, se definieron los limites y parametros de la validacion.
Los mismos permitieron comprobar que la técnica de SNaPshot era una técnica robusta y sensible
para el diagnostico de mutaciones en los genes KRAS y NRAS. Por lo tanto, se puede decir que se

cumplieron con éxito los objetivos planteados en el origen del trabajo.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo 1. Protocolo inicial para diagnéstico de KRAS por latécnica de SNaPshot.

g PROTOCOLO K-RAS SMAPSHOT Documento: IT LANTI
. Version 2
gell"” FIEGhaI 25/06/2014
et Mok Pagina: 1 de 2

Titulo: Protocolo para deteccion de mutaciones en gen KRAS por SNaPshot.

Quién: Técnico de Laboratario.

Donde: En el laboratoric PRE-amplificacion y POST-amplificacion.

Condiciones necesarias: ABl PRISM SHaPshot Multiplex Kit, Platinum multiplex PCR Mastermicx
2¥, primers para amplificacion de exon-2, exdn-3 y exon-4 del gen K-ras, primers para SMaPshot
para deteccion de varables: codones 12 y 13 en exon 2, codones 58 y 61 del exon 3 y codones
117 y 148 del exon 4.

Descripcion de las actividades:

» Ge extrae el ADM mediante el kit "Wizarnd & Genomic DNA Furification Kit © de Promega. o
miediante el kit "QiaAmp DNA FFPE tissue kit "de Qiagen.

= Se cuantifican mediante Real-Time PCR o mediante & equipo NanoQuant.

* Una vez que esta extraido y cuantificado el ADN se larga una primera reaccion de PCR
con las siguientes condiciones:

%1

[ Platinum multiplex PCE. Mastermix X (ABI #4464063) | 6.25

Primer mix de Amplificacion 10x 1.25
ADN [aprox 100ng} 5
Wil final 12.6

Preparacion del Primer mix de Amplificacion 10X:

olumen (pL) a tomar a

MNombre partir de la solucion 200 pM | Concentracion final en el mix 10X
KERAS ex.2 Fw |1.75 T pM

KRAS ex.2 Rev |1.75 T puM

KRAS ex.3 Fw |0.75 3 pM

KERAS ex.3 Rev |0.75 3 pM

KRAS ex.4 Pw | a partir de 100uM: Sul 10 pM

HKRAS ex 4.Rev | a partir de 100uM: Sul 10 pM

"Se prepara el primer mix ¥ & agrega agua hasta llegar a vol. de S0l
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5 PROTOCOLD K-RAS SNAPSHOT Documento: IT_LADTI
. Version 2
gEII"”a Flfcha: Z5I06/2014
(et ol o Pagina: 1 de 2

# Ciclo Amplificacion:

10 min. . oaec

A5 seg. ... genc —

A5 seg. ... HENC } 31 Ciclos
A5 seg. ... T2

fmin ... T2

* Se comen los productos amplificados en un gel para chequear amplificacion y se diluye el

producto amplificado segin la intensidad de las bandas.

# Tamanos de los fragmentos:

Exon 2 163pb
Exon 3: 155pb
Exdn 4: 183pb

#+ Purificacion Exo/SAP de los amplificados:

%1
Exomuclease (200 al) 0.06
Sap (11ul) 1.7
Producto PCR i)
En termociclador: 20 min. a 3™C
15 mim a B5%C.

Reaccion de SHaPshot:

x1

SNaPshot Multiplex Ready Reaction Mix 27X 5
Producto PCR purificado 3
Primer mix Snapshot 10X 1
| Agua 1

Vil final 10
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g PROTOCOLO K-RAS SMNAPSHOT Documento: IT_LAOTI

. Version 2
Fecha: 25/06/2014
gE:”. :?.1 Pagina: 1 de 2

Primer mix Snapshot:

‘Wolumen (L) a tomar a partir

Mombre de |a solucion 200 pk Concentracion final en el mix 10X
KRAS pos 351 a partir de primer 100ubl: 1ul | 2ubd
KRAS pos. 436 a partir de primer 100ub: 1ul | 2uM
KRAS pos. 437 a partir de primer 100ubd: 1ul | 2ul
KRAS pos. 175 a partir de primer 100uM: jul__| 2uM
KRAS pos_ 34 ful dubd
KRAS pos. 35 0.25ul Tul
HRAS pos. 37 3.5ul 14ub
KRAS pos. 38 0.25 ul Tubd
KRAS pos. 178 a partir de primer 100ubl: Tul | 2uld
HRAS pos. 181 0. 2ul 0.BuM
KRAS pos 182 0.5ul 2ubd
HRAS pos. 183 0. 2ul 0.8BuM

*Se prepara el primer mix y se agrega agua hasta llegar a wol. de 50ul.
s Ciclo Amplificacion SnaPshot:
10=eg............ ogec —
== DO S0ec } 258 Ciclos
Mseg............ i
# Purificacion SnaPshot:
Al producto de la reaccion de SnaPshot se le agregar 1 unidad de SAP.

En termociclador: 1hr. a 37C
15 min a 85°C.

* Se procede a commer en el secuenciador capilar:

Se prepara un mix que contiene 11pL de formamida y 0.5yl de escalera intema
GeneScan-120L1Z, por el nomers de muestras a analizar. Se distribuyen 11pl este mix en
una gradilla nueva adicionando 3 plL de la amplificado de SnaPshot purificado.
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PROTOCOLO K-RAS SHAPSHOT

Documento: IT_LADTI

g . Version 2
gE” a Fecha: 25/06/2014
Pl b Pagina: 1 de 2
Resultado esperado:
Wit Mut Codon Exon
KRAS pos.351 | antisense T GIA codon117 Exond
HRAS pos. 436 antisense C TG codon 1448 exond
KRAS pos. 437 sense C T codon 146 exond
KRAS pos. 175 antisense C T codon 55 exond
KRAS pos.34 antisense C GIAT codon 12 exon2
KRAS pos.35 sense G CIAIMT codon 12 exon2
KRAS pos. 37 antisense C GIAIT codon 13 exon?
KRAS pos. 38 sense G CIAIT codon 13 exon2
KRAS pos. 178 sense C G codon 58 exond
HRAS pos 181 antisense G CiT codon 61 exond
KRAS pos. 182 SEnse A CIGIT codon 61 exond
KRAS pos. 183 antisense T GIA codon 61 exond
i 4 fi T i #
1 ! 1 !
Jo-
- |,
i \ | [
-l | | ||
| [ | I"II || N |II || || || || (| I'l
i\ A i |_.I|I I|| I, [ | . [
| . - N oL el - Y alala ot i

Caso mutado pos 34 (GCCACG) GxC

Mo conformidad (queé se hace):

suficiente ADM

1. Reextraer la muesira en caso de gue en la cuantificacion no de suficiente ADMN
2. Reamplificar con control de inhibicion en caso de que la muestra no amplifique pero tenga

3. Repetir la reaccion de Snapshot en caso de que haya exceso o que no haya amplificado
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9.2. Anexo 2. Protocolo inicial para diagnéstico de NRAS por latécnica de SNaPshot.

g PROTOCOLD NRAS SMAPSHOT

genia

Documento: IT.LA DT
Version 2

Fecha: 25/06/2014
Pagina: 1 de 2

Titule: Protocolo para deteccion de mutaciones en gen NRAS por SHaPshot.

GQuien: Tecnico de Labortorio.

Dande: En el laboratoric PRE-amplificacion y POST-amplificacion.

117 y 146 del exdn 4.

Condiciones necesarias: ABl PRISM SMaPshot Multiplex Ki, Platimum multiplex PCR Mastermix
2¥, primers para amplificacion de exon-2, exon-3 y exon-3 del gen M-ras, primers para SNaPshot
para deteccion de varables: codones 12 y 13 en exon 2, codones 59 y 61 del exon 3 y codones

Descripcion de las actividades:

mediante el kit "QiaAmp DNA FFPE tissue kit “de Qiagen.

con las siguientes condiciones:

& Ge extrae el ADN mediante &l kit “Wizard & Genomic DNA Purification Kit " de Promega, o

= Se cuantifican mediante Real-Time PCR o mediante e equipo ManoQuant.

# Una vez que esta extraido y cuantificado el ADMN se larga una primera reaccion de PCR

x1

[ Platinum multiplex PCE. Mastermix JX (ABI #4464263) | 6.25

Primer mix de Amplificacion 10x 1.25
ADN {aprox 100ng) 5
Vol final 125
Preparacion del Primer mix de Amplificacion 100
Volumen (pL} a tomar a

Mombre partir de la solucion 200 pM | Concentracion final en el mix 10
NRAS ex 2 Fw |1.75 T pM
MRAS ex 2 Rev |1.75 T pM
HREAS ex 3 Fw_|0.75 3 uhd
MRAS ex 3 Rev |0.75 3 pM
MRAS ex 4 Fw |a partir de 100ubM: 5 10 pd
MRAS ex 4 Rev | a partir de 100ubM: 5 10 pd

"Se prepara el primer mix y s& agrega agua hasta llegar a vol. de S0l
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g PROTOCOLD NRAS SMNAPSHOT

genia

Documento: IT.LA OET
Version 2

Fecha: 25/06/2014
Pagina: 1 de 2

# Ciclo Amplificacion:

10 min. ... aaRc

A5 580 genc —

45 seg..e. i i } 31 Ciclos
A seg. .. T2

fmin ... T2oC

# Secomen los productos amplificados en un gel para chequear amplificacion y se diluye el

producto amplificado segin la intensidad de bandas.
#  Tamanos de los fragmentos:
Exon 2: 128phb

Exdn 3: 103pb
Exon 4: 166pb

» Purificacion Exo/SAP de los amplificados:

x1
Exonucleaze (200 al) 0.08
5 1Lul) 1.7
Producto PCR 5
En termociclador: 20 mim. a 37TC
15 min a 85°C.

* [Reaccion SnaPshot:

SNaPshot Multiplex Peeady Reaction Mix X

Producto PCR purificado

Primer mix Snapshot 100

Agua

Wid final
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PROTOCOLD NRAS SHAPSHOT Documento: IT_LA OGT
. Versién 2
Fecha: 25/0612014
gEq n."@ Pagina: 1 de 2

Primer mix Snapshot:

‘olumen (pl) a tomar a partir
Mombre de |la solucion 200 pk Concentracion final en el mix 10X
NRAS pos 34 1.25 Siubd
NRAS pos.35 125 Sul
NRAS pos 37 1.25 Siubd
NRAS pos 38 1.75 Tubd
NRAS pos. 175 1.25 Siubd
NRAS pos. 178 a partir de primer 100ubl: 2.5 Subd
NRAS pos. 180 0.75 Jubd
NRAS pos.181 1.25 Siubd
NRAS pos.182 0.5 2ubd
MNRAS pos. 183 1.75 Tuld
NRAS pos. 351 a partir de primer 100ub: 2.5 Hub
NRAS pos. 436 a partir de primer 100ub: 2.5 Hub
NRAS pos. 437 a partir de primer 100ub: 2.5 Hub

*Se prepara el primer mix y s agrega agua hasta llegar a vol. de S50ul.

Ciclo Amplificacion SnaPshot:

10seg_.......... e —
Hseg..ooo.... ARG 25 Ciclos
Aseg. ... i M

Purificacion SnaPshot:

Al producto de la reaccion de SnaPshot se le agregar 1 unidad de SAP.
En termociclador: 1hr. a 377G
15 min a 85°C.

Se procede a comer en el secuenciador capilar:
Se prepara un mix gue contiene 11l de formamida y 0,5yl de escalera interna

GeneScan-120LI1Z, por &l niomero de muestras a analizar. Se distribuyen 11pl este mix en
una gradilla nueva adicionando 3 plL de la muestra.
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g PROTOCOLD NRAS SNAPSHOT Documento: IT_LA DET
= Version 2
gE nja F?c:l_'la: 25/0612014
(atro Mok Pagina: 1 de 2
Resultado esperado:
Wit Murt Codon Exon
MRAS pos. 1TE SEnse C G codonSg exond
MRAS pos 175 antisense C T codon 59 exon 3
HRAS pos. 351 antisense C GiA codon 117 exon 4
HRAS pos. 438 antisense C TG codon 144 exon 4
MRAS pos. 437 SEnise L T codon 148 exon 4
MRAS pos.34 antisense C GIAIT codoni2 exonZ2
NRAS pos.35 sense G CIAIT codon12 exon
MRAS pos. 37 sense G CIAT codon 13 exonZ2
NRAS pos. 38 antisense L GIAIT codonild exon2
MRAS pos.181 antisense G CiT codonf exon3
MRAS pos 182 Sense A CIGIT codaondi exdnl
MRAS pos. 183 antisense T AIGIC codon i exon3
X ¢ & i g !
- 1
J. I | |L hoo | |L | ‘| . I

Mo conformidad [gué se hace):

1.

Reextraer la muesira en caso de que en la cuantificacion no de suficiente ADM

Reamplificar con control de inhibicion en caso de que la muestra no amplifique pero tenga

suficiente ADM

Repelir la reaccion de SnaPshot en caso de que haya exceso o que no haya amplificado
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9.3. Anexo 3. Gréfica de amplificacion tipica en qPCR.

La grafica de amplificacion tipica para qPCR (Figura 31) presenta:

~o o0 oW

Una fase exponencial (geométrica)
Una fase lineal

Una fase de meseta o plateau

Un determinado ruido de fondo
Una linea basal

Una linea umbral

0.210658
04 Umbral f

001+

Ciclo

Figura 31: Grafica de amplificacion tipica. Las distintas etapas son: a. fase exponencial; b.
fase lineal; c. fase de meseta o plateau; d. ruido de fondo; e. linea basal; f. linea umbral.
Adaptado de http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/cms_053238. pdf
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9.4. Anexo 4. Cebadores para lareaccién de SNaPshot del gen KRAS.

En la figura 32 se presentan los cebadores para la reaccién de SNaPshot del gen KRAS. Los mismos
se encuentran posicionados, segun sea fwd o rv, sobre la secuencia del exdn correspondiente.

Siguiente a cada cebador se presenta el ddNTP marcado que se incorporaria.

Amplicon exon 2 KRAS: c* KRAS pos.37

C* KRAS pos.34

T T TR L T h T T T T T T T T r T T L T LT TR T TR T

CCGGACGACTTTTACTGACTTATATTTGAACACCATCAACCTCGACC&CCGCATCCGTTCTC
KRAS pos.35

G *

KRAS pos.38 G
TGCCTTGACGATACAGCTAATTCAGAATCATTTTGTGGACGAATATGATCCAACAATAGAGY
T A o e A B A N O R e e A I N e e e e N I
ACGGAACTGCTATGTCGATTAAGTCTTAGTAAAACACCTGCTTATACTAGGTTGTTATCTCC

taaatcttgttttaatatgcatattactggtgcaggacc
Frrrrerrrerrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrd
atttagaacaaaattatacgtataatgaccacgtcctgg

Amplicon exén 3 KRAS:

T TP T T T T T T b LT Lt Lt T T T T
ggtctgacacaaagagggaagagtcCTAAGGATGTCCTTCGTTCATCATTAACTACCTCTTT
* KRAS pos.183
G* KRAS pos.181
C* KRAS pos.175
T T T SRS T s P AT e TeRsasRooas
GGACAGAGAACCTATAAGAGCTGTGTC%?CCAGTTCTCCTCATGTCACGTTACTCCCTCCTC

KRAS pos.176
KRAS pos.182

TACATGAGGACTGGGGAGGGCTTTCTTTGTG
Lrrrrrrrrrrrrrrererrrrrrrrrer
ATGTACTCCTGACCCCTCCCGAAAGAAACAC

Amplificado ex6n 4 KRAS:

tttttctttcccagAGAACAAATTAAAAGAGTTAAGGACTCTGAAGATGTACCTATGGTCCT
terreerrrrrerrrerrerrerererererrerrrrrrrrerrrrrrr e e
aaaaagaaagggtcTCTTGTTTAATTTTCTCAATTCCTGAGACTTCTACATGGATACCAGGA

*, KRAS pos.351

T
AGTAGGAAATAAATGTGATTTGCCTTCTAGAACAGTAGACACAAAACAGGCTCAGGACTTAG
crrrrerrrrrrrrerrerererrrererrer e ettt
TCATCCTTTATTTACACTAAACGGAAGATCTTGTCATCTGTCTTTTGTCCGAGTCCTGAATC

* KRAS pos.436

C
CAAGAAGTTATGGAATTCCTTTTATTGAAACATCAGCAAAGACAAGACAGgtaagtaacact
Lrrrrrrrrerrrrrrerrrrrrrrrerrrrrrrrrrr et ettt rrr e
TTTCTTCAATACCTTAAGGAAAATAACTTTGTAGACGTTTCTGTTCTGTCcattcattgtga

*

Cc

KRAS p0s.437
gaaataa

Frrrrn
ctttatt

Figura 32: Esquema ilustrando los cebadores de SNaPshot sobre los productos amplificados (en la PCR de
exones) de los exones 2, 3, 4 del gen KRAS. Las flechas representan los distintos cebadores que al
hibridarse a la secuencia de KRAS serviran de cebo para la incorporacién del nucleétido complementario a la
mutacion estudiada. Flechas: cebadores SNaPshot KRAS; letras en negrita: codones; letras en colores con
asterisco: ddNTPs marcados con un fluorocromo (ddATP, ddTTP, ddCTP y ddGTP).
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9.5. Anexo 5. Estudio de posiciones de mutaciones y picos WT para el gen KRAS.

En la Tabla 17 se presentan las posiciones de los nucleétidos esperados y las posibles mutaciones

para cada una de las posiciones estudiadas del gen KRAS.

Tabla 17: Estudio de posiciones de KRAS para mutaciones e interferencias. Las letras

subrayadas representan las posibles interferencias en los picos del electroferograma.
Los tres nucleétidos

siguientes a la posicion

Posibles mutaciones

POSICION es’;\)lgfalfj?)tl((\j/?/T) (sucbor%%?gsnltae r:g;alglon estudiada en la se_cuencia
posible interferencia) de. KRAS: po§|bles
interferencias.
KRAS pos.351 T G/A TTA
KRAS pos.436 C T/G TGA
KRAS pos.437 C T AAA
KRAS pos.175 C T TGT
KRAS pos.34 C AlIG/T AGC
KRAS pos.35 G T/C/A TGG
KRAS pos.37 C A/IG/T ACC
KRAS pos.38 G C/AIT CGT
KRAS pos.176 C AlG AGG
KRAS pos.181 G C/T ACC
KRAS pos.182 A C/G/T AGA
KRAS pos.183 T G/A TGA

Ubicacién relativa de picos mutados, seqgun sea el tamafio del correspondiente fluoréforo:

A (479) x C (366) = desplazado 0,10 dNMP a la izquierda
A (479) x G (366) = desplazado 0,34 dNMP a la izquierda
A (479) x T (635) = desplazado 0,5 dNMP a la derecha
C (430) x G (366) = desplazado 0,2 dNMP a la izquierda
C (430) x A (479) = desplazado 0,15 dNMP a la derecha
C (430) x T (635) = desplazado 0,6 dNMP a la derecha
G (366) x C (430) = desplazado 0,2 dNMP a la derecha
G (366) x A (479) = desplazado 0,3 dNMP a la derecha
G (366) x T (635) = desplazado 0,8 dNMP a la derecha
T (635) x G (366) = desplazado 0,8 dNMP a la izquierda
T (635) x A (479) = desplazado 0,5 dNMP a la izquierda
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9.6. Anexo 6. Nomenclatura mutaciones paralos genes KRAS y NRAS.

En la Tabla 18 se detallan todas las mutaciones estudiadas en este trabajo con su correspondiente

nomenclatura.

Tabla 18: Nomenclatura de mutaciones esperadas para los genes KRAS y NRAS.

Gen  Exoén Codén Posicion Nomenclatura
KRAS 2 12 34 ¢.34G>T p.Glyl2Cys
KRAS 2 12 34 c.34G>A p.Glyl2Ser
KRAS 2 12 34 €.34G>C p.Gly12Arg
KRAS 2 12 35 ¢.35G>T p.Glyl2Vval
KRAS 2 12 35 ¢.35G>A p.Glyl2Asp
KRAS 2 12 35 ¢.35G>C p.Glyl2Ala
KRAS 2 13 37 ¢.37G>T p.Glyl3Cys
KRAS 2 13 37 c.37G>A p.Glyl3Ser
KRAS 2 13 37 ¢c.37G>C p.Glyl3Arg
KRAS 2 13 38 €.38G>T p.Glyl3val
KRAS 2 13 38 €.38G>A p.Glyl3Asp
KRAS 2 13 38 €.38G>C p.Glyl3Ala
KRAS 3 59 175 c.175G>A p.Ala59Thr
KRAS 3 59 175 c.175G>T p.Ala59Ser
KRAS 3 59 176 c.176C>A p.Ala59Glu
KRAS 3 59 176 c.176C>G p.Ala59Gly
KRAS 3 61 181 c.181C>A p.GIn6lLys
KRAS 3 61 181 €.181C>G p.GIn61Glu
KRAS 3 61 182 €.182A>C p.GIn61Pro
KRAS 3 61 182 €.182A>T p.GIn61Leu
KRAS 3 61 182 €.182A>G p.GIn61Arg
KRAS 3 61 183 €.183A>C p.GIn61His
KRAS 3 61 183 ¢.183A>T p.GIn61His
KRAS 4 117 351 €.351A>C p.Lys117Asn
KRAS 4 117 351 Cc.351A>T p.Lys117Asn
KRAS 4 146 436 €.436G>A p.Alal46Thr
KRAS 4 146 436 €.436G>C p.Alal46Pro
KRAS 4 146 437 c.437C>G p.Alal46Gly
KRAS 4 146 437 ¢.437C>T p.Alal46Val
NRAS 2 12 34 c.34G>T p.Glyl2Cys
NRAS 2 12 34 c.34G>A p.Glyl2Ser
NRAS 2 12 34 c.34G>C p.Glyl2Arg
NRAS 2 12 35 c.35G>T p.Glyl2val
NRAS 2 12 35 c.35G>A p.Gly12Asp
NRAS 2 12 35 c.35G>C p.Glyl2Ala
NRAS 2 13 37 ¢.37G>T p.Glyl3Cys
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NRAS 2 13 37 c.37G>A p.Glyl3Ser

NRAS 2 13 37 c.37G>C p.Gly13Arg

NRAS 2 13 38 €.38G>T p.Glyl3Vval

NRAS 2 13 38 €.38G>A p.Glyl3Asp

NRAS 2 13 38 €.38G>C p.Glyl3Ala

NRAS 3 59 175 c.175G>A p.Ala59Thr
NRAS 3 59 176 c.176C>A p.Ala59Asp
NRAS 3 61 181 €.181C>A p.GIn6lLys
NRAS 3 61 181 €.181C>G p.GIn61Glu
NRAS 3 61 182 €.182A>C p.GIn61Pro
NRAS 3 61 182 €.182A>T p.GIn61Leu

NRAS 3 61 182 €.182A>G p.GIn61Arg
NRAS 3 61 183 ¢.183A>C p.GIn61His
NRAS 3 61 183 ¢.183A>T p.GIn61His
NRAS 4 117 351 ¢.351G>C p.Lys117Asn
NRAS 4 117 351 €.351G>T p.Lys117Asn
NRAS 4 146 436 €.436G>A p.Alal46Thr
NRAS 4 146 436 €.436G>C p.Alal46Pro
NRAS 4 146 437 c.437C>G p.Alal46Gly
NRAS 4 146 437 c.437C>T p.Alal46Val
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9.7. Anexo 7. Limite del blanco.

La Tabla 19 presenta los resultados del LB para el equipo ABI3500xL, para cada fluoréforo (R110,

R6G, ROXy TAMRA) de cada gen, KRAS y NRAS.

Tabla 19: LB para el equipo ABI3500xL. Se realiz6 el promedio y
la desviacion estandar de cada fluoréforo para cada gen.

KRAS
Color (Fluoréforo) Promedio SD LB
R110 (Azul) 5,36 8,8 32
R6G (Verde) 7,89 15,62 55
ROX (Rojo) 5,41 3,66 16
TAMRA (Amarillo) 5,83 4,59 20
NRAS
Color (Fluoréforo) Promedio SD LB
R110 (Azul) 4,92 6,2 24
R6G (Verde) 15,74 33,97 118
ROX (Rojo) 11,11 29,28 99
TAMRA (Amarillo) 8,88 20,85 71
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