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RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. Muchos enfoques
terapéuticos contra esta enfermedad utilizan terapias dirigidas al receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR). EGFR participa en cascadas de sefializacion intracelulares implicadas en el
desarrollo y progresion tumoral. Mutaciones somaticas activantes en el gen EGFR se asocian con
un aumento significativo de la respuesta a los farmacos inhibidores de la actividad tirosin-kinasa de
EGFR (EGFR-TKIs), utilizados normalmente en céncer de pulmén. Por otro lado, mutaciones en los
oncogenes que codifican para las proteinas KRAS y NRAS, protagonistas de la via de EGFR aguas
abajo, provocan la activacién constitutiva de la via, independientemente de la actividad de EGFR v,
debido a esto, generan baja respuesta a las terapias con anticuerpos monoclonales anti-EGFR,
utilizadas normalmente en céncer colorrectal. La determinacién de mutaciones somaticas en estos
genes es importante para predecir la eficacia terapéutica de estas drogas y poder identificar aquellos
pacientes que se beneficiaran de las mismas. La técnica cominmente utilizada para la deteccion de
mutaciones somaticas es la secuenciacidon Sanger, que cuenta con una sensibilidad del 15 al 25%
[1-4]. Sin embargo, los avances tecnoldgicos de los Ultimos afios generaron una técnica de
secuenciacion masiva, NGS (Next Generation Sequencing), la cual permite detectar las variaciones
gendémicas que se dan en el ADN de un tumor, de forma mas automatizada que Sanger, en varias
muestras a la vez y para diferentes genes blanco, en un Unico experimento, y con una sensibilidad
entre el 2-10% [5, 6]. El objetivo de este trabajo fue generar un protocolo de NGS utilizando la
plataforma lon Torrent PGM™, que fuera eficiente, rapido y con un menor costo que el planteado
por el proveedor de forma que sea competitivo con Sanger; asi como optimizar la deteccion de
variantes en las secuencias generadas, utilizando como modelo mutaciones somaticas en los
oncogenes KRAS, NRAS y EGFR.

Los resultados relevantes de este trabajo fueron la optimizacién de la extraccion de ADN a partir de
tejido FFPE (Formalin-fixed paraffin-embedded), la creacién de un método de trazabilidad de
muestras mediante STRs (Short Tandem Repeats), la adaptacion y puesta a punto de una
alternativa para la construccién de bibliotecas utilizando el kit NEBNext® Fast DNA Library Prep Set
for lon Torrent™ a partir de amplicones y por ultimo, la validacién del sistema al que se llegé.
También se evaluaron tres software para el analisis de secuencias: Torrent Suite™ (Thermo Fisher
Scientific), Sophia DMD® (Sophia Genetics) y CLC Genomics Workbench (Qiagen), y se comparé
su performance. Con el sistema de NEB utilizado se logré una disminucién de costos de 50% con
respecto al sistema de Ampliseq y de 12% con respecto a la secuenciacidon Sanger, con una base
de 8 muestras procesadas en paralelo, 2 veces por semana. En lo que respecta a la validacion de la
técnica se obtuvo un 99,5% de especificidad, 12% de sensibilidad (en muestras con 50 0 mas copias
de genoma), 100% de repetibilidad y 100% de exactitud. Gracias a esta reduccion en los costos se
puede plantear a futuro la posibilidad de realizar un cambio de tecnologia sin encarecer el

diagndstico final, siempre que exista un minimo de 15 muestras por semana en el laboratorio.
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ABREVIACIONES

= ARn: variacién de la sefial de fluorescencia generada en cada ciclo de la reaccién de PCR

= €:moneda Euro

= A: Adenina

= ADN o DNA: Acido desoxirribo-nucleico o en inglés DeoxyriboNucleic Acid

= ADNdc o dsDNA: ADN doble hebra o en inglés double strand DNA

» 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.

= BAM: Formato binario de alineamiento, del inglés Binary Alignment-map Format.

= barcode: cédigo de barras

= BRAF: del inglés v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B

= C: Citosina

= CCR: Cancer colorrectal

= CCRm: Cancer colorrectal metastasico

= CDT: Pruebas diagnésticas acompafiantes, del inglés Companion Diagnostic Test

= chip: circuito integrado

= chr: cromosoma

= cluster: racimo

= CN: control negativo

= CNA: alteracion del numero de copias,del inglés Copy Number Alteration

= CODIS: base de datos de ADN de EEUU, del inglés Combined DNA Index System

= CT: ciclo umbral, del inglés cycle threshold

» dNTP: deoxinucleétido tri fosfato

= EC: Electroforesis capilar

= EEUU: Estados Unidos

= EGF: Factor de crecimiento epidérmico, del inglés Epidermal GroWTh Factor

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

= FAP: Poliposis adenoatosa familiar, del inglés Familial adenomatous polyposis

= FDA:del inglés Food and Drug Administration

= FFPE: Fijado con formaldehido y embebido en parafina, del inglés Formaldehyde-fixed
paraffin-embedded

»  Flow: flujo de dNTPs en la secuenciacion

= FN: falso negativo

= FP: falso positivo

= 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 unién a heparina, del inglés heparine binding-
EGF

HNPCC: Sindrome de Lynch, del inglés Hereditary nonpolyposis colorectal cancer

Horizon: empresa Horizon Diagnostic

hotspot: punto caliente

HRAS: Harvey RAS

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

INDEL: insercion delecion

ISP: perlas del inglés lon Sphere™ Particle

KRAS: Kristen RAS

LB: Limite del blanco

LD: Limite de deteccion

MAb: Anticuerpo monoclonal, del inglés Monoclonal Antibody

MAPK: Proteina-cinasas activadas por mitégenos, del inglés Mitogen-Activated Protein
Kinase

MEGA: Molecular Evolutionary Genetics Analysis

MNP: Polimorfismo de multiples nucleétidos, del inglés Multiple Nucleotide Polymorphism
MSP: Ministerio de Salud Publica

n°: ndmero

nd: no detectable

NEB: New England Biolabs

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

NRAS: Neuroblastoma RAS

NSCLC: carcinoma de células de pulmén no pequefas, del inglés not small cells lung
carcinoma

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PAN: porcentaje de acuerdo negativo

Panel KN: panel que comprende los genes KRAS y NRAS

PAP: porcentaje de acuerdo positivo

pb: pares de bases

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa, del inglés Polymerase Chain Reaction

PD: poder de discriminacion

PGM: Personal Genome Machine

PIK3CA: fosfatidilinositol 3-quinasa catalitica alfa

pool: conjunto

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

ROX: carboxy-X-rhodamine

RRHH: Recursos Humanos

Rv: reverso

SAGF: Sociedad Argentina de Genética Forense Asociacion Civil

SD: Desvio estandar, del inglés Standard Desviation

SNP: Polimorfismo de nucledtido simple, del inglés Single Nucleotide Polymorphism
STD: estandar

STR: repetidos cortos en tandem, del inglés Short Tandem Repeat

SYBR Green: Cianina asimétrica

T: Timina

Template: plantilla

TGFa: Factor de crecimiento transformante a, del inglés transforming growth factor-a
TKI: Inhibidor Tirosin Kinasa, del inglés Tyrosine Kinase Inhibitor

Tm: Temperatura disociacion, del inglés melting temperature

TMAP: del inglés Torrent Mapping Alignment Program

TVC: del inglés Torrent Variant Caller

VN: verdadero negativo

VP: verdadero positivo

VPTP: Valor predictivo técnico positivo

WES: Secuenciacion del exoma completo, del inglés Whole Exome Sequencing
WGS: Secuenciacion del genoma completo, del inglés Whole Genome Sequencing

WT: normal, del inglés Wild-Type



1. INTRODUCCION

1.1. Cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo, ocupando el segundo
lugar luego de las enfermedades cardio-vasculares. Debido al aumento en el control de las en-
fermedades infecciosas gracias al progreso médico en su prevencion y tratamiento, asi como
también a las mejoras generales en la calidad de vida, la expectativa de vida tuvo un aumento
sustantivo. Como consecuencia, esto dio lugar a que, sobre la segunda mitad del siglo XX,
emergiera un nuevo perfil epidemiolégico en el cual las enfermedades crénicas y
degenerativas, especialmente la patologia cardiovascular y el cancer, se constituyeron en las
primeras causas de muerte a nivel mundial [7]. Segun valores de la OMS (Organizacién
Mundial de la Salud), en el afio 2015, 8,8 millones de personas murieron a causa del cancer,
siendo este valor el 13% de las muertes en el mundo [8, 9]. Se estima que el nimero de casos
nuevos de cancer pasara de alrededor de 14 millones en 2012 a mas de 20 millones en 2030, y
que casi dos tercios de esos casos ocurrirdn en los paises menos desarrollados. El Gltimo
reporte de la OMS muestra que méas del 60% de todos los nuevos casos de cancer se registra

en Africa, Asia y América Central y del Sur, regiones de bajos o0 medianos recursos [8, 10].

De acuerdo con la definicion establecida por la American Cancer Society, el cancer es un grupo
de enfermedades caracterizado por el crecimiento descontrolado y propagacion de células
anormales. Si este proceso no es controlado, puede resultar en la muerte del paciente [11]. Es
muy importante tener en cuenta que el cancer no es una Unica enfermedad sino un conjunto
variado de enfermedades, es por ello que el andlisis epidemiolégico de la situacién es
necesariamente complejo en tanto que debe atender a este espectro variado de enfermedades
[12]. Actualmente se encuentran definidos més de 200 tipos distintos de cancer, cada uno con
sintomas y formas de diagnéstico y tratamiento diferentes. Los cuatro tipos mas comunes de
cancer son: pulmén, mama, colorrecto (CCR) y prostata, siendo 4 de cada 10 diagnosticos de
alguno de estos tipos (40% de todos los casos de cancer globales), segun datos de 2018 del
Proyecto Globocan (base de datos de relevamiento de cancer a cargo de la Asociacion
Internacional de Registros del Cancer, IACR) [9]. En la Figura 1 se observa el porcentaje de

nuevos casos de cancer para ambos sexos en el total de paises estudiados por la OMS [13].

10



Lung
093 876 (11.6%)

Breast
2088 849 (11.6%)

Other cancers
8323 793 (46%)

Colorectum
1849 518 (10.2%)

Prostate
1276 106 (7.1%)

Stomach
1033 701 (5.7%)

Oesophagus Liver
572 034 (3.2%) 841 080 (4.7%)

Total : 18 078 957

Figura 1: Numero de nuevos casos para los distintos tipos de cancer a nivel mundial para ambos sexos.
Figura extraida de Globalcan 2018.

En Uruguay, segun datos del Ministerio de Salud Publica (MSP), las muertes por cancer
constituyen aproximadamente un cuarto (24,4%) del total de las defunciones registradas en
cada afio (estas cifras corresponden al afio 2016). En base a los datos del Registro Nacional
de Cancer en el periodo 2010-2014, se han registrado 79.716 casos incidentes de tumores
malignos, esto representa un promedio de unos 15.943 casos nuevos cada afio. En lo referente
a la mortalidad, se han registrado 39.902 muertes por cancer, lo cual representa un promedio
de 7.980 muertes por afio [12]. Las tasas estandarizadas por edad de incidencia del cancer
para ambos sexos en Uruguay estan muy proximas al conjunto de los paises mas
desarrollados, sin embargo, las tasas de mortalidad muestran relaciones mas desfavorables
[12]. El cdncer més frecuente en Uruguay, juntando ambos sexos, es el cancer de mama (unos
1860 casos anuales, de los cuales 1840 son mujeres) seguido de cerca por el cancer
colorrectal (unos 1830 casos anuales). Les siguen el cancer de prostata (1450 casos anuales)

y el de pulmén (1400 casos anuales) [14].

1.1.1. Cancer colorrectal

El CCR es uno de los canceres mas comunes tanto en el hombre como en la mujer, represen-
tando casi el 10% del total de los canceres en el mundo. Es el tercer cancer mas frecuente
entre los hombres (luego de los canceres de prostata y pulmén) y el segundo mas frecuente en
mujeres [7]. Los canceres del colon, recto-sigmoides y recto suelen agruparse en las

estadisticas internacionales por la similtud en la patologia y la epidemiologia. En su mayoria
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involucran a los mismos segmentos del intestino y los mismos factores de riesgo, lo que hace
dificil, al momento del diagnéstico, saber con certidumbre dénde comenzd un tumor que se

extendié a segmentos vecinos [7, 12].

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 funcién normal del
organo. 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 metéstasis a distancia. 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 CCRs se encuentran en la primera porcion del

intestino grueso mientras que el resto aparece en el recto [15, 16].

En cuanto a los tipos de cancer de colon, mas del 95% son adenocarcinomas, a su vez, 20%
de los cénceres de colon se heredan o estadn asociados con un historial s6lido de cancer de
colon en la familia. Los principales tipos de cancer de colon que se heredan incluyen: el
sindrome de céncer colorrectal hereditario no polipésico o HNPCC (también llamado sindrome
de Lynch) que representa entre el 5-7% de los canceres de colon; y la poliposis adenomatosa
familiar (FAP) que causa cientos a miles de podlipos en el tracto gastrointestinal [16]. A nivel
molecular existen dos origenes diferentes: uno de ellos se encuentra asociado a la
inestabilidad cromosémica (85%), mientras que el otro grupo esta asociado a la presencia de
inestabilidad de microsatélites o a la alteracion de genes especificos de reparacién del ADN (8-
12%) [17].

El CCR es un grave problema en el espectro sanitario del Uruguay, las tasas de incidencia
estan entre las mas altas del mundo y los resultados expresados por las tasas de mortalidad
muestran un control mas limitado de la enfermedad que aquellos obtenidos en paises mas

desarrollados [18].

1.1.2. Cancer de pulmon

El cancer de pulmén es el tumor que causa una mayor mortalidad tanto en hombres como en
mujeres. Si bien la mayoria de los casos estan relacionados con el tabaquismo, cada vez hay
maés diagndsticos entre los no fumadores, especialmente en las mujeres. La mayoria de los
canceres de pulmoén se diagnostican después de que la enfermedad se ha diseminado. Como
resultado, la tasa de supervivencia a cinco afios para los canceres de pulmoén es solo del 19%
[19, 20].
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Los canceres de pulmén se clasifican en dos grupos principales de acuerdo con el tipo de
células cancerosas que forman el tumor: cancer de pulmén de células no pequefas y cancer
de pulmén de células pequefias. Existen diferencias significativas en el pronéstico y tratamiento
para cada categoria. Cada uno de ellos crece y se disemina de un modo distinto y se trata de
una forma diferente. El tratamiento también depende del estadio o de qué tan avanzado se
encuentre [19]. El cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) es el tipo mas comun de
cancer de pulmon y representa aproximadamente el 85% de los canceres de pulmoén. Surge de
las células epiteliales de los pulmones, un tipo de célula que recubre la superficie de los
organos, incluidas las vias respiratorias. Estos canceres tienden a comenzar como ndédulos
solitarios. A medida que crecen, pueden invadir las estructuras circundantes o diseminarse
(hacer metastasis) a los ganglios linfaticos dentro del térax, asi como a 6rganos distantes. Hay
varios tipos de cancer de pulmén de células no pequefias, los mas comunes son:
adenocarcinomas (comienza en las células glandulares que recubren los alvéolos), carcinoma
de células escamosas (comienza en células epiteliales escamosas delgadas y planas que
recubren las vias respiratorias de los pulmones) y carcinoma de células grandes (tipo menos
comun de cancer de pulmén de células no pequefias) [20]. El cancer de pulmén de células
pequefias constituye aproximadamente el 15% de los canceres de pulmén y casi siempre es
causado por fumar tabaco. A menudo comienza en las porciones mas centrales del pecho.
También crecen y se propagan rapidamente a otras partes del cuerpo, incluidos los ganglios
linfaticos [19, 20].

En Uruguay, el cancer de pulmén es el segundo tipo de cdncer més frecuente en hombres,
pero continla siendo la primera causa de muerte por cancer en este sexo. En mujeres, es
actualmente el cuarto cancer mas frecuente (luego del cancer de mama, colorrecto y cervix)
[21].

1.2. Medicina de precision

El diagnéstico correcto del cancer es esencial para poder establecer un tratamiento adecuado y
eficaz, porque cada tipo de cancer requiere un protocolo especifico que puede abarcar una o
méas modalidades, tales como la cirugia, la radioterapia o la quimioterapia [8].
Tradicionalmente, el cancer se ha clasificado en funcién del tipo de tumor, ubicacion
anatémica, etapa en la que se encuentra o por terapias previas. Por este motivo, una persona
diagnosticada de cancer, usualmente recibia el mismo tratamiento que otras personas que
tenian el mismo tipo y estadio de cancer. Sin embargo, sucedia que individuos diferentes
podian responder distinto al mismo tratamiento. Después de décadas de investigacion, los
cientificos comprendieron que los tumores de los pacientes presentan cambios genéticos que
causan que el tumor crezca y se disemine, y que en un mismo tipo de cancer pueden

encontrarse diferentes cambios genéticos dependiendo de la persona. Por ello, actualmente se
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sabe que es es mas preciso diferenciar cada tipo de cancer en funcién del tipo de alteraciones
en el ADN [22]. Esta nueva era en el tratamiento contra el cdncer, mediante la "medicina de
precision", esté llevando a tratamientos cada vez mas focalizados. Con la evaluacion genética
de tumores se revelan las alteraciones en el ADN que promueven el crecimiento del cancer.
Conforme se comprenden estas variaciones, aumenta la capacidad de proveer mejores
terapias de tratamiento para atacar de forma especifica los cambios en el perfil genético del
tumor [23].

El perfil de los genes que se encuentran mutados en céancer de pulmén cambia mucho en
funcion del tabaquismo. El tabaco influye en la carga mutacional y en el perfil de genes
mutados. En pacientes fumadores la mutacién mas frecuente se da en el gen KRAS, mientras
gue en los no fumadores se da en el gen EGFR. Si se encuentra la alteracion molecular y se
trata al paciente de una manera dirigida, se obtiene una supervivencia global de mas de 3
afios, en contraposicibn a la quimioterapia convencional no dirigida que no da una
supervivencia superior a los 12-15 meses [24, 25]. Es importante tener en cuenta que a pesar
de que las mutaciones en KRAS son las mas frecuentes, hoy en dia no existe ningan farmaco
dirigido a ellas (la deteccién de mutaciones en este gen solo sirve para determinar un mal
prondstico). Sin embargo, hay muchos tratamientos dirigidos a mutaciones en EGFR, y los

pacientes presentan diferentes evoluciones [24].

En lo que refiere al CCR metastasico (CCRm), su gran incidencia y la alta tasa de mortalidad
que provoca, ha desencadenado el desarrollo y aplicacion de distintos protocolos terapéuticos.
Muchos de ellos se basan en agentes quimioterapéuticos combinados con anticuerpos
monoclonales contra blancos oncogénicos. Los anticuerpos mas comunmente utilizados como

tratamiento son especificos contra EGFR (cetuximab y penitumumab) [5, 17].

1.2.1. Via de sefializacién mediada por EGFR

El receptor EGFR es una glicoproteina transmembrana compuesta por un dominio extracelular
aminoterminal para uniéon a ligandos, una hélice transmembrana hidr6foba, 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 (ubicacion GRCh37/hg19: chr7:55,086,714-55,324,313,
7p11.2) [26-30]. Dicha proteina tiene 134kD y 1210 amino&cidos [30].

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 porcidon extracelular N-terminal
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del receptor EGFR induce la dimerizacion 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 sefializacion intracelular de eventos que incluyen el reclutamiento y la
fosforilacion de varios factores intracelulares (Figura 2). 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 [26-29].
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Figura 2: Vias de sefializacion mediadas por EGFR. En rojo: via RAS-RAF-MAPK; en azul: via PI3K-AKkt;
en verde: via JAK-STAT; y en violeta: via PLCY. Figura extraida de Markman, et al. (2010).

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 proliferacion
celular, migracién, adhesion, 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, adhesion, la reparacion celular y la supervivencia, y por dltimo la via de PLCy que
regula sefializacion mediada por Calcio. En la Figura 2 se presentan las distintas vias de
sefializacion mediadas por EGFR [17, 27, 29, 31].
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La existencia de mutaciones en el gen EGFR puede alterar la expresion o actividad de la
proteina codificada. Existen mutaciones que llevan a la sobre-expresion de EGFR (conocidas
como de regulacién positiva) o a la hiperactividad de la proteina, las cuales se han asociado
con un gran numero de canceres. Los altos niveles de la proteina EGFR en tumores se han
relacionado con una enfermedad agresiva, un mal prondstico, una disminucion de la
supervivencia, una mala respuesta a la terapia y al desarrollo de resistencia a los agentes
citotoxicos [17, 29, 32]. De las mutaciones conocidas del dominio EGFR tirosina quinasa, mas
del 90% ocurren como deleciones cortas en el exdén 19 o como mutaciones puntuales en el
exén 21. Estas mutaciones pueden dar como resultado la activacién constitutiva de las vias de
transduccion de sefiales, lo que lleva a la proliferacion celular o antiapoptosis,
independientemente de la presencia de ligando extracelular. Otras mutaciones menos comunes
ocurren en los exones 18 y 20. En consecuencia, la presencia de mutaciones en EGFR y su
identificacién como un oncogén ha hecho que la proteina codificada sea el objetivo de varias

terapias contra el cancer [33].

Las terapias usadas actualmente para tratar pacientes con mutaciones en EGFR incluyen
anticuerpos monoclonales (MAb) y drogas llamadas inhibidores de tirosina quinasa (TKIs). Los
anticuerpos, incluyendo cetuximab (Erbitux®) y panitumumab (Vectibix®), se unen a la porcién
extracelular de EGFR para evitar que los ligandos activen los receptores. Gefitinib (Iressa®) y
erlotinib (Tarceva®), son TKls que se unen a la parte interior de EGFR e inhiben el proceso de
activacién. Se ha demostrado que estos farmacos son mejores que la quimioterapia tanto en
tasa de respuesta (70-80% vs 35-40%) como en supervivencia libre de de progresion (1 afio vs

4-5 meses), aunque en ningun estudio se demostrd beneficio en supervivencia global [34].

En la actualidad existen TKls de segunda y tercera generacion, que poseen mayor capacidad
de inhibir la proteina en la porcién con variantes provocadas por las mutaciones en EGFR. Los
inhibidores de segunda generacion también inhiben a la porcién wild type (WT) del receptor, lo
que hace que sean mas eficaces pero que tengan mas efectos secundarios. Los inhibidores de
tercera generacion no inhiben a la porcién WT del receptor y por lo tanto no presentan tantos
efectos secundarios. Por otra parte, se sabe que los pacientes tratados con estos inhibidores
de primera generacion dejan de responder al cabo de un afio aproximadamente. Esto es
debido a una nueva variante adquirida (T790M) que genera resistencia a los farmacos. Los
inhibidores de segunda y tercera generacion tienen mas capacidad de inhibir a esta variante de
resistencia. Asi, los inhibidores de segunda generacién proporcionan una mayor supervivencia
(16 meses) que los de primera generacion pero con mas efectos secundarios. La farmacéutica
Astra Zeneca desarrollé un medicamento dirigido a esa nueva variante en este tipo de

pacientes, Osimertinib [35, 36].
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Debido a la falta de respuesta a los tratamientos contra EGFR, se hicieron estudios que
demuestran que la presencia de mutaciones en el gen KRAS estan asociadas a dicha falta de
respuesta. El uso de los farmacos cetuximab y panitumumab en pacientes con CCRm 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 sobre el gen
KRAS se han convertido en obligatorias para determinar la estrategia terapéutica mas
adecuada [1, 17, 37-39].

Dentro de la familia de genes RAS se encuentra el gen KRAS (ubicacién GRCh37/hg19:
chr12:25,357,723-25,403,870, 12p12.1), NRAS (ubicacion GRCh37/hg19: chrl:115,247,085-
115,259,515, 1p13.2) y HRAS (ubicacion GRCh37/hg19: chr11:532,242-537,287, 11p15.5) [40-
42]. Se encuentran en cromosomas diferentes y tienen una expresion variable en distintos
tejidos, pero sus secuencias, estructuras y funciones son muy similares. Estos genes codifican
para las proteinas RAS, las cuales median la sefializacion producida mediante la activacion de
algunos receptores de membrana. Las tres proteinas RAS presentan un 85% de identidad a
nivel de aminoécidos. Este nivel de conservacion no es uniforme a lo largo del gen, por lo que
se pueden identificar cuatro regiones distintas. La primera region (entre los aminoacidos 1 al
85) es la mas conservada y las tres proteinas son idénticas. La segunda region (siguientes 80
aminoacidos) muestra un 85% de identidad entre las proteinas RAS. Las Ultimas dos regiones
son mas variables entre las proteinas. La similitud de estas proteinas y la presencia de
pseudogenes pueden causar dificultades en la amplificacion y el andlisis bioinformatico de las
variantes [43]. 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
formacién 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 inactivacién
de la proteina RAS [17, 29, 37].

El gen KRAS presenta dos copias en el genoma humano, denominadas KRAS1 y KRAS2. El
ARNmM codificado por KRAS2 es el principal y tiene una longitud de 5,5 kb. El gen KRAS1 es un
pseudogen derivado de KRAS2 por un splicing alternativo [44]. KRAS2 (de aqui en mas
KRAS) codifica para una proteina humana de 21,6kD con 189 aminoacidos [41]. Al igual que
otros miembros de la familia RAS, la proteina KRAS es una GTPasa que participa de forma
temprana en muchas vias de transducciébn de sefales. 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 sefiales de otros receptores. Para ello, se une
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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 desactivada [17, 29, 37, 38].

La proteina KRAS es codificada por un oncogén, por lo que uUna sustitucién de un soélo
nucledtido puede generar un cambio de aminoacido y provocar una mutacidon activante.
Cuando se presentan determinadas 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 de EGFR. En la Figura 3 se muestra la
comparacion entre la via RAS-RAF-MAPK de una célula con funcionamiento normal de la via
de EGFR (Fig. 3A), una célula con funcionamiento normal de la via de EGFR a la cual se le
aplican los MAb cetuximab o panitumumab (Fig. 3B), y una célula con el gen KRAS mutado
donde se genera la activacion de la via intracelular, independientemente de EGFR e insensible
al MAb usado (Fig. 3C).
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Figura 3: Ruta de sefalizacion 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) mutacién en KRAS provoca la activacion por unién constitutiva a GTP y permite la sefializacion
corriente abajo independientemente de la accion de Cetuximab o Panitumumab. Figura extraida de
Siddiqui, Piperdi (2010) [45].

Mutaciones somaticas activantes en el gen KRAS suelen ocurrir en los codones 12 (70 a 80%)
y 13 (15 a 20%) del exdn 2 [38]. 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). Dichas mutaciones pueden
provocar una baja respuesta a las terapias [37, 39, 46]. Aproximadamente el 25% de los
pacientes con adenocarcinoma de pulmén son positivos para una mutacion en el gen KRAS.
Reciben tratamientos basados en platino, como el cisplatino, que han sido efectivos para
prolongar el tiempo de supervivencia de muchos pacientes con cancer de pulmén con

mutaciones activantes en KRAS [47]. En los CCRm, aproximadamente el 40% de los casos
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presentan mutaciones en el gen KRAS, permitiendo que el restante porcentaje de pacientes
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 [48].

El gen NRAS es un oncogén miembro de la familia de genes RAS que codifica para una
proteina de 21kD, NRAS, con 189 aminoécidos, cuya funcién es similar a la proteina KRAS
[40]. Como todas las proteinas RAS, tiene 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 [38]. Al igual que en el gen KRAS, en NRAS 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 supresion
de la diferenciacion, sino més bien inducen la sobreexpresion de las funciones anti-apoptoticas.
Las mutaciones en este gen se encuentran en el 3-5% de los pacientes con CCRm y se ha
demostrado una reduccion de la respuesta a cetuximab y panitumumab en dichos pacientes
[38]. Por ello se han incorporado estas mutaciones en los estudios para saber si conviene o no

administrar las drogas anti-EGFR.

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 (10-
15%) con una falta de respuesta a tratamientos con anticuerpos monoclonales anti-EGFR.
Dichas mutaciones generan que la via de sefializacién a través de MAPK (Mitogen Activated

Protein Kinase) se vea constitutivamente activada [38].

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) o por
pérdida de funciébn, como es el caso del gen PTEN (fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-
fosfatasa), hasta en el 40% de los casos [49].

De todos los genes mencionados que afectan la sensibilidad a los tratamientos anti-EGFR y
TKi, se evaltan principalmente KRAS, NRAS y EGFR.

19



1.3. Pruebas diagndsticas acompafiantes para tratamientos anti-EGFR y TKi

Las pruebas diagnésticas acompafiantes (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, e identificar a los pacientes para
los que el producto terapéutico sea efectivo. Un gran reto para quienes realizan el diagnéstico
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 [50, 51].

Existen distintas metodologias que pueden ser usadas para detectar mutaciones somaticas
activantes en los genes EGFR, KRAS y NRAS, todas ellas presentan ventajas y desventajas.
Se debe tener en cuenta que el diagnéstico sobre estos genes esta limitado por dos factores:
primero, las células tumorales con el gen mutado se encuentran normalmente 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,

dependiendo del proceso, la integridad del ADN puede verse seriamente comprometida [37].

La técnica considerada como “Gold Standard” para la deteccion de mutaciones es la
secuenciacion Sanger. Esta técnica permite secuenciar completamente un fragmento
especifico de ADN posibilitando la deteccién de cambios puntuales (SNP, Single Nucleotide
Polymorphism) e INDELs (inserciones-deleciones). La secuenciacién Sanger es una técnica
especifica pero su sensibilidad es relativamente baja (15-25%) para detectar mutaciones que
pueden estar presentes en baja proporcién en muestras de tejidos FFPE. Ademas, cuando se
realiza a gran escala, la secuenciacion Sanger consume mucho tiempo y recursos humanos; y

la heterogeneidad intratumoral aumenta mas la dificultad en la interpretacion de los datos [1-4].

Existen otras técnicas alternativas para detectar SNPs basadas en otros métodos moleculares.
Entre ellas estd 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 el producto de la
amplificacion de ADN. También sirve para identificar productos de ADN o amplicones
especificos a partir de su temperatura de disociacion (Tm) [52]. 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
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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 [1, 53]. Otra de las
metodologias basadas en qPCR utiliza las sondas TagMan combinadas con ASB-PCR (Allele-
Specific PCR with a Blocking reagent) cuya sensibilidad llega al 1% [54]. Para EGFR se
encuentra la prueba cobas® EGFR Mutation Test v2 que se basa en PCR en tiempo real. La
misma permite identificar 42 mutaciones en los exones 18, 19, 20 y 21 del gen EGFR, incluida
la mutacion de resistencia T790M. Este kit tiene un nivel de deteccién de mutaciones de al
menos 5% [55].

El gran inconveniente de los ensayos de gPCR es que son especificos del blanco molecular,
por lo que solo pueden detectar hotspot mutacionales para los cuales se disefid originalmente
el ensayo, pero no otras mutaciones en el ADN del tumor. Cuando se deben analizar multiples
genes, tanto la secuenciacion de Sanger como la gqPCR requieren una reaccion de
amplificacion por cada amplicén estudiado, necesitandose en cada reacciéon una cantidad de
ADN especifica, por lo que puede no ser factible debido a la disponibilidad limitada de muestras
de tejido FFPE [4].

Los avances tecnologicos de los Ultimos afios han desarrollado una nueva técnica de
secuenciacibn masiva conocida como NGS (Next Generation Sequencing) la cual permite
secuenciar un gran namero de bases por ensayo. Utilizando esta técnica se pueden detectar
todos los tipos de variaciones gendmicas en un Unico experimento, incluyendo SNPs y/o
INDELs. Ademas, un gran nimero de amplicones pueden amplificarse en un solo tubo de

reaccion, asi como secuenciar posteriormente todos ellos en un solo ensayo [56].

1.3.1. Secuenciacién de nueva generacion (NGS)

La tecnologia de NGS ha desempefiado un papel esencial en la comprensién de las vias
genéticas involucradas en cancer. En comparaciéon con los métodos anteriores de
secuenciacion, presenta numerosas ventajas. Principalmente, este es un método de alto
rendimiento, ya que permite la secuenciacién simultanea y dirigida de multiples regiones
gendmicas en multiples muestras para detectar distintas mutaciones en un Unico ensayo. Otra
ventaja importante, en la secuenciacion rutinaria de ADN de tumores, es el tiempo de
generacion del resultado reducido asi como la automatizacion, lo que acorta mucho el tiempo
de emisién del resultado asi como limita posibles errores humanos en el proceso. Ademas, un
andlisis de NGS requiere una baja cantidad de ADN en contraste con los métodos de
secuenciacion tradicionales [5]. Utilizando esta técnica se pueden detectar variaciones
genéticas (conocidas, tipo hotspot y variaciones de novo) que se dan tipicamente en un tumor,
en un experimento Unico, incluyendo variantes como mutaciones puntuales o deleciones

pequefias menores a 15pb, con una sensibilidad entre el 2-10% [5, 6].
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Mediante NGS se puede realizar la secuenciacion del genoma completo (WGS), la
secuenciacion del exoma completo (WES) o la secuenciacién dirigida. WGS permite la
secuenciacion de todo el genoma, lo que requiere una gran cantidad de ADN. Para detectar
con precision mutaciones somaticas, es posible que se necesite una cobertura de
secuenciacion de 100 a 200 veces mas que para detectar variantes germinales, lo que es muy
costoso [4]. WES se enfoca en las regiones codificantes (exones) de un genoma,
aproximadamente un 2,5% del genoma humano, para descubrir variantes raras o comunes
asociadas con un trastorno o fenotipo. WES reduce costos y tiempo en comparacion con WGS.
Los métodos méas comunes se basan en la hibridacion mediante sondas de oligonucleétidos
para "capturar" fragmentos de ADN dirigidos, enriqueciendo asi en secuencias exonicas [5, 6].
Alternativamente, la secuenciacién dirigida, centrada en una seleccién de genes de interés
para una enfermedad especifica, es mas precisa y accesible en términos de tiempo y costo
para aplicaciones clinicas en los laboratorios. Por ello este abordaje se utiliza méas en

diagndstico.

El flujo de trabajo de NGS estéa constituido por diferentes pasos, desde la extraccion del acido
nucleico hasta la anotacién de variantes, como se muestra en la Figura 4. Los distintos
protocolos para realizar las etapas del flujo de trabajo de NGS distinguen a una tecnologia de
otra y determina el tipo de datos producidos desde cada plataforma. Actualmente hay dos
empresas principales que ofrecen plataformas NGS: Illumina y Thermo Fisher Scientific. Cada
una de las plataformas utiliza diferentes métodos quimicos de secuenciacién y deteccién de
sefiales [5, 57-59].
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Figura 4: Flujo de trabajo de NGS: extraccion de ADN/ARN; cuantificacion; preparacion de bibliotecas y
enriquecimiento; secuenciacion; asignacién de bases; alineamiento; control de calidad; llamado de

variantes y anotacion de variantes. Figura extraida de Serrati, et al. (2016).
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Las plataformas lllumina se caracterizan por realizar la amplificacion clonal sobre la misma
superficie en la que se va a llevar a cabo la secuenciacién, es lo que se conoce como PCR en
puente. Los cebadores complementarios a los dos adaptadores se encuentran unidos
covalentemente a la superficie, y el ADN sintetizado se curva haciendo puentes entre los
adaptadores. Al final se genera una amplificacion en forma de cluster (racimo). Los
secuenciadores lllumina utilizan cuatro nucleétidos marcados con fluorescencia y una camara
digital para visualizar el nucle6tido marcado incorporado. Para cada nucleétido incorporado se
genera una imagen que se procesa posteriormente para deducir la secuencia de nucledtidos.
Esta metodologia se caracteriza por el uso de nucleétidos marcados que bloquean de forma
reversible la elongacién de la cadena. De este modo, tras la deteccién de la incorporacién del
fluoréforo, y la eliminacion del mismo, es posible continuar con un nuevo ciclo de adicién de un
nuevo nucleodtido marcado. Es lo que se conoce como secuenciacion por sintesis. La tasa de

error estimada para la tecnologia lllumina es del 0,4% [60-63].

Por otro lado, Thermo Fisher Scientific utiliza nucleétidos sin marcar y un sistema de deteccién
que no es Optico. En su lugar, se basa en el hecho de que la adicién de un dNTP a una cadena
de ADN libera un ion hidrégeno. La secuenciacién por sintesis se realiza en pocillos
microscoépicos interconectados con un chip semiconductor. Después de la incorporacién de los
nucleétidos uno por uno, los protones liberados dan como resultado un cambio en el pH,
medido por el chip semiconductor. Previo el ADN se amplifica clonalmente en esferas
microscépicas. La tasa de error estimada para la tecnologia lon Torrent es 1,8%-1,9%,
principalmente en la deteccion de homopolimeros [62, 63]. Esta metodologia es la que se

utiliza en este trabajo, por lo que se detalla a continuacién.

El primer instrumento de lon Torrent™, lon Personal Genome Machine™ (PGM), fue el
secuenciador de nueva generacion mas econémico del mercado. Dada su capacidad de salida
y la velocidad de las corridas (2 horas), se ha orientado hacia genomas méas pequefios y
secuenciacion dirigida. El proveedor ofrece tres modelos de chip con diferentes capacidades,
por un lado esta el chip 314 donde se puede llegar a secuenciar 1 millén de lecturas, chip 316 6

millones de lecturas y chip318 11 millones de lecturas aproximadamente [64].

En 2015, se lanz6 el lon S5™ y el lon S5™XL. Los sistemas emplean la tecnologia de
semiconductores lon Torrent en miltiples formatos de chip que le permiten ejecutar multiples
aplicaciones de investigacion, como la secuenciacion de paneles genéticos, ensayos
personalizados, genomas pequefios, exomas y transcriptomas, todo en un solo instrumento,
asi como identificacion de mutaciones somaticas, rubro en el cual Thermo Fisher Scientific y su

método de amplificacién ha mostrado algunas ventajas frente a su competidor [65].
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El flujo de trabajo de la tecnologia lon Torrent consta de cuatro pasos principales: construccion
de bibliotecas, amplificacién clonal, secuenciacion y analisis [64]. El primer paso en el flujo de
trabajo es la construccidn de bibliotecas. Si bien hay una serie de opciones disponibles, el
proceso es parecido y generalmente implica tomar fragmentos de un tamafo uniforme
(generalmente 200-400pb) para luego ligarle covalentemente adaptadores que serviran para la
secuenciacién. Los fragmentos pueden provenir de la fragmentacion del ADN gendmico o de la
amplificacion por PCR de regiones especificas del genoma. Los adaptadores pueden tener
unido un codigo de barras que permita diferenciar a las muestras (barcode) tras la
secuenciacion en paralelo de multiples muestras. En la Figura 5 se esquematiza el proceso de
construccion de bibliotecas.
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Figura 5: Figura que esquematiza el proceso de construccion de bibliotecas de la tecnologia lon Torrent.

Figura extraida de Floragenex 2018 [66].
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Los fragmentos generados durante la preparacién de la biblioteca se unen a perlas y se
amplifican utilizando PCR en emulsion (amplificacion clonal). Las perlas recubiertas con
cebadores complementarios se mezclan con una soluciéon acuosa diluida que contiene los
fragmentos a secuenciar junto con los reactivos de PCR necesarios. Esta solucién se mezcla
luego con aceite para formar una emulsién de microgotas. La concentracion de fragmentos se
mantiene lo suficientemente baja como para que cada microgota contenga sélo un fragmento
por cada perla (o posiblemente ninguna, pero casi nunca mas de un fragmento). La
amplificacion clonal de cada fragmento se lleva a cabo dentro de las microgotas (Figura 6).
Después de la amplificacion, la emulsion se “rompe” (por extraccion organica y centrifugacion)

y las perlas amplificadas se enriquecen en un gradiente de glicerol.
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Figura 6: Proceso de amplificacion clonal. Las perlas recubiertas con cebadores complementarios se
mezclan con una solucién acuosa diluida que contiene los fragmentos a secuenciar junto con los reactivos

de PCR necesarios. Figura extraida de Wonyong K (2012) [67].

Lo que realmente caracteriza a los sistemas de lon Torrent es su tecnologia de
secuenciacién. En ella, se traduce directamente la informacion codificada quimicamente (A, C,
G, T) en informacién digital (0,1) en un chip semiconductor. El resultado es una tecnologia de

secuenciacién simple, rapida, rentable y escalable [68].

Cuando un nucleétido se incorpora a una hebra de ADN mediante una polimerasa, se libera un

ion hidrégeno como producto secundario (Figura 7).

Nucleotide Incorporates
into DNA

Hydrogen ion
is released

Figura 7: En esta figura se encuentra representada la incorporacion de un nucle6tido en una cadena de

ADN vy la liberacion de un ion hidrégeno en consecuencia [68].
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Si hay dos bases idénticas en la cadena de ADN, el nivel de protones liberados sera el doble,
el voltaje sera doble y el chip registrara dos bases idénticas. Debido a que se trata de deteccion
directa (sin escaneo, sin camaras, sin luz), cada incorporacion de nucleétidos se registra en
segundos (Figura 8).

Two bases
are incorporated

Figura 8: En esta figura se encuentra representada la actividad de la polimerasa liberando dos protones
tras incorporar dos T consecutivas (arriba). Abajo esta representado el registro de las incorporaciones de
los dNTPs en donde G es Guanina, A es Adenina, C es Citocina y las dos T son dos Timinas [68].

Por ejemplo, si se agrega un nucledtido, una C, a una cadena de ADN, se liberara un ion
hidrégeno (se incorpora 1C por cada uno de los fragmentos alrededor de la perla). La carga de
ese ion cambiard el pH de la solucidn, el medidor de pH detectara a la base y pasara
directamente de la informacion quimica a la informacién digital. El secuenciador lon Personal
Genome Machine™ luego inunda secuencialmente el chip con un nucleoétido diferente tras otro.
Si el siguiente nucle6tido que inunda el chip no coincide, no se registrar4 ninglin cambio de
voltaje y por lo tanto, no se llamara una base (Figura 9). Si en vez de entrar una sola T entran 2
T habrd un cambio de pH proporcional y el algoritmo de asignacion de bases detecta la entrada
de 2T.
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Figura 9: Ejemplo de incorporacion de bases en una cadena de ADN [69].
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La gran limitacion de esta tecnologia es la deteccion de homopolimeros del mismo nucleotido
(por ejemplo, TTTTT) ya que si se incorporan multiples nucleétidos del mismo tipo esto resulta
en un mayor cambio de pH y una sefial electrénica proporcionalmente mayor. Las sefiales
generadas a partir de un numero alto de repeticiones son dificiles de diferenciar de las
repeticiones de un nimero similar pero diferente; por ejemplo, los homopolimeros de longitud 7
son dificiles de diferenciar de los de longitud 8 [70]. En el correr de los afios los algoritmos de
deteccion de variantes han ido mejorando y actualmente se detecta cierto ruido en polimeros
por arriba de 8 0 9 pb. Los secuenciadores semiconductores lon Torrent producen una longitud

de lectura promedio de aproximadamente 400 nucledtidos por lectura.

En la dltima etapa se realiza el andlisis de datos de NGS. Este se puede dividir en cuatro
operaciones principales: asignacion de base (del inglés base calling), alineacién de lecturas,
identificacién de variantes y anotacion de variantes. Una gran cantidad de programas
comerciales, de cédigo abierto y desarrollados por laboratorios estan disponibles para cada
uno de estos pasos. Es importante tener en cuenta que las principales variantes de secuencia
(SNP, MNP INDEL) requieren un enfoque computacional diferente para una identificacién
especifica. La alineacién de las lecturas de secuencias que contienen INDELs son
técnicamente complejas, y requieren algoritmos disefiados especificamente para la tarea [71,
72].

El sistema lon Torrent incluye un programa que alinea las lecturas generadas contra el genoma
humano (hgl19) utilizando TMAP (Torrent Mapping Alignment Program) generando un archivo
BAM [73]. Para la identificacion de variantes utiliza el plug in TVC (Torrent Variant Caller) el
cual detecta polimorfismos de un sélo nucleétido (SNP), polimorfismos de multiples nucleétidos
(MNP), inserciones, deleciones y sustituciones de bloque. Ademas lon Torrent ofrece el
software “Torrent Suite” [74], que actla como la interfaz principal para una serie de funciones
basicas. También disponen de la interfaz "lon Reporter" que sirve para una variedad de

soluciones de analisis de cédigo abierto [75].

La tecnologia de NGS surge en un contexto donde las preocupaciones sobre los costos de la
atencion médica son cada vez mayores, donde el objetivo es poder guiar la prescripcion de
terapias dirigidas muy costosas. Los grandes avances tecnolégicos en NGS han permitido una
rapida difusién de las aplicaciones de NGS en entornos clinicos. Sin embargo, ain no esta
claro si se pueden implementar estas tecnologias en el diagndstico a un costo accesible [76-
78].
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Segun van Nimwegen et al [76], en el afio 2016 el costo por muestra de ADN humano para
realizar un WGS era de 1669€, 792€ para WES y 333€ para secuenciacion dirigida. WES y la
secuenciacion dirigida son alternativas considerablemente mas bajas que WGS. Sin embargo,
esto no implica que estos abordajes NGS deban ser preferidos en la practica clinica, ya que
esto debe basarse en el compromiso entre los costos y la utilidad clinica esperada del abordaje

elegido.

Un estudio realizado por Marino et al. [77] en 2018 muestra que el costo total promedio de NGS
para los paneles de genes dirigidos es de aproximadamente 607€ (x207) para estudios de
genética somatica y 550€ (£140) para el analisis en linea germinal. Segun este estudio, los
consumibles son el controlador de costo mas alto del proceso de secuenciacién, representando
un 48% del costo total en genética somatica y el 41% en oncogenética en linea germinal. Los
costos de equipo y software representan un 8% y 9% para andlisis somaticos y de linea
germinal, respectivamente, y los costos laborales un 14% y 18%, respectivamente. Finalmente,
los costos adicionales fueron entre 30% y 32% del total. Con estos datos queda claro que uno
de los mayores costos proviene de la compra de los consumibles utilizados para la

secuenciacion.

Por otro lado, la utilizacién de NGS tanto para analisis clinicos como en investigacion ha hecho
aumentar exponencialmente la cantidad de datos de secuencia generados. Los datos de
secuencia que se pueden descargar de las bases de datos son aparentemente gratuitos, pero
los costos surgen en la necesidad de recursos de andlisis y almacenamiento computacional,
asi como en la capacitacidon necesaria para manejar e interpretar los datos. Es por ello que los
nuevos paradigmas para el almacenamiento y analisis de datos son cada vez mas importantes.
Se ha generado una mayor demanda de los recursos computacionales y el conocimiento
necesario para manejar los datos de secuencia. Es de vital importancia que a medida que
aumenta la cantidad de datos de secuenciacién, estos datos no se almacenen simplemente,

sino que se organicen de manera escalable, facil e intuitiva [79].
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo general

El objetivo de este trabajo es generar un protocolo alternativo de NGS, utilizando la plataforma
lon Torrent PGM™, que sea eficiente, confiable, rapido y con un menor costo que el protocolo
original planteado por el proveedor de forma que sea competitivo con Sanger; asi como
optimizar el andlisis de variantes de las secuencias generadas, utilizando como modelo
mutaciones somaticas en los oncogenes KRAS, NRAS y EGFR que permiten tomar conductas

personalizadas a nivel terapéutico.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Optimizar la extraccion y cuantificacion de ADN a partir de tejido FFPE.

2.2.2. Disefiar un método de trazabilidad de muestras.

2.2.3. Generar y poner a punto una alternativa al protocolo del proveedor para las etapas de
mayor costo en la secuenciacion por NGS utilizando la plataforma lon Torrent PGM™.,

2.2.4. Validar a nivel diagnéstico el protocolo desarrollado en el objetivo 2.2.3. para la deteccién
de mutaciones somaticas en los oncogenes KRAS, NRAS y EGFR.

2.2.5. Comparar el desempefio de diferentes programas bioinformaticos en la detecciéon de

mutaciones sométicas en los oncogenes KRAS, NRAS y EGFR.
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3. METODOLOGIA

3.1. Muestras

3.1.1. Muestras clinicas

Se utilizaron 161 muestras provenientes de biopsias de tejidos tumorales (cancer de pulmén o
colorrecto) fijadas en formol e incluidas en parafina, proceso denominado FFPE (Formalin-fixed
paraffin-embedded). Todas las muestras procedieron de pacientes del laboratorio Genia
quienes firmaron un consentimiento informado donde dice que "la misma podra ser utilizada por
dicho laboratorio para validaciones metodologicas u otros fines cientificos estadisticos

respetando siempre y en todo la normativa aplicable”. Ver anexo 8.1.

3.1.2. Controles de calidad

Se utilizé 10 muestras de tejido FFPE para la deteccién de mutaciones somaticas en el gen
EGFR provenientes de la organizacion EMQN, control de calidad del cual participa el
Laboratorio Genia. EMQN ofrece esquemas de Evaluacion de Calidad Externa (EQA) o
Pruebas de Competencia (PT) acreditadas segun la norma ISO 17043 que estan disefiados
para probar todo el proceso analitico de un laboratorio de diagndstico molecular, incluida la
capacidad de interpretar datos a la luz de la informacion clinica suministrada con una
referencia, y para producir un informe claro y preciso [80].

También se utiliz6 12 muestras FFPE del control de calidad de la organizacion UK NEQAS
para la deteccion de mutaciones sométicas en los genes KRAS y NRAS. UK NEQAS es una
organizacion del Reino Unido que tiene como objetivo garantizar un estandar de EQA

adecuado, receptivo y de alta calidad para los laboratorios clinicos [81].

Las muestras de controles de calidad son tejidos FFPE artificiales con mas de 50% de células
neoplasicas. Todas las muestras traen una indicacién clinica del paciente ficticio y datos del

mismo.

3.1.3. ADNs con mutaciones conocidas

Se utilizaron ADNs de referencia con mutaciones en los genes KRAS y NRAS provistos por la

empresa Horizon Diagnostic (desde aqui referidas como "Horizon"). En la Tabla 1 se
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especifican cada uno de los ADNs de referencia mediante su nimero de catalogo, detallando

las mutaciones que contienen en forma heterocigota. Estos ADNs tienen una concentracion de

5ng/ul y la mutacion se encuentra en un 50%.

Tabla 1. ADNs de referencia con mutaciones en los genes
KRAS y NRAS provistos por la empresa Horizon Diagnostic.
ADNs utilizados en los estudios para la validacion de la

técnica.

Catalogo Gen Mutacion
HD378 KRAS c.34G>A p.Glyl2Ser
HD379 KRAS c.34G>C p.Glyl12Arg
HD380 KRAS €.34G>T p.Glyl2Cys
HD374 KRAS c.35G>A p.Gly12Asp
HD376 KRAS ¢.35G>C p.Glyl2Ala
HD377 KRAS ¢.35G>T p.Glyl2val
HD375 KRAS c.38G>A p.Gly13Asp
HD632 KRAS ¢.183A>C p.GIn61His
HD411 KRAS c.436G>A p.Alal46Thr
HD373 KRAS WT
HD190 NRAS ¢.35G>T p.Glyl2val
HD539 NRAS c.181C>A p.GIn61Lys
HD534 NRAS c.182A>G p.GIn61Arg
HD524 NRAS c.182A>T p.GIn61Leu
HD529 NRAS ¢.183A>T p.GIn61His
HD372 NRAS WT

3.1.4. ADN de sangre para referencia

Se utilizé una muestra de sangre como control de ADN gendmico. La extraccion se realizd con

el kit DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen, #69504). Se llevd a una concentraciéon de 0,1ng/ul. El

mismo fue denominado con el cédigo "ADN ctrl". Ademdas se utilizaron otras muestras de

sangre durante el trabajo que se extrajeron del mismo modo y se llevaron a una concentracién

de 0,2ng/ul.

3.2. Extraccion de ADN de tejido FFPE

Para la extraccion de las muestras de tejido FFPE se utilizé el kit QlAamp DNA FFPE Tissue

Kit (Qiagen, #56404) con modificaciones en el protocolo (se especifican en el punto 4.1.1). Se

utilizé aceite mineral (Sigma, #M8410) para la etapa de desparafinado de los tejidos FFPE.
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3.3. Cuantificacion por PCR en tiempo real (qPCR) utilizando SYBR
Green®

El SYBR Green es un colorante fluorescente de uso comun que se une a las moléculas de
ADN de doble cadena. Cuando el SYBR green se encuentra unido al ADN doble cadena emite
fluorescencia. Esto permite que la lectura de fluorescencia al final de cada ciclo sea
proporcional al producto de doble cadena formado. De esta forma es posible medir de forma
indirecta la cantidad de producto de doble cadena formado al final de cada ciclo en tiempo real.
El reactivo Power SYBR® Green PCR Master Mix también incluye una version patentada del
colorante ROX™  una referencia pasiva interna, para normalizar las fluctuaciones de
fluorescencia no relacionadas con la PCR y minimizar la variabilidad entre pocillos que puede

resultar de varias causas, como el error de pipeteo y la evaporacion de la muestra [82-84].

3.3.1. Curva estandar para cuantificacion de ADN

Se utiliz6 un ADN comercial (Quantifiler™ Human DNA Standard 200ng/ul, Thermo Fisher
Scientifics #4343895) el cual se diluy6é un cuarto para obtener una concentraciéon de 50ng/ul. A
partir de esa diluciébn se realizaron diluciones al tercio de forma seriada hasta una
concentracion de 0,02ng/ul obteniéndose una curva estandar de ADN para su utilizacion en la
técnica gPCR. Los puntos de la curva que se utilizaron fueron 5,56ng/ul, 1,85ng/ul, 0,62ng/ul,
0,21ng/ul, 0,07ng/ul y 0,02ng/ul.

3.3.2. Curva estandar para cuantificacion de bibliotecas

Se utiliz6 una biblioteca control de E.Coli DH10B [85] con un tamafio definido de 190bp y una
concentraciéon de 68pM, la cual viene en el kit lon Library TagMan™ Quantitation Kit (Thermo
Scientific #4468802). Se hicieron tres diluciones seriadas al décimo desde la biblioteca pura,
obteniéndose: 6,80, 0,68 y 0,068 pM.

3.3.3. Reaccion de gPCR

Para la cuantificacion de ADN, las muestras extraidas en el punto 3.2 fueron diluidas al medio
de forma seriada partiendo de una dilucion inicial de 1/5 hasta una dilucion 1/160. Los
cebadores utilizados fueron hTERT163 Fwd (5-TGCCCTAGTGGCAGAGACAA-3") y Rv (5'-
ATTTGAACAGGCCTCGCACC-3"). El tamafio del amplicon generado es de 163pb. La mezcla
de reaccion para la qPCR se compuso de Power SYBR® Green PCR Master Mix 1X (Thermo
Fisher Scientifics #4367659), cebadores Fwd y Rv a 0,8uM, 2ul de la dilucion de la muestra de
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ADN y agua ultra pura (UltraPureTM Destilled Water, Invitrogen #10977-015) para llegar a un
volumen final de 12,5ul. 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 (CN)

con agua ultra pura y la curva estandar de ADN gendmico puro (punto 3.3.1).

Para la cuantificacién de bibliotecas se utilizaron las bibliotecas puras, diluidas 1/10 y 1/100.
Los cebadores utilizados fueron los cebadores universales que utiliza el Library Equalizer™ Kit
para amplificar bibliotecas (Thermo Fisher Scientific, #4482298) o los cebadores que trae el
lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0 para re-amplificar bibliotecas (Thermo Fisher Scientific
#4480441) o los cebadores que trae el kit NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for lon
Torrent™ (New England BioLabs® Inc. #E6270L). La mezcla de reaccion para la gPCR se
compuso de: Power SYBR® Green PCR Master Mix 1X (Thermo Fisher Scientifics #4367659),
cebadores a 0,8uM (cada uno), 2ul de biblioteca y agua ultra pura (UltraPureTM Destilled
Water, Invitrogen #10977-015) para llegar a un volumen final de 12,5ul. Dicha mezcla se realiz6
en campana para PCR (con tratamiento de luz UV previo a la manipulacion del ADN). Para

cada ensayo se ampificé la curva estandar de E.Coli DH10B (punto 3.3.2).

Para la qPCR se utilizo el equipo “7500 Real time PCR System” de Thermo Fisher Scientifics.

Las condiciones de ciclado fueron:

50°C 2’; 95°C 10’; [95°C 157, 60°C 1'*] x40; 95°C 15”; 60°C 1’; 95°C 30” (Ramp Rate 1%*); 60°C 15”
*Lectura de fluorescencia (Data Collection)

El andlisis de los datos se realiz6 a través del software HID Real-Time PCR Analysis Software
v1.1 (Thermo Fisher Scientifics #A24664).

3.4. Cuantificacion de ADN o bibliotecas por Qubit

Para la cuantificacion de ADN o bibliotecas por Qubit se utilizo el kit Qubit™ dsDNA HS Assay
(Thermo Fisher Scientific # Q32854). Para dicha metodologia se utilizaron 199ul de buffer
(Qubit® dsDNA HS Buffer) y 1ul de reactivo colorimétrico (Qubit® dsDNA HS Reagent). Luego
a 198ul de la solucion se le adicionaron 2ul de muestra de ADN o biblioteca a cuantificar. El

equipo utilizado fue "Qubit® 2.0 fluorometer" de Invitrogen.

Este tipo de cuantificacion utiliza una sonda que es altamente selectiva para el ADN doble
cadena (ADNdc o dsDNA), incluso a bajas concentraciones. La sonda fluoresce sélo cuando
esta unida a su molécula diana y permite medir concentraciones de 10 pg/uL a 100 ng/uL. El

ensayo se realiza a temperatura ambiente y la sefial es estable durante 3 horas. Los
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contaminantes comunes como sales, nucleétidos libres, solventes, detergentes o proteinas son

bien tolerados en el ensayo [86].

3.5. Amplificacién por PCR

Se realiz6 la amplificacién por PCR de los exones 2, 3 y 4 del gen KRAS, exones 2, 3y 4 del
gen NRAS y exones 18, 19, 20 y 21 del gen EGFR. En conjunto con la amplificaciéon de los
exones se realiz6 la amplificacion de microsatélites para evaluar la trazabilidad de las
muestras. Se trabajé con dos sub paneles (mezcla de cebadores Fwd y Rv para la
amplificacion de un conjunto de exones), uno de ellos para evaluar los genes KRAS y NRAS
(panel KN) y el otro para evaluar el gen EGFR (panel EGFR). A cada uno de ellos se les

incorporaron los cebadores para la amplificaciéon de microsatélites.

3.5.1. Cebadores para KRAS, NRAS y EGFR

Los cebadores se compraron a Thermo Fisher Scientific utilizando el servicio que ofrece para
realizar cebadores compatibles con lon Ampliseq Library kit 2.0 (lon AmpliSeq™ Designer) [87].
La secuencia utilizada fue la misma que plantea el panel lon AmpliSeq Colon and Lung
Research Panel v2 [88] para la amplificacion de los genes KRAS, NRAS y EGFR. El panel KN
contuvo a los cebadores: KRAS _Ex2 Fwd y Rv, KRAS Ex3 Fwd y Rv, KRAS Ex4 Fwd y Ry,
NRAS_Ex2 Fwd y Rv, NRAS_Ex3 Fwd y Rvy NRAS_Ex4 Fwd y Rv. El panel EGFR contuvo a
los cebadores: EGFR_Ex18 Fwd y Rv, EGFR_Ex19 Fwd y Rv, EGFR_Ex20 Fwd y Rv y
EGFR_Ex21 Fwd y Rv. En la Tabla 2 se especifican las regiones exénicas evaluadas para los

tres genes y el nombre de cada juego de cebadores.

Tabla 2: Regiones evaluadas de los genes KRAS, NRAS y EGFR. Se detalla el nombre del
par de cebadores utilizado para cada regién, la posicion inicial y final de la regién evaluada, y
el tamafio del amplicdn generado (incluyendo cebadores).

Nombre cebador Noglnb;? g:rt:gldor Chr Pos. inicial  Pos. final am-pl;?ir:c'?:c()pb)
KRAS_Ex2 CHP2_KRAS 1 12 25398186 25398304 172
KRAS_Ex3 CHP2_KRAS 2 12 25380260 25380364 156
KRAS_Ex4 CHP2_KRAS_3 12 25378549 25378658 167
NRAS_Ex2 CHP2_NRAS_1 1 115258689 115258774 134
NRAS_Ex3 CHP2_NRAS_2 1 115256504 115256584 126
NRAS_Ex4 Hotspot_1.17678 1 115252190 115252305 166

EGFR_Ex18 CHP2_EGFR_4 7 55241635 55241729 134
EGFR_Ex19 CHP2_EGFR_5 7 55242411 55242540 172
EGFR_Ex20 CCP_EGFR_6 7 55248974 55249100 162
EGFR_Ex21 CHP2_EGFR_8 7 55259507 55259628 163
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3.5.2. Cebadores para amplificar microsatélites

Para la trazabilidad de las muestras se disefiaron cebadores para regiones de los STRs (Short
Tandem Repeat): TPOX, CSF1PO, THO01, D13S818, D16S539 y D5S818, para ello se utilizo el
servicio que ofrece Thermo Fisher Scientific para el disefio de cebadores compatibles con el
lon Ampliseq Library kit 2.0 (lon AmpliSeq™ Designer) [87]. En la Tabla 3 se especifican las
seis regiones de microsatélites evaluadas y el nombre del par de cebadores utilizado para cada

region.

Tabla 3: Regiones de los seis STRs evaluados. Se detalla el nombre del par de cebadores utilizado
para cada region, el tipo de repetido, la posicion inicial y final cada region evaluada, y el rango de
amplificacion.

Nombre Repetido Chr Pos. Inicial Pos. Final ampﬁﬁgggg:(pb)
TPOX [AATG]n 2 1493370 1493531 255-302
CSF1PO [AGAT]n 5 149455824 149456018 312-360
THO1 [AATG]n 11 2192234 2192434 150-195
D13S317 [TATC]n 13 82722058 82722281 168-207
D16S539 [GATA]n 16 86386212 86386435 258-310
D5S818 [AGAT]n 5 123111165 123111378 111-157

3.5.3. Reaccion de PCR

Se utilizaron dos enzimas Taq Polimerasas para la amplificacion multiple por PCR de los
exones més los STRs: 5X lon AmpliseqTM HiFi Mix del kit lon Ampliseq Library kit 2.0 (Thermo
Fisher Scientifics #4475345) y la enzima Platinum® Multiplex PCR Master Mix 2X (Thermo
Fisher Scientifics #4464269).

La mezcla de reaccién utilizando la primera enzima (desde ahora también nombrada como
"HiFi") se compuso de lon Ampliseq™ HiFi Mix 1X, cebador para exones de 0,2uM (cada uno),
cebador para STRs 0,03uM (cada uno), ADN cuantificado por gPCR (0,2ng-2ng de ADN) y
agua ultra pura csp 50ul (UltraPureTM Destilled Water, Invitrogen #10977-015). El ciclado
utilizado para la enzima HiFi fue: 2’ 99°C; [15” 99°C; 4’ 60°C] 27x.

Los componentes de la mezcla de reaccién para la segunda enzima (desde ahora también
nombrada como "Platinum") fueron: Platinum® Multiplex PCR Master Mix 1X (Thermo Fisher
Scientifics #4464269), cebador para exones de 0,2uM (cada uno), cebador para STRs 0,03uM
(cada uno), ADN cuantificado por qPCR (0,2ng-2ng de ADN) y agua ultra pura csp 50ul
(UltraPureTM Destilled Water, Invitrogen #10977-015). El ciclado utilizado para la enzima
Platinum fue: 2’ 95°C; [30” 95°C; 4’ 60°C] 33x.
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La temperatura de hibridacién de cebadores se consider6 en base a la Tm de los cebadores
utilizados [89, 90]. Se mantuvo la etapa unificada de hibridacion de cebadores-extension a

60°C en el ciclado con Platinum al igual que lo recomendado para la enzima HiFi.

Para la reaccion de PCR se utiliz6 el termociclador “Veriti™ 96-Well Thermal Cycler" de
Thermo Fisher Scientifics.

3.6. Electroforesis en gel de agarosa

Se observaron los productos de las PCRs por electroforesis en geles de agarosa (UltraPure™
Agarose, Invitrogen #16500-500) al 3% en buffer TBE 1X (UltraPure™ 10X TBE Buffer,
Invitrogen #15581-044). Los acidos nucleicos se visualizaron mediante GelRed (GelRed™
Nucleic Acid Gel Stain 10,000X in Water, Biotium #41003), el cual se diluyé a una
concentracion final de 1X. Como marcador de peso molecular se utiliz6 O'GeneRuler Ultra Low
Range DNA Ladder, Ready-to-Use 10-300 bp (Thermo Scientific #SM1223), cargando 0,6pg en
el pocillo. Para sembrar las muestras en el gel se uso buffer de carga (6X Orange DNA Loading

Dye, Thermo Scientific #R0631) a una concentracion final de 1X.

La cuba de electroforesis utilizada fue “ENDURO™ Gel XL Electrophoresis System” 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. Secuenciacion Sanger

Para la secuenciacién Sanger de cada uno de los exones se realizaron PCRs independientes
para cada gen, por un lado los exones 2, 3y 4 del gen KRAS, por otro lado los exones 2, 3y 4
del gen NRAS y por ultimo los exones 18, 19, 20 y 21 del gen EGFR.

Los componentes de la mezcla de reaccién fueron: Platinum® Multiplex PCR Master Mix 2X
(Thermo Fisher Scientifics #4464269), cebadores a 0,26uM (cada uno) (Tabla 4), ADN
cuantificado por gPCR (entre 0,2 y 2 ng de ADN) y agua ultra pura csp 12,5ul (UltraPureTM
Destilled Water, Invitrogen #10977-015). El ciclado utilizado fue: 2"95°C; [15” 95°C; 30” 60°C;
15” 72°C] x36; 10’ 72°C. Para la reaccion de PCR se utilizo el termociclador “Veriti™ 96-Well

Thermal Cycler" de Thermo Fisher Scientifics.
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Tabla 4: Nombre de los cebadores utilizados en la
secuenciacion Sanger y tamafio del amplicdn generado.

Nombre cebador Tamarfio amplicon (pb)
KRAS ex2 Fwd y Rv 172
KRAS ex3 Fwd y Rv 156
KRAS ex4 Fwd y Rv 167
KRAS ex2 Fwd y Rv 134
KRAS ex3 Fwd y Rv 126
KRAS ex4 Fwd y Rv 166

EGFR ex18 Fwd y Rv 134
EGFR ex19 Fwd y Rv 172
EGFR ex20 Fwd y Rv 162
EGFR ex21 Fwd y Rv 163

Los productos de la PCR se purificaron mediante un tratamiento con 0,26U de fosfatasa
alcalina (FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase, Thermo Fisher Scientific 1U/ul #
EF0651) y 0,2 U de exonucleasa | (Exonuclease |, Thermo Fisher Scientific, # EN0581) sobre
5ul de producto de PCR, en un volumen final de 6,8ul. Esta etapa se realizd 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 reaccién de degradacion de ADN de cadena simple en direccién 3'-5'. Dicha
reaccion necesitd una incubacién de 60’ a 37°C y posterior inactivacion de las enzimas 15 a
85°C. El producto de la PCR purificado se utilizé para la reaccion de secuenciacién Sanger que
se realizé con el kit BigDye® Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific #4337455), los
cebadores a 10uM, 1ul del producto de PCR purificado y agua ultra pura (UltraPureTM
Destilled Water, Invitrogen #10977-015) para llegar a un volumen de 6pl. Para la reaccién 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 secuenciacién se purific6 BigDye XTerminator®
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific #4376484) siguiendo las recomendaciones del
proveedor. El producto purificado se corri6 en el secuenciador capilar ABI3500xL Genetic
Analyzer (Thermo Fisher Scientific).

Los resultados de la secuenciacién Sanger se analizaron con el software MEGA 6.0 (Molecular

Evolutionary Genetics Analysis) [91].
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3.8. Microsatélites por electroforesis capilar

Para evaluar la trazabilidad de las muestras analizadas, se realiz6 la amplificacion y posterior
electroforesis capilar de los STRs: TPOX, CSF1PO, THO01, D13S818, D16S539, D5S818 y

amelogenina.
3.8.1. Amplificacién de STRs
Se utilizaron cebadores marcados, previamente disefiados por el Laboratorio Genia (el disefio

no se especifica), para la amplificacion de STRs (Tabla 5). La mezcla de cebadores se equilibré

para tener sefial similar en todos los marcadores.

Tabla 5: Cebadores marcados utilizados
en la amplificacion de los STRs para la
posterior electroforesis capilar.

Nombre Fluorocromo
hTPOX_F OH
hTPOX_R NED

hCSF1PO _F VIC
hCSF1PO _R OH
hTHO1_F 6-FAM
hTHO1_R OH
hD13S317_F OH
hd13S317_R VIC
hD16S539_F OH
hD16S539_R VIC
hD5S818_F OH
hD5S818_R VIC
hAmelogenin_F NED
hAmelogenin_R OH

Los componentes de la mezcla de reaccién para la PCR de STRs fueron: Platinum® Multiplex
PCR Master Mix 1X (Thermo Fisher Scientifics #4464269), cebadores a 0,4uM (cada uno)
(Tabla 5), 0,2ng de ADN y agua ultra pura (UltraPureTM Destilled Water, Invitrogen #10977-
015) para llegar a un volumen de 15ul. La misma fue realizada en campana para PCR con

tratamiento de luz UV previo a la manipulacion del ADN.

Para la reaccion de PCR se utilizé el termociclador “Veriti™ 96-Well Thermal Cycler" de Applied
Biosystems. El ciclado utilizado fue: 2° 95°C; [10” 95°C; 1’ 60°C, 20"" 60°C] 34x.
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3.8.2. Electroforesis capilar

Los productos de la PCR de STRs se corrieron en el secuenciador capilar "3500xL Genetic
Analyzer for Human Identification" de Applied Biosystems. Para ello, se mezclé 9ul de Hi-Di'™
Formamide (Applied Biosystems #4311320) con 0,5ul de escalera interna GeneScan 600LIZ
Size standard (Applied Biosystems # 4408399). Tras vortexear y centrifugar, se alicuotaron 9pl
de dicha mezcla en una placa apta para el secuenciador capilar (MicroAmp Optical 96-well
Reaction Plate With Barcode (Applied Biosystems #4306737) y se le agreg6 1ul del producto
de PCR en cada pocillo.

Los datos generados en la electroforesis capilar se analizaron por el software GeneMappere
Software 5 (Thermo Fisher Scientifics #4475073).

3.9. Construccion y cuantificacion de bibliotecas

3.9.1. Protocolo Ampliseq

La construccién de bibliotecas con el lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0 (desde aqui en adelante
nombrado bibliotecas Ampliseq) se realiz6 siguiendo la guia de uso “lon AmpliSeq™ Library Kit
2.0 USER GUIDE” [92]. Se utilizo el kit lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0-96LV (Thermo Scientific
#4480441), los adaptadores con barcode lon Xpress™ Barcode adapter 1-96 (Thermo
Scientific #4474517) y el sistema de purificacion con Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter
#A63882).

Los ADNSs extraidos y cuantificados, se amplificaron utilizando la enzima 5X lon Ampliseq™
HiFi Mix del kit Ampliseq Library 2.0 como se indica en el apartado 3.5.3. Los productos de la
PCR se digirieron con la enzima FuPA presente en el kit lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0-96LV
incubando en termociclador a 50°C 10", 55°C 10" y 60°C 20". Luego, se realiz6 la ligacion de
los adaptadores con barcode utilizando las 96 opciones del lon Xpress™ Barcode adapter 1-
96. Para ello se incubé a 22°C 30y 72°C 10°. Las bibliotecas generadas se purificaron
utilizando el sistema de purificacion por perlas magnéticas de Agencourt AMPure XP a 1,5X
realizando dos lavados de las perlas con etanol 70% (Etanol Absoluto, Dorwil #D010-03-03) y
se eluyeron en 20pul de agua ultrapura (UltraPureTM Destilled Water, Invitrogen #10977-015).
Las bibliotecas purificadas se cuantificaron utilizando el kit lon Library TagMan™ Quantitation
Kit (Thermo Scientific #4468802) siguiendo la guia de uso “lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0
USER GUIDE” [92].
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3.9.2. Protocolo NEB adaptado

Para la construccién de bibliotecas con el protocolo adaptado en este trabajo (desde aqui en
adelante nombrado bibliotecas NEB), se utilizo el kit de NEBNext® Fast DNA Library Prep Set
for lon Torrent™ (New England BioLabs® Inc. #E6270L), los adaptadores con barcode lon
Xpress™ Barcode adapter 1-96 (Thermo Scientific #4474517) y el sistema de purificacion con
Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter #A63882).

Los ADNs extraidos y cuantificados, se amplificaron utilizando la enzima Platinum® Multiplex
PCR Master Mix 2X como se indica en el apartado 3.5.3. Los productos de PCR se purificaron
utilizando el sistema de purificacion por perlas magnéticas de Agencourt AMPure XP a 1,8X
realizando dos lavados de las perlas con etanol 70% (Etanol Absoluto, Dorwil #D010-03-03) y
se eluyeron en 20ul de agua ultrapura (UltraPureTM Destilled Water, Invitrogen #10977-015).
Para las siguientes etapas de construccion de bibliotecas se utilizé el kit NEBNext® Fast DNA
Library Prep Set for lon Torrent™ siguiendo las recomendaciones del manual de uso
"NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for lon Torrent™ Instruction Manual" [93]. A los
productos de PCR purificados (50ng) se les realiz6 la etapa de reparacién de los extremos y
fosforilacién 5° en una reaccién con NEBNext End Repair Reaction Buffer, NEBNext End
Repair Enzyme Mix (con el fin de mantener el buffer requerido en esta etapa y que puede influir
en la siguiente) y agua ultra pura para llegar a un volumen de 15ul. La incubacién para esta
etapa fue de 20" a 25°C y 10" a 70°C. Luego, se realizé la ligacion de los adaptadores
utilizando T4 DNA Ligase Buffer, Bst 2.0 WarmStart DNA Polymerase, T4 DNA Ligase, 0,5l
del adaptador con barcode correspondiente, 15ul del producto de la reaccion de END Repair y
agua suficiente para completar 25ul de volumen final. La incubacién para esta etapa fue de 15°
a 25°C y 5" a 65°C. Los adaptadores no estan fosforilados en el extremo 5' lo que minimiza la
formacién de dimeros de adaptadores. Dado que las ligasas requieren de un fosfato en 5 para
la ligacion, la ausencia de fosfato en el extremo 5 de los adaptadores resulta en una
discontinuidad en una de las cadenas de la doble hebra tras la ligacion al producto de PCR (en
inglés: nick DNA). Esta discontinuidad se repara utilizando Bst 2.0 WarmStart ™ DNA
Polymerase [94]. El producto de esta etapa es la biblioteca. La misma se purifica utilizando
Agencourt AMPure XP 1,5X y se eluye en 20ul de agua ultrapura. Las bibliotecas purificadas

se cuantificaron utilizando Qubit (ver apartado 3.4).

3.10. Amplificacién clonal, enriquecimiento y secuenciaciéon en lon
Torrent PGM™

Estas etapas se realizaron siguiendo la guia de uso del proveedor "lon PGM™ Hj-Q ™ View
OT2 Kit" [95], para lo cual se utilizé el kit lon PGM™ OT2 Supplies (Thermo Fisher Scientific

40



#A27744), el kit lon PGM™ Hij-Q™ View OT2 Reagents (Thermo Fisher Scientific #A29811) y
el kit lon PGM™ Hij-Q™ OT2 Solutions (Thermo Fisher Scientific #A27742). Para la
secuenciacién se utilizaron los chip lon 314™ Chip Kit v2 BC (Thermo Fisher Scientific
#4488144) o lon 316™ Chip Kit v2 BC 9 (Thermo Fisher Scientific #4488149) y el kit de
secuenciacion utilizado fue lon PGM™ Hj-Q™ Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific
#A25592, el cual contiene lon PGM HiQ Seq dNTP, lon PGM HiQ Seq Reagent, lon PGM Hi-Q
Seq Solution y lon PGM Seq Supplies).

El secuenciador utilizado fue: lon Personal Genome Machine™ (PGM™) System de Thermo

Fisher Scientific y el numero de flujos de dNTPs utilizado fue de 500.

3.11. Analisis bioinformatico

Las secuencias generadas por el lon Torrent PGM™ se alinearon contra el genoma de
referencia hgl9 (Assembly GRCh37 disponible en la base de datos NCBI). La ubicacién
cromosémica de los genes evaluados es la siguiente: EGFR en 7p12, KRAS en 12pl2.1 y
NRAS en 1pl13.2. Las secuencias de referencia (GenBank) utilizadas fueron: NM_005228.4
para EGFR, NM_004985.3 para KRAS y NM_002524.4 para NRAS.

Los programas y archivos utilizados para el analisis de secuencias fueron los siguientes:
1. Alineamiento de secuencias contra el genoma humano (hg19):

e Torrent Suite™ software mediante el programa TMAP (Torrent Mapping Alignment
Program, version 5.10, Thermo Fisher Scientific) [74]

e CLC Genomics Workbench 12 software (version de prueba, Qiagen) [96]
2. Deteccion de variantes:

e |T Variant Caller (Thermo Fisher Scientific)[97]
e Sophia DDMe (Sophia Genetics) [98]

Utilizando los archivos:
e Archivo “ColonLungV2.20140523.designed.bed” (todas las variantes)
e Archivo “ColonLungV2.20150730.hotspot.bed” (variantes hotspot)

4. Analisis de los microsatélites en NGS:

e HID_STR_Genotyper [99].
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5. Visualizacion del alineamiento de las lecturas y la presencia de variantes contra el genoma

de referencia:

e Integrative genome viewer (IGV) (Broad Institute) [100]

Clasificacion de variantes:

e Software Ingenuity Pathway Analysis (Qiagen) [101]
e Base de datos COSMIC (Sanger Institute Catalogue of Somatic Mutations in Cancer)
[102]

Nomenclatura de las variantes encontradas:

e HGVS (Human Genome Variation Society)[103]
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo principal de este trabajo fue implementar una alternativa al protocolo de NGS
(utilizando la plataforma lon Torrent PGM™) planteado por el proveedor, Thermo Fisher
Scientific, que presentara una reduccion de costos. La aplicacion de esta alternativa se plante6
para la deteccion de mutaciones somaticas en los oncogenes KRAS, NRAS y EGFR,
pudiéndose extender a otros estudios. Este trabajo se realizé en el Laboratorio Genia con los
materiales y equipos disponibles en el mismo, lo cual fue una condicionante a la hora de

explorar diferentes opciones técnicas.

4.1. Tejido tumoral fijado con formaldehido y embebido en parafina (FFPE)

Para el andlisis de variantes sométicas en tumores de colorrecto y pulmén, se debe analizar el
ADN proveniente de tejido tumoral. La mejor fuente de ADN para este tipo de estudios es el
tejido fresco congelado ya que a partir de él se logra obtener una buena cantidad de ADN para
ser analizado. Sin embargo, la mayoria de las muestras clinicas se conservan en bloques de
parafina para el examen histomorfoldgico y para preservar el tejido por mas tiempo. Este modo
de preservacién del tejido tumoral conocido como FFPE, implica que el tejido sea fijado con
formaldehido y embebido en parafina, lo cual permite preservar la estructura del mismo por
medio de enlaces cruzados entre las proteinas [104]. Los tejidos FFPE resultan la principal

fuente de tejido para los estudios moleculares.

Como consecuencia de la fijacion del tejido con formaldehido, el ADN extraido de muestras
FFPE es de mala calidad. EI ADN se encuentra normalmente fragmentado, parcialmente
desnaturalizado y con presencia de enlaces cruzados entre el ADN y las proteinas, o entre
ADN y ADN. A su vez, durante la fijacion, se producen modificaciones quimicas de las bases
del ADN, como la depuracién y la desaminacién de las citosinas, lo que lleva a cambios de
nucleétidos del tipo G>A o C>T [105]. Es por este motivo que el tejido FFPE se considera un
material de partida dificil de trabajar para la mayoria de las técnicas moleculares debido a la
calidad generalmente baja del ADN y ARN extraidos [105]. La mala calidad del ADN extraido
se agrava por multiples factores durante el proceso de fijacibn como lo es el tiempo entre la
adquisicion del tejido y el inicio de la fijacion, la composicion y el pH de los reactivos utilizados,
el tiempo y la temperatura de la fijacion y, el tiempo y condiciones de almacenamiento. No
existe un método estandar de fijacion del tejido, y por lo tanto, el material disponible para los
estudios moleculares puede variar mucho en su calidad (debido a las condiciones de manejo

del tejido antes, durante y después de la fijacién).
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En este proyecto se trabajé con muestras de tejido FFPE provenientes de pacientes con cancer
de colorrecto y pulmoén para la deteccién de mutaciones somaticas en los oncogenes KRAS,
NRAS y EGFR. Debido a la dificultad que presenta trabajar con las muestras de tejido FFPE
fue importante utilizar un método de extraccién adecuado que permita obtener suficiente ADN
para el protocolo de NGS. Por ello se trabajo sobre mejoras del método de extraccion y se
utilizé un método de cuantificacién sensible que diera una idea del nivel de degradacion del
ADN. Ademas se ide6 un método de trazabilidad Gtil para seguir la identidad de las muestras
hasta la obtencién del resultado final (que permitiera evidenciar intercambio de muestras en el

caso de que ocurriera).

4.1.1. Extraccion de tejido FFPE

La calidad del ADN obtenido de tejido FFPE depende del método de extraccién elegido y de
todos los factores del tejido FFPE previamente mencionados. Dependiendo de los requisitos de
la aplicacion molecular posterior en términos de integridad, pureza y cantidad del ADN, un
meétodo de extraccién puede ser elegido entre varios métodos que van desde los protocolos
internos hasta los kits comerciales. En el laboratorio Genia se ha utilizado por varios afios el kit
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit de Qiagen para la extraccion de tejidos FFPE para su uso en
protocolos de diagnéstico tumoral [106]. Es por este motivo que se comenzé por evaluar este
kit como método de extraccidn para utilizar en este trabajo.

Al revisar la bibliografia, se constaté que muchos laboratorios han invertido esfuerzos en
optimizar protocolos de extraccién de ADN para tejidos FFPE [105, 107, 108]. La Figura 10
muestra la comparacién de cinco kits comerciales en cuanto al tiempo de extraccion,
rendimiento de la extraccién de ADN vy eficiencia de la PCR cuando se utilizan los ADNs
extraidos. Uno de los kit con mayor eficiencia segun los datos de Mufioz-Cadavid et al (2010)
(Figura 10) es el kit QlAamp DNA FFPE Tissue Kit de Qiagen, el cual tiene un rendimiento
similar al kit de TaKaRa, tanto en el rendimiento de la extracciébn como en la eficiencia de la
PCR posterior [107].

Method Time (h:s) DNA quality (%)* PCR efficiency (%)”
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen) 6:00 89 (72/81) 90.3 (65/72)
TaKaRa Dexpat (Takara Bio Inc.) 2:30 91.4 (74/81) 93.2 (69/74)
PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) 6:00 83 (67/81) 83.6 (56/67)
WaxFree DNA (TrimGen Genetic Diagnostics) 5:00 79 (64/81) 57.8 (37/64)
QuickExtract FFPE DNA Extraction Kit 3:50 60.5 (49/81) 59.2 (29/49)

(Epicenter Biotechnologies)

“ Quality of DNA detection (calculated as the number of housekeeping genes PCR positive divided by the total number of samples tested).
b Efficiency of detection of fungal DNA (calculated as the number of samples positive by any panfungal PCR assay divided by the number of samples housekeeping
gene PCR positive).

Figura 10: Comparacion de cinco kits comerciales de extraccion de tejido FFPE en tiempo de realizacion,
calidad de ADN (%) y eficiencia del ADN extraido en la PCR (%). Figura extraida de C. Mufioz-Cadavid et
al. (2010).
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En otro estudio donde se valoran diferentes técnicas de extraccion (Janecka et al (2015)),
comparan ocho kits comerciales para la extraccién de ADN de tejido FFPE y concluyen que
uno de los kits mas adecuados para el aislamiento de ADN de alta calidad y cantidad aceptable
es QlAamp DNA FFPE Tissue Kit de Qiagen. En esta comparacion, se evalUan distintos
pardmetros: rendimiento, pureza, eficiencia de la PCR y aspectos técnicos de los distintos
procedimientos. En cuanto al rendimiento existe un kit basado en una tecnologia de extraccion
por perlas magnéticas (MagMAX FFPE DNA Isolation Kit from Ambion) que es el que logra
mayor cantidad de ADN extraido (9,65ug), el resto va desde 0,97 a 6,20ug. En lo que refiere a
la pureza de las muestras extraidas, sélo el kit de Qiagen permite el aislamiento de ADN puro,
disminuyendo al maximo el nivel de contaminaciéon por proteinas (midiendo la relacién
Az60/A280). Con respecto a la calidad de ADN para la PCR posterior, Qiagen es uno de los kit

que logra mejores resultados [108].

Con estos datos se puede concluir que el kit de Qiagen esta dentro de los mejores kits de
extraccion de tejidos FFPE disponibles actualmente. Por este motivo, se decidié continuar
trabajando con el kit y se realizaron modificaciones para optimizar su uso en las instalaciones

del Laboratorio Genia, en base a datos encontrados en la bibliografia.

El protocolo QlAamp DNA FFPE Tissue de Qiagen consiste en tres etapas fundamentales:
desparafinado del tejido FFPE con Xylol, disgregaciéon de las membranas con Proteinasa K y
recuperaciéon del ADN mediante columnas con membrana de silice. Para adaptar el protocolo al
Laboratorio Genia, se identificaron tres puntos sobre los cuales intervenir. El primero de ellos
fue la utilizacion de Xylol [109], un producto inflamable de alta toxicidad que afecta al sistema
nervioso central. Este producto se utiliza al comienzo de la extraccion y sirve para desparafinar
y liberar el tejido. Considerando que en el laboratorio no se cuenta con una campana de
extraccion de gases, se buscé la manera de eliminar la etapa con Xylol (y su posterior limpieza
con etanol 100%) para sustituirla por otra forma de desparafinar el tejido FFPE. Para ello se
probaron dos alternativas: (a) eliminacién mecénica de la parafina. El objetivo de este
cambio fue eliminar el uso de un compuesto quimico para quitar la parafina. Se probé calentar
a 60°C por 20 minutos las ldminas de vidrio contendiendo los cortes de tejido parafinado,
colocandolas sobre un termobloque previamente precalentado (Cardoso 2016, comunicacion
personal) [110-112]. Con esto se logré fundir la parafina y luego se traspasoé el tejido tumoral,
raspando el contenido con un bisturi desde la lamina al tubo. Posteriormente se continué con el
protocolo del proveedor en la etapa de disgregacion de las membranas con Proteinasa K. Este
método tuvo varios inconvenientes, uno de ellos fue en la etapa de union del ADN a las
columnas ya que se bloquearon las columnas, teniendo que realizar centrifugaciones por mas
tiempo para que todo el liquido pasara a través de las mismas. Por otro lado, al comparar el
rendimiento de este método con el tradicional segin estudio por PCR en tiempo real, se
observé una disminucion del mismo. Esta baja, se atribuyé a la ineficiencia del traspaso del

tejido al tubo. Por lo que se decidié descartar esta opcion dada la dificultad en la manipulacion,
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el riesgo de pérdida de material y la complejidad de trabajar con muchas muestras en paralelo
(algo habitual en los laboratorios de diagndstico). (b) Sustitucién del Xylol por aceite mineral
[113, 114]. En este caso se combiné la utilizacion de un compuesto organico con calor para
desparafinar el tejido FFPE. La prueba consistié en traspasar el tejido parafinado (de igual
modo que se indica en el protocolo de Qiagen [106]) a un tubo conteniendo aceite mineral.
Para desparafinar se vortexe6 el tubo por un minuto y se probd calentar a dos temperaturas
diferentes: 60°C y 90°C por 30 minutos. En ambos casos se logro liberar el tejido y la parafina
guedd disuelta en el aceite mineral. Se continud con el protocolo del proveedor en la etapa de
disgregacion de las membranas con Proteinasa K. Tras esta etapa el ADN quedé en la fase
acuosa. La comparacién del rendimiento de este método con el tradicional mediante PCR en
tiempo real mostré ser equivalente, con aceite mineral se extrajo buena cantidad de ADN al
igual que con la extraccion utilizando Xylol. Ademas el aceite mineral eliminé eficientemente la
parafina, independientemente de que la temperatura de incubacién fuera 60°C o 90°C, por lo

que se decidi6 incorporar este cambio al protocolo con una incubacién a 60°C por 30 minutos.

Otro de los puntos que se evalub en el proceso de extraccion fue el rendimiento del kit de
Qiagen. A pesar de que el rendimiento del kit es bueno comparado con otros métodos (ver
Figura 10), fue necesario optimizar el rendimiento segun las condiciones de trabajo para
compensar la fragmentacion del ADN en las muestras FFPE. Con el fin de aumentar el
rendimiento se probo6 realizar la extraccion partiendo de distintos tamafios de regién tumoral
(Figura 11) esperando obtener una concentracion de ADN de 0,02ng/ul como minimo (0,2ng en

10ul de ADN extraido, que es el equivalente a 54 genomas aproximadamente) [115].

Figura 11: Ejemplo de l&Aminas de tejido FFPE con diferentes areas de region tumoral (marcadas con
linea roja) que llegan al Laboratorio Genia. Las laminas A, B y C corresponden a tejido tumoral de CCR, y

las laminas D, E y F corresponden a tejido tumoral de pulmon.
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Siguiendo las recomendaciones del protocolo de Qiagen [106] en donde se indica utilizar un
minimo de 3 secciones (0,9 cm?) cada una con un grosor de hasta 10 um, se probaron
extracciones de una misma muestra ensayando diferentes areas de tejido tumoral. Segun la
disponibilidad de tejido de la muestra que llega al Laboratorio Genia se comparé la extraccion
de 1, 2 y 4 cm?. Se realiz6 la prueba para 3 muestras y se cuantificaron las mismas por PCR en
tiempo real (como lo indica el apartado 3.3). Los resultados (Tabla 6) mostraron que a partir de
2cm? la extraccion presentd un rendimiento adecuado para continuar con el protocolo de
trabajo (0,2ng de ADN). Con 4cm? el rendimiento fue superior pero es importante destacar que
una gran parte de las muestras que llegan para ser analizadas no cuentan con un area tumoral
tan grande, sobre todo las muestras de tejido de pulmén, que normalmente son pequefias (ver
Figura 11).

Tabla 6: Comparacion de la extraccion de ADN a partir de diferentes areas de tejido tumoral FFPE para
tres muestras. El valor de la cuantificacion corresponde a la dilucidon seleccionada (primera dilucion sin
inhibicién).

Muestra ng/pl de ADN para 1cm2 ng/ul de ADN para 2cm2 ng/ul de ADN para 4cm2
FFPE_1 0,020 0,47 0,91
FFPE_2 0,008 0,28 1,05
FFPE_3 0,016 0,34 1,52

Una vez que se estableci6 el area minima de tejido para obtener un rendimiento adecuado en
la extraccion se decidid6 buscar una solucion al problema de los inhibidores de la PCR
presentes en las muestras FFPE. La naturaleza de los inhibidores no se conoce exactamente,
pero se sabe que estan asociados al proceso de fijacion y parafinado de las muestras. Con el
fin de mejorar la calidad del ADN extraido se realizaron diferentes pruebas de lavados con
etanol intentando eliminar el inhibidor sin reducir el rendimiento de la extraccion de ADN. Tras
realizar varias pruebas se vio que el etanol no eliminaba el inhibidor ya que el mismo
acompafiaba al ADN en la elucién de la columna, evidenciado por la persistencia de la
inhibicién de la PCR tras realizar los lavados. Ninguna de las pruebas permitié reducir el
inhibidor sin reducir la cantidad de ADN extraido. Se desconoce la procedencia del inhibidor
presente en las muestras FFPE pero con las pruebas antes mencionadas se dedujo que el/los
inhibodor/es son hidrosolubles. Un posible origen de la inhibicién puede ser la presencia de un
exceso de ADN fragmentado de pequefio tamafio que co-purifique con el ADN de mayor

tamarfio que sirve para amplificar.

En resumen, el protocolo de extraccion de ADN de tejido FFPE utilizado en este trabajo fue el
QlAamp DNA FFPE Tissue Kit al cual se le hizo una modificacién sustancial sustituyendo el
Xylol por aceite mineral. Este cambio permitié trabajar sin campanas de extraccidon de gases,
disminuyendo el riesgo del operario por exposiciébn a un compuesto toxico. A su vez, el uso de

aceite mineral permitié eliminar los lavados con etanol que se hacen posterior a la utilizacion
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del Xylol (para lavar dicho compuesto). Para mejorar el rendimiento de la extraccion se
seleccioné una area minima de tejido tumoral a ser extraido (2cm?), en aquellos casos en
donde no se alcance dicho limite, se deberia solicitar nuevos cortes de tejido. En cuanto a la
inhibicién presente en algunas muestras de ADN extraidas de tejido FFPE, no se encontré una

solucion que eliminara el inhibidor sin perder ADN.

4.1.2. Evaluacion de la extraccion de ADN de tejido FFPE mediante PCR en

tiempo real

El ADN extraido de muestras provenientes de tejido FFPE, debié ser evaluado previo a ser
utilizado en el proceso de NGS. Esta etapa es de suma importancia ya que es necesario saber
la cantidad y calidad del ADN que se obtiene luego de la extraccion. Segun estudios reportados
previamente [116], el tipo de tecnologia utilizada en la cuantificacion del ADN condiciona el
resultado de la evaluacién de la calidad del ADN extraido de tejido FFPE. El laboratorio Genia
cuenta con dos metodologias de cuantificacion, PCR en tiempo real (que utiliza el equipo “7500
Real time PCR System” de Thermo Fisher Scientifics) y Qubit® (que utiliza el kit Qubit™
dsDNA HS Assay de Thermo Fisher Scientific). Ambos métodos son buenos para determinar la
cantidad de ADN extraido pero la PCR en tiempo real (QPCR), ademas, permite detectar
inhibidores de la PCR. Debido a la ventaja que presenta la qPCR se decidi6 utilizar esta técnica
para evaluar las extracciones de ADN, utilizando el reactivo Power SYBR® Green PCR Master
Mix [82].

Los cebadores utilizados para la cuantificacion fueron disefiados respetando ciertos requisitos:
amplificacion de un anico amplicén, Unica temperatura de disociaciéon (Tm), alta eficiencia, y
que amplificaran un producto con tamafo similar al producto de las reacciones de PCR que se
hacen posteriormente para el diagnostico. Se disefiaron in silico el par de cebadores
hTERT163 [117] que amplifican un fragmento de 163pb del gen de la telomerasa transcriptasa
inversa humana (de copia Unica en el genoma). El tamafio del fragmento amplificado fue de
suma importancia ya que las muestras provenientes de tejidos FFPE poseen ADN muy
degradado. Por lo tanto, para poder cuantificar la cantidad de “ADN amplificable”, o sea el ADN
posible de ser utilizado en la etapa posterior (amplificacién de genes de interés: KRAS, NRAS y
EGFR), con un tamafio entre 100 y 200pb, se necesitaron cebadores capaces de amplificar
fragmentos de un tamafo similar. Cebadores que amplificasen fragmentos de menor tamafio

sobre-estimarian la cantidad de ADN “amplificable” [71].

Un punto clave en la evaluacion del ADN de tejido parafinado fue detectar posible inhibicion en
la gPCR. Dicha inhibiciobn puede ser debida a la presencia de inhibidores, posiblemente
productos extraidos conjuntamente con el ADN en la etapa de extraccién. Los mismos podrian

actuar capturando acidos nucleicos, inhibiendo la polimerasa o interfiriendo con las condiciones
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fisico-quimicas de la reaccion de gPCR. Para ello, se realizaron diluciones seriadas al medio
de cada muestra, desde una dilucion 1/5 a una dilucién 1/160. A medida que disminuye la
concentracién de ADN al medio, debe aumentar el Ct en una valor de 1 entre una dilucién y la
siguiente. Cuando hay inhibicion esta relacién no se cumple, por esto se consideré no inhibidas
aquellas diluciones de la muestra en la que se cumplia que la relacion entre su Cr y el de la
dilucion siguiente fuera de 1. En la Figura 12 se presenta un ejemplo de una muestra FFPE en
donde se observa inhibicién en las primeras diluciones. Recién entre la dilucion 1/40 y la
dilucion 1/80 se vio una diferencia de 1 ciclo, permitiendo seleccionar la dilucion 1/40 (0,9ng/ul)

para su uso en las etapas posteriores.
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Figura 12: Grafica ARn vs. ciclos de muestra de ADN proveniente de tejido FFPE que presenta

inhibicién en las primeras diluciones.

Ademas de evaluar la inhibiciébn para seleccionar la dilucién correcta de la muestra, fue
importante tener en cuenta la concentracion minima de ADN necesaria en este estudio. El
limite de concentracion establecido en este trabajo para detectar una mutaciéon heterocigota
somatica fue de 0,02ng/ul si se realiza una PCR con 10yl de ADN (0,2ng de "ADN
amplificable"), lo que corresponde a 54 copias del genoma [115]. Por lo tanto la eleccién de la
dilucion tuvo que tener en cuenta tanto el nivel de inhibicion como la concentracién de ADN,
manejando un equilibrio en donde la inhibicion fuera baja sin perder de vista el limite minimo de

"ADN amplificable" si el ADN se encuentra degradado.

En el contexto de un laboratorio de diagnostico clinico como es el caso del Laboratorio Genia,

aquellas muestras con menor cantidad de ADN que el limite minimo establecido se deben re-
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extraer y volver a evaluar el ADN, y si no se consigue una mejora, se deben pedir nuevos
cortes del taco original marcados por el anatomopatélogo. En el caso de no tener suficiente

tejido tumoral, se rechaza la muestra y no se puede emitir un diagnéstico.

4.1.3. Evaluacion del rendimiento de las extracciones de ADN en muestras de

FFPE utilizando el protocolo de Qiagen adaptado

Una vez extraidas 179 muestras de tejido FFPE utilizando el protocolo de Qiagen adaptado, se
realiz6 una evaluacion del desempefio de la extraccién de ADN. Para ello se hizo un analisis
diferencial de las muestras segun distintas caracteristicas: grupo A, 36 muestras provinieron de
cortes de tejido FFPE fijados recientemente (menos de un mes de fijacién); grupo B, 125
muestras tenian un tiempo de fijacion desconocido (variable); y grupo C, 18 muestras

provinieron de controles de calidad (ver apartado 3.1.2).

En el caso de las muestras recientemente fijadas (grupo A), se logré extraer una cantidad de
ADN mayor o igual a 0,2ng en 10ul finales en el 97% de los casos (s6lo se rechazdé una
muestra). Estos resultados coincidieron con lo reportado en la bibliografia para tejidos fijados
recientemente ya que a menor tiempo de fijacién y almacenamiento del material FFPE mejor es
la calidad y cantidad del ADN extraido [105, 107, 118, 119].

En el grupo B los resultados fueron mas variados, hubo un 13% de rechazos de muestras por
tener menos de 50 copias de genoma (menos de 0,2ng en 10ul) distribuyéndose el resto en
varios rangos de cantidad de ADN. Un 50% de las muestras tuvieron mas de 500 copias. Las
grandes variaciones en la cantidad de ADN de estas muestras se pudieron deber a los

diferentes procesos de fijacion que tuvieron y del tiempo de almacenamiento (desconocido).

En lo que refiere al grupo C se obtuvo buena cantidad de ADN en todas las muestras. No hubo
ningun rechazo de muestras. Por el contrario, un 70% de las extracciones tuvieron més de 500
copias de genoma (o sea, mas de 1,86ng de ADN en 10pl). Esto, probablemente, fue debido a
que los tejidos de los controles de calidad son tejidos FFPE artificiales y con gran cantidad de

células tumorales.

A continuacion, se realizdé un analisis global de las mismas. Si se observa la Figura 13 donde
se representa a través de un histograma el porcentaje de muestras extraidas distribuidas por
rangos de nimero de copias de genoma, un 9,5% de las muestras tuvieron menos de 50
copias (menos de 0,2ng en 10pl) y se rechazaron, mientras que el 90,5% restante fue viable

para su utilizacién en el diagnéstico. De las muestras aceptables (mayor o igual a 0,2ng en
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10ul) se pudieron observar dos rangos de copias de genoma, las que tuvieron entre 50 y 499

copias (35,8%), y las que tuvieron de 500 copias en adelante (54,7%).

Analisis global de extracciones FFPE
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Figura 13: Histograma que representa el andlisis del rendimiento de 179 muestras realizadas en esta
tesis con el protocolo de Qiagen adaptado. Distribucion de muestras en funcién del rango de nimero de
copias de genoma en 10pl de extraccion (volimen maximo utilizado en la PCR).

Una vez que las muestras se extrajeron y el ADN fue evaluado mediante PCR en tiempo real,
se procedi6 a utilizar ese ADN en la técnica de NGS. Para tener forma de seguir el ADN desde
este punto hasta la etapa de resultados de NGS, se ide6 un método de trazabilidad de los

ADNs extraidos que se describe a continuacion.

4.1.4. Trazabilidad de los ADNs extraidos utilizando microsatélites

La trazabilidad de una muestra desde que ingresa al laboratorio hasta que se entrega el
informe final al paciente es crucial en un laboratorio de diagndstico genético. Normas como la
1ISO17025 y la 1SO15189 recomiendan que un laboratorio de diagndstico tenga un sistema que
pueda monitorear todos los pasos a los que se someten las muestras biolégicas para mantener
su integridad y evitar el etiquetado incorrecto, la mezcla accidental y la contaminacién de los
tubos [120, 121]. Todos estos posibles problemas no son deseables en un laboratorio de
diagnéstico, en particular, al planificar estudios genéticos a gran escala que no estan
completamente automatizados (como es el caso del protocolo de NGS en este trabajo), por lo
gue es recomendado dentro de las buenas practicas de laboratorio en NGS verificar la

identidad de la muestra mediante métodos alternativos [122, 123].
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Los microsatélites, especificamente los STRs (repetidos cortos en tdndem), se han utilizado
ampliamente para identificacion humana y se pueden aplicar en el laboratorio clinico para la
identificacién de muestras [124]. El Laboratorio Genia tiene mas de 25 afios de experiencia en
el andlisis de STRs para la identificacion humana, genética forense y resolucion de
paternidades. Tomando ventaja de esta experiencia, se idedé un método de trazabilidad de
muestras basado en el analisis de marcadores moleculares multialélicos. Para ello se realiz6 el
analisis de STRs mediante PCR mudiltiple, posterior electroforesis capilar (EC) utilizando el
equipo 3500/3500xL Genetic Analyzer de Thermo Fisher Scientifics y el analisis de los datos
utilizando el software GeneMapper® ID-X [125]. Para que estos datos sirvieran en el protocolo
de trazabilidad de las muestras se debieron comparar con los mismos STRs pero analizados
tras el proceso de amplificacién y secuenciacién por NGS. Por este motivo, es que se planteé
amplificar STRs junto con la amplificacion de los genes de interés (KRAS, NRAS y EGFR) en el
protocolo de NGS.

La base de datos nacional de ADN de EEUU conocida como CODIS (por su hombre en inglés
Combined DNA Index System) recomienda la utilizacién de 20 STRs para identificacion
humana: CSF1PO, FGA, THO01, TPOX, VWA, D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179,
D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, D1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248, D12S391,
D19S433 y D2251045 [126, 127].

En el mercado existen diversos kits comerciales para amplificacion de STRs para electroforesis
capilar con buen rendimiento y eficiencia pero altos costos [128-132]. Para reducir los costos,
en el Laboratorio Genia se disefié un pool de cebadores propio para la amplificacién mdltiple de
los marcadores: D3S1358, THO1, D21S11, D18S51, PENTA E, D5S818, D13S317, D7S820,
D16S539, CSF1PO, PENTA D, VWA, D8S1179, TPOX, FGA, D195S433, D1S1656, D12S391 y
D2S1338. De todos estos marcadores, se seleccionaron 14 (no incluidos; D3S1358, D19S433,
D1S1656, D12S391, D2S1338) para evaluar por NGS. Esta seleccion se debié a que los
cebadores para dichos marcadores se pudieron disefiar correctamente por el software
Ampliseq Designer [87] con modificaciones especificas para ser compatibles con el sistema de

construccion de bibliotecas para NGS.

Una vez disefiados los cebadores para la amplificacion de los 14 STRs, se hizo un pool con
todos los cebadores y se amplificaron muestras control (sangre) para probar el funcionamiento
de los mismos. De los 14 STRs evaluados, 6 de ellos (TPOX, D16S539, D13S818, D5S818,
THO1 y CSF1PO) funcionaron correctamente, teniendo una cobertura mayor a 250 lecturas por
amplicon e identificando el genotipo correcto mediante el plug in HID STR Genotyper [133],
cuando se comparo con el resultado de la electroforesis capilar. Los STRs D7S820, D8S1179,
VWA, D18S51, FGA, Penta E, PentaD y D21S11 no tuvieron cobertura adecuada o no se pudo

realizar la identificaciéon correcta de alelos mediante el plug in utilizado. En algunos casos las
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lecturas terminaban sobre el repetido y no se podia determinar el genotipo, o se cortaban las
lecturas de un amplicdn por ser una region complicada, no pudiendo determinar el nimero de
repetidos exacto. A continuacién, se procedié a probar la amplificacién de los 6 STRs en
muestras FFPE que se caracterizan por tener ADN fragmentado. Asimismo en las pruebas se
consideré utilizar una concentracién de cebadores para los STRs menor a la utilizada en la
amplificacion de exones dado que se queria que los STRs consumieran como maximo un 10%
de las lecturas totales (STRs mas los amplicones de KRAS, NRAS y EGFR). Para ello, se
hicieron dos ensayos, uno incorporando los STRs a la mezcla de amplificacién utilizando una
concentracién de cebadores de 33nM (cada cebador) y otro con 11nM de cada cebador de
STRs. La primera concentracion representa 1/6 de la concentracion de los cebadores utilizados
para la amplificacion de los genes de interés (de aqui en adelante 1/6x) y la segunda
concentracién representa 1/18 de los mismos (de aqui en adelante 1/18x). Se analizaron cinco
muestras provenientes de tejido FFPE y una muestra control de sangre (ADN ctrl). De la
prueba realizada se observé que el conjunto de 6 STRs amplificados con un 1/18x de
cebadores presentd un gran desequilibrio entre los amplicones, teniendo algunos de ellos muy
pocas lecturas. Para el conjunto de 6 STRs amplificados con un 1/6x de cebadores se logré
amplificar correctamente 5 de los 6 STRs en todas las muestras analizadas. EI marcador
D16S539 se logré amplificar en la mayoria de los casos pero con pocas lecturas. El porcentaje
de lecturas de STRs amplificados con un 1/6x de cebadores se encontrd entre un 8 y un 10%
del total de lecturas (Tabla 7).

Tabla 7: Numero de lecturas para cada STR en las 6 muestras evaluadas con 1/6x de cebadores y calculo de
porcentaje de lecturas de STRs en relacion a las lecturas totales de la secuenciacion para cada muestra.

STR FFPE_1 FFPE_2 FFPE.3 FFPE_4 FFPE5 ADNctrl

TPOX 247 154 209 172 238 173

D5S818 234 327 123 173 211 302

CSF1PO 199 166 336 143 182 243

THO1 261 286 246 217 154 158
D13S317 171 245 210 164 193 220
D16S539 29 37 1 47 36 38

N° de reads STRs 1141 1215 1125 916 1014 1134

N° de reads totales 11657 13857 11441 9731 12367 13168
%Reads STRs/Reads totales 9,8 8,8 9,8 9,4 8,2 8,6

En la Figura 14 se observa la comparacion de los 6 STRs en estudio, CSF1PO, D16S539,
D13S317, D5S818, THO1, TPOX para la muestra control de sangre (ADN ctrl) utilizando 1/6x
de cebadores. Si se comparan los resultados obtenidos mediante electroforesis capilar (Figura
14 izquierda) con los alelos secuenciados por NGS (Figura 14 derecha), se observa una

concordancia del 100%, funcionando correctamente todos los STRs.
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Figura 14: Resultado de 6 marcadores STRs (CSF1PO, D16S539, D13S317, D5S818, THO1, TPOX)
para una muestra control (ADN ctrl) con la condicion 1/6x. Resultado de la electroforesis capilar

(izquierda) y de NGS (derecha).

En la Figura 15, se presenta un ejemplo del resultado de la secuenciacién por NGS de los

STRs de una muestra FFPE (FFPE_1) utilizando una concentracion de cebadores de STRs

1/6x. En este caso, se puede observar que todos los STRs amplificaron en las dos técnicas.

Sin embargo, el marcador D16S539 presentd una diferencia entre las dos metodologias ya que

no se detectd por NGS el alelo 11 del par 8/11 observado en la EC. Esto puede deberse a que

para este marcador la confirmaciéon por NGS no es ¢ptima, como se mencion6 anteriormente.

En este caso, no se tomo en cuenta el marcador D16S539 para la comparacion. La segunda

condicién evaluada fue la concentracion de cebadores de STRs 1/18x. Un ejemplo de esta

condicién con muestras FFPE se presenta en la Figura 16 (FFPE_2). En este caso, dos de los
STRs no funcionaron por NGS: D5S818 y D16S539. A su vez, el marcador THO1 amplificé uno

de los alelos (alelo 9.3) en menor proporcién que el otro (alelo 7), provocando que quedara por

debajo del umbral de deteccion.
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Figura 15: Resultado de 6 marcadores STRs (CSF1PO, D16S539, D13S317, D5S818, THO1, TPOX) para una
muestra proveniente de tejido FFPE (FFPE_1) con la condicion 1/6x. Resultado de la electroforesis capilar
(izquierda) y de NGS (derecha).
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Figura 16: Resultado de 6 marcadores STRs (CSF1PO, D16S539, D13S317, D5S818, THO1, TPOX) para una
muestra proveniente de tejido FFPE (FFPE_2) con la condicion 1/18x. Resultado de la electroforesis capilar
(izquierda) y de NGS (derecha).
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Ante estos resultados, se decidié estudiar el poder de discriminacién que tenian los 6 STRs
analizados para determinar si era suficiente para diferenciar entre muestras analizadas en el
proceso de NGS. El poder de discriminaciéon (PD) de un conjunto de marcadores genéticos se
define como la probabilidad a priori de que dos muestras o individuos, seleccionados al azar de
una poblacién, puedan distinguirse en uno o mas loci, los cuales son estadisticamente
independientes [134-136]. EI PD depende del nimero de loci analizados, del grado de
polimorfismo de cada uno y de la frecuencia alélica de cada polimorfismo. El valor de PD para
un locus se obtiene con la siguiente formula: PD=1-3}"x;2 donde X es igual a
la frecuencia de cada uno de los n genotipos posibles. Para este calculo se utilizaron los datos
de frecuencias en la poblacion argentina en 2017 reportados por la Sociedad Argentina de
Genética Forense Asociacién Civil (SAGF) (ver Anexo 8.2) [137]. El resultado obtenido del PD
para los seis STRs (TPOX, D16S539, D13S818, D5S818, THO1 y CSF1PO) fue de 1 en
1.180.078 (Tabla 8), lo que indica que utilizando sélo dichos STRs se logra un poder de
discriminacién suficiente para distinguir entre dos muestras que puedan llegar a ser analizadas
en paralelos por NGS. En aquellos casos donde el marcador D16S539 no se pudo utilizar (por
bajo nimero de lecturas) el poder de discriminaciéon descendié a 1 en 89.545, valor que sigue

siendo sufiente para distinguir muestras.

Tabla 8: Poder de discriminacion de cada STR.

STR Repetido Chr N°de alelos posibles PD
CSF1PO [TATC]n 5 23 1:08
D16S539 [GATA]n 16 22 1:13
D13S317 [TATC]n 13 18 1:20
D5S818  [TCTA]n 5 20 1:.09

THO1 [AATG]n 11 23 1:11
TPOX [AATG]n 2 23 1:06
1:1.180.078

A la luz de estos resultados se adopté el uso de los STRs, incorporandolos en las
amplificaciones para la construccién de bibliotecas con los paneles KN y EGFR, realizando en
paralelo, a partir del tubo original de la muestra, una PCR con cebadores marcados evaluada
por electroforesis capilar. Esto permitié verificar que la identidad de una muestra secuenciada
fuera la misma que la identidad de la muestra de ADN extraida inicialmente, corroborando que
no hubiera un intercambio tras la amplificacion por PCR, en la asignacion de barcodes o en
alguno de los diferentes pasos de armado de las bibliotecas, asi como controlar contaminacion
entre muestras. También ayudé a diferenciar dos muestras de un mismo lote y con las mismas
variantes, verificando que fueran distintas y no se debiera a una repeticion de la misma
muestra. Este método de trazabilidad deja abierta la posibilidad de ante una duda sobre la
identidad de muestras poder recurrir a una nueva extraccion de ADN de la muestra original y

cotejar la identidad Unicamente mediante STRs.
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4.2. Evaluacién y puesta a punto de alternativas al protocolo del
proveedor para la deteccion de mutaciones somaticas utilizando la
plataforma lon Torrent PGM™

La busqueda de una alternativa al protocolo de NGS (utilizando la plataforma lon Torrent
PGM™) planteado por el proveedor (Thermo Fisher Scientific) se realizé tanto para las etapas
de laboratorio como para las etapas de analisis bioinformatico. A nivel de laboratorio se
comenzd por identificar los puntos de mayor costo con el fin de encontrar alternativas que
fueran igual de eficientes pero con menor costo que las originales. Por otro lado se evalué el
desempefio del programa de analisis de secuencias del proveedor frente a otros programas de
analisis disponibles en el mercado. Las alternativas encontradas se ensayaron sobre ADN de
muestras FFPE para la deteccién de mutaciones sométicas en los genes KRAS, NRAS y
EGFR. Para buscar opciones alternativas fue importante entender cada paso de la técnica de
NGS utilizando la plataforma lon Torrent PGM™ y conocer sus costos. En la Figura 17, se
indican los pasos desde la amplificacibn por PCR hasta el andlisis bioinformético. A

continuacion se detalla cada paso en funcién de los kit utilizados.

fon AmpliSeq™ Library Kit 2.0
- Amplificacion porPCR

- Digestién con FuPA

- Ligacién de adaptadores

Construccion de bibliotecas

ey

Purificacion de bibliotecas | ! Agencourt AMPure XP
Normalizacion de bibliotecas | Library Equalizer™ Kit .

1 ; i
Cuantificacion de bibliotecas | lon Library TagMan™ !
1 1

Quantitation kit
B o 1
Amplificacion clonal | lon PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit |
1 1
A | lon PGM™ Hi-Q™ View OT2 Kit |
Enriquecimiento ! 1
____________________ 1
. [ T
Secuenciacion en ! fO.n PGM™ HI-Q™ Sequencing |
lon Torrent PGM™ Kt !
e e e e e e o o e e e e e e e e e e e
T— - | Torentseverm |
Analisis bioinformatico ! 1

Figura 17: Esquema que resume los pasos de la técnica de NGS (del proveedor Thermo Fisher Scientific)
utilizando la plataforma lon Torrent PGM™, desde la construccién de bibliotecas hasta el anélisis
bioinformatico de las secuencias. Se detallan los kit utilizados en cada etapa.
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Construccion de bibliotecas con lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0 [92]: este kit esta disefiado
para la preparacion rapida de bibliotecas de amplicones utilizando paneles lon AmpliSeq™.
Incluye las etapas de amplificacién, digestion con FuPA vy ligacion de adaptadores. Este kit
tiene un costo elevado (ver apartado 4.2.4). La primera etapa "Amplificacion por PCR" utiliza la
enzima HiFi del kit lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0, la cual permite la amplificacion de multiples
amplicones en simultaneo, utilizando cebadores con modificaciones necesarias para la etapa
siguiente. La "Digestién con FUPA" es un proceso que se encuentra bajo proteccion de patente
y es fundamental en el sistema Ampliseq [138]. La enzima FuPA digiere los cebadores
modificados creando terminaciones que facilitan la ligacién de los adaptadores en la siguiente
etapa. La digestién de los cebadores evita que éstos se secuencien innecesariamente y
ademas mejora la eficiencia de la ligacién de los adaptadores a ambos extremos. Por dltimo, la
"Ligacion de adaptadores" utiliza adaptadores con barcode (c4digo de barras) que son
secuencias cortas de ADN que se unen a cada fragmento de ADN amplificado y permiten
estudiar multiples reacciones de PCR en una Unica reaccion de secuenciacion (multiplex),
permitiendo identificar bioinformaticamente a cada muestra mediante el barcode (secuencia
conocida de 8 nucleétidos). La enzima necesaria para la ligacidon de los adaptadores es un
componente del kit lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0 [92]. Sin embargo, los adaptadores con
barcode se venden de forma independiente al kit y tienen bajo costo [139]. Al producto de la

ligacion de los adaptadores se la denomina biblioteca.

Purificacién de bibliotecas con el kit Agencourt AMPure XP [140]: esta etapa utiliza el kit
Agencourt AMPure XP de Beckman Coulter. Se basa en un sistema de purificacion de ADN por
perlas magnéticas que permite eliminar contaminantes como dNTPs, sales, cebadores y
dimeros de cebadores, conservando los fragmentos mayores a 100pb y eliminando a los
pequefios fragmentos. Los reactivos que se utilizan en esta etapa no suponen un costo elevado

dentro del proceso (Figura 18).
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Figura 18: Pasos de la purificacion con Agencourt AMPure XP [140].
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Normalizacién con Library Equalizer™ Kit [141]: el objetivo de esta etapa es normalizar las
bibliotecas previamente purificadas, llevandolas a todas a la misma concentracién (100pM). Es
una solucion simple basada en perlas que reemplaza la necesidad de la cuantificacion de las
bibliotecas (etapa posterior) y las diluciones de las mismas para su normalizacién. Ayuda a
reducir la mano de obra, los costos de reactivos y permite la optimizacién del espacio del chip
en la etapa de secuenciacidon. Sin embargo, es un paso opcional por lo cual se puede

prescindir del mismo dado su costo.

Cuantificacion de bibliotecas con sondas TagMan® utilizando el lon Library TagMan™
Quantitation kit [85]: este paso es crucial en la técnica de NGS. Se realiza para cuantificar las
bibliotecas y llevarlas todas a una concentracién deseada y luego generar un pool de
bibliotecas con una concentracion final entre 10-12pM para entrar en la etapa de amplificacién
clonal (etapa de alto costo). Para ello el kit posee sondas TagMan® [142] y un estandar de
bibliotecas que permiten detectar y cuantificar cantidades femtomolares de bibliotecas. Este kit

presenta un costo relativamente alto dentro del proceso.

Amplificaciéon clonal / Enriquecimiento / Secuenciacion por lon Torrent PGM™ [95]: en
estas etapas se produce la reaccion de amplificacion clonal de las bibliotecas unidas a perlas y
la posterior eliminacion de las perlas vacias (sin biblioteca unida) mediante el enriquecimiento.
La amplificacion clonal y el enriquecimiento se evalian mediante un control de calidad, el cual
indica el funcionamiento de las etapas anteriores y permite decidir si continuar o no con la
secuenciacion. Finalmente se realiza la secuenciacién en el equipo lon Torrent PGM™ (ver
detalles en el apartado 1.3.1.1). Estas Ultimas etapas del proceso son complejas y utilizan
equipamiento especifico, por lo tanto no se pueden variar ni sustituir aunque se puede apuntar
a buscar un mejor rendimiento, optimizando el nUmero de muestras estudiadas en simultaneo

de forma tal que el costo relativo de esta etapa por muestra disminuya.

Andlisis bioinformatico con Torrent Suite™: esta es la Ultima etapa del proceso en la cual
se analizan los resultados de la secuenciacion en el lon Torrent PGM™. El analisis de datos se
puede dividir en cuatro operaciones principales: asignacion de base (del inglés base calling),
alineacion de lecturas contra el genoma de referencia, identificacion de variantes y anotacion
de variantes. Estas operaciones se llevan a cabo mediante diferentes algoritmos y software que

corren en el Torrent Suite™ provisto por Thermo Fisher Scientific.

Tras el analisis previo se identificaron dos etapas con alto costo sobre las que se podia centrar
la busqueda de alternativas que permitieran reducir los costos del proceso. Las mismas fueron:
"construccion de bibliotecas" (independizdndose del kit lon Ampliseq Library Kit 2.0) y

"cuantificacion de bibliotecas" (independizdndose del kit lon Library TagMan™ Quantitation Kit).
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4.2.1. Construccioén de bibliotecas

La construccion de bibliotecas comprende las siguientes etapas: amplificacion por PCR con
HiFi, digestion con FuPa y ligacién de los adaptadores con barcode. Para realizar estas etapas,
el proveedor de lon Torrent utiliza el kit lon Ampliseq Library kit 2.0 [92] (contiene las enzimas
para las tres etapas) y el lon Xpress™ Barcode adapter [139] (contiene los adaptadores con

barcode).

Para tener otra opcién al kit lon Ampliseq Library Kit 2.0, se buscé un protocolo alternativo para
la construccion de bibliotecas compatible con la metodologia lon Torrent™. En el mercado
existe un kit comercial para este proposito: NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for lon
Torrent™ de New England BioLabs® Inc [143], mucho méas econdémico que el propuesto por el
proveedor (ver apartado 4.2.4). El sistema de NEB esta ideado para ser utilizado sobre ADN
gendmico. Puesto que en este proyecto se trabaja con un conjunto de amplicones obtenidos
por PCR, se planteé realizar una adaptacion de dicho kit que permitiera trabajar con este tipo
de material de partida, lo que implicé buscar una alternativa a la enzima HiFi para la

amplificacion del ADN por PCR.

La amplificacion por PCR de los ADNs extraidos de tejido FFPE es la primera etapa en la
construccion de bibliotecas y es un punto critico en la técnica. La enzima recomendada por el
proveedor de lon Torrent se encuentra contenida en el reactivo 5X lon Ampliseq™ HiFi Mix. Los
cebadores que se utilizan estan modificados de forma que sean sustratos de la enzima en la
etapa posterior a la amplificacién (digestion con FuPa). Debido a que la informaciéon sobre el
tipo de modificaciones que poseen no esta disponible, los cebadores se deben comprar al
proveedor (Thermo Fisher Scientific), el cual ofrece un servicio para el disefio y la sintesis de
cebadores compatibles con el lon Ampliseq Library kit 2.0 [87]. En el caso particular de genes
de interés para el estudio de cancer colorrectal y de pulmén, existe un panel de cebadores
predisefiado que ha sido creado por expertos en el tema y utilizado por muchos laboratorios de
diagnédstico e investigacion [144-146]. Dicho panel es el lon AmpliSeq Colon and Lung
Research Panel v2 [147], el cual permite amplificar regiones de interés para el diagnéstico en

22 genes incluyendo a los genes que se estudian en este proyecto: KRAS, NRAS y EGFR.

Con el fin de disminuir los costos y/o independizarse del kit lon Ampliseq Library kit 2.0, se
plantearon los siguientes ajustes y alternativas: (a) hacer uso del lon AmpliSeq Colon and Lung
Research Panel v2, prescindiendo de los amplicones que no son necesarios para este trabajo y

generar un panel adaptado sélo con los genes de interés; (b) buscar una enzima alternativa a
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la enzima HiFi que sea de menor costo y con el mismo poder de amplificacion multiple de esta

tltima.

Con respecto al punto (a), se evalu6 la utilizacion del panel comercial lon AmpliSeq Colon and
Lung Research Panel v2 [147]. Este panel amplifica hotspots mutacionales y regiones
seleccionadas (un total de 14,6 kb) de 22 genes asociados con tumores de colorrecto y
pulmén. Los genes son: KRAS, EGFR, BRAF, PIK3CA, AKT1, ERBB2, PTEN, NRAS, STK11,
MAP2K1, ALK, DDR2, CTNNB1, MET, TP53, SMAD4, FBX7, FGFR3, NOTCH1, ERBB4,
FGFR1 y FGFR2. El disefio consiste en un Unico pool con 92 amplicones con un tamafio medio
de 160pb. Para este panel el proveedor recomienda utilizar un chip 314, chip 316 o chip 318
para el analisis de 2, 8 0 16 muestras, respectivamente, para obtener una cobertura de 500x en

promedio para cada amplicon.

Las necesidades actuales de los estudios solicitados al Laboratorio Genia no requieren de la
evaluacion de todos los genes que incluye el panel antes mencionado. Esto se debe a que al
Laboratorio se le solicitan dos tipos de estudios, uno para evaluar mutaciones en el gen EGFR
y otro para evaluar los genes KRAS y NRAS (para més detalles ver apartado 1.2). En base a
esto se planted realizar dos sub paneles, uno de ellos para evaluar a los genes KRAS y NRAS
(panel KN) y el otro para evaluar Unicamente a EGFR (panel EGFR). Para el panel KN se
planted estudiar los exones 2, 3 y 4 de KRAS y NRAS, y para el panel EGFR se planteé
estudiar los exones 18, 19, 20 y 21. En comparacién con el uso del panel lon AmpliSeq Colon
and Lung Research Panel v2, la utilizacién de los dos sub paneles mejora notablemente el
rendimiento del uso de los chip, permitiendo estudiar una mayor cantidad de muestras en
paralelo, ya que en lugar de 92 amplicones se pasa a analizar 6 u 4 amplicones dependiendo el

sub panel.

Con respecto al punto (b) se buscé una enzima alternativa que tuviera un rendimiento similar
pero con menor costo que la enzima HiFi. Como se mencioné anteriormente, la enzima HiFi es
parte del reactivo 5X lon Ampliseq™ HiFi Mix del kit Ampliseq Library 2.0 [92] y permite la
amplificacion multiple de 12 a 24000 amplicones en una Unica reaccion usando 10ng de ADN
de partida. Ademas, logra una cobertura uniforme y alta especificidad. La necesidad de sustituir
la enzima HiFi para reducir costos se debié a que para paneles de bajo nimero de genes como
es el caso del panel KN y EGFR (personalizados en este trabajo), el costo de utilizar esta
enzima es muy alto cuando se le compara con la del método tradicional de evaluacion de los
genes KRAS, NRAS y EGFR por secuenciacién Sanger. Ademas la capacidad de amplificacion
multiple de la enzima HiFi no fue necesaria en este caso debido a la decisién de utilizar

paneles de menor numero de genes (panel KN y panel EGFR).
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En el Laboratorio Genia se utiliza la enzima Platinum® Multiplex PCR Master Mix [148] tanto
en la PCR de KRAS, NRAS y EGFR para secuenciacién Sanger como en la amplificacion de
microsatélites para la realizacion de perfiles genéticos. Esta enzima esta disefiada para realizar
PCRs multiples de hasta 20 amplicones de tamafios entre 50pb y 2,5 kb. Para poder
determinar la eficiencia de la enzima Platinum® Multiplex PCR Master Mix y compararla con la
enzima 5X lon Ampliseq™ HiFi Mix del kit Ampliseq Library 2.0, se realizé la PCR sobre cuatro
muestras, 2 muestras de tejido FFPE (FFPE_1 y FFPE_2), 1 control de ADN de sangre (CP) y
1 control negativo (CN), utilizando los cebadores del panel KN con cada una de las enzimas.
Se analizaron los productos de las reacciones mediante un gel de agarosa al 3%. El resultado
de esta prueba (Figura 19) mostré un rendimiento similar para ambas enzimas, tanto para las
muestras provenientes de tejido FFPE (FFPE_1 y FFPE_2) como para el control de sangre
(CP). Segun las bandas que se observan, se puede determinar que se amplificaron de igual
forma los amplicones del panel KN en ambas PCRs (los amplicones poseen tamafios similares,
entre 130 y 200pb). No se detectd6 amplificacion de productos inespecificos ya que no se
observan bandas extras a la de los amplicones de interés. Con los resultados obtenidos se
decidi6 utilizar la enzima Platinum® Multiplex PCR Master Mix para las amplificaciones

subsiguientes del proceso de NGS.

PM FFPE_1 FFPE_2 cpP CN PM FFPE_1 FFPE_2 cp CN

300pb

200pb
150pb
100pb

Platinum® Multiplex PCR Master Mix 5X lon Ampliseq™ HiFi Mix

Figura 19: Comparacién de la actividad de dos enzimas de amplificacion para dos muestras de tejido
FFPE (FFPE_1 y FFPE_2), 1 control de ADN de sangre (CP) y 1 control negativo (CN), utilizando los
cebadores del panel KN. Izquierda: Platinum® Multiplex PCR Master Mix para panel KN; derecha: 5X lon
Ampliseq™ HiFi Mix para panel KN.

Una vez obtenidos los productos de la PCR se los debi6 evaluar. Uno de los métodos utilizados
fue la electroforesis en gel de agarosa al 3%. Este método no es practico a la hora de trabajar
con muchas muestras en paralelo, ademas de que cosume mucho tiempo del proceso de
diagndstico. Por lo tanto, se probé comprobar la amplificacién cuantificando el producto de
PCR por Qubit utilizando el kit Qubit™ dsDNA HS Assay [86] (ver apartado 3.4). Para
determinar a partir de qué valores de cuantificacion se detectaba una amplificacion adecuada
para continuar con el proceso, se analizaron 10 muestras FFPE (5 con el panel KN y 5 con el
panel EGFR) con 0,2ng de ADN (limite de cantidad de ADN establecido para el diagndstico). Al
analizar los valores de cuantificacion de las muestras se observé un promedio de
concentracion de 21,6ng/ul (Tabla 9), con un valor minimo de 11lng/pl. A la luz de estos

resultados de cuantificacion por Qubit, se pudo establecer que a partir de 11ng/pl se podia
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continuar con el proceso de NGS. Aquellas muestras cuyo valor de cuantificacion no superara
los 11ng/ul aprox., debié volver a ser amplificada para poder proseguir con el siguiente paso de
la construccion de bibliotecas. De esta forma se establecié un punto de chequeo en el proceso,
mas rapido que la electroforesis en gel de agarosa, que evitd un fracaso en la deteccion de

mutaciones somaticas por una ineficiente amplificacion del ADN.

Por otro lado, para determinar el nivel de concentracién debido al ruido en la PCR se evaluaron
las amplificaciones de 10 controles negativos (CN, 5 CN con el panel KN y 5 con el panel
EGFR). Los resultados de cuantificacion se resumen en la Tabla 9. Se observa que el
promedio de cuantificacion de los CN es de 2,4ng/ul con un valor maximo de 3,0ng/ul. Al
analizar en un gel de agarosa los productos de los controles negativos, no se observé las
bandas especificas de KRAS, NRAS o EGFR, solamente se observ6 una banda tenue menor a

50pb que podria deberse a dimeros de cebadores (datos no mostrados).

Tabla 9: Cuantificacion de ADN de la PCR realizada sobre controles
negativos y muestras FFPE a 33 ciclos.

CN (sin ADN) [PCR] ng/ul FFPE (0,2ng) [PCR] ng/pl
CN_KN_1 3,0 FFPE_KN_1 16,1
CN_KN_2 2,1 FFPE_KN_2 19,2
CN_KN_3 2,8 FFPE_KN_3 26,0
CN_KN_4 1,3 FFPE_KN_4 21,0
CN_KN_5 2,8 FFPE_KN_5 32,5

CN_EGFR_1 2,7 FFPE_EGFR_1 11,1

CN_EGFR_2 2,4 FFPE_EGFR_2 17,4

CN_EGFR_3 25 FFPE_EGFR_3 21,0

CN_EGFR_4 2,0 FFPE_EGFR_4 30,0

CN_EGFR_5 2,7 FFPE_EGFR_5 22,0
Promedio 2,4 Promedio 21,6

De aqui en mas se incorporo la cuantificacion de los productos de PCR por Qubit en el proceso
de NGS.

4.2.1.2. NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for lon Torrent™

La etapa siguiente en la construccién de bibliotecas es la digestion de los productos
amplificados con la enzima FuPa y luego la ligacién de los adaptadores con barcode (ver
Figura 18). Ambas etapas utilizan el kit lon Ampliseq Library Kit 2.0. Para sustituir el proceso de
construccion de bibliotecas se prob6 utilizar el kit NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for lon
Torrent™ de New England BioLabs® Inc [143], cuyo costo es menor costo que el kit ofrecido
por el proveedor de la tecnologia lon Torrent™. El sistema de NEB para la construccion de
bibliotecas esta ideado para ser utilizado sobre ADN gendmico y requiere un paso inicial de

fragmentacion del ADN. La construccion de bibliotecas con ADN fragmentado requiere de la
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reparacion de los extremos 3'y 5' antes de la ligacion de los adaptadores. Una vez que se ligan

los adaptadores, las bibliotecas son purificadas y seleccionadas por tamafio, y luego

enriquecidas por amplificacién mediante PCR (opcional) (Figura 20).
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Figura 20: Sistema NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for lon Torrent™ de New England BioLabs®
Inc. Pasos para la construccion de bibliotecas a partir de ADN gendmico: 1. fragmentacién del ADN, 2.

reparacion de los extremos 3' y 5', 3. ligacién de adaptadores, 4. enriquecimiento por amplificacién

mediante PCR (opcional).
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Como se menciond anteriormente, en este trabajo, no se secuencia ADN gendmico sino un
conjunto de amplicones obtenidos por PCR (ver apartado 4.2.1.1). Por lo tanto, se probé
realizar una adaptacion del kit NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for lon Torrent™ para
poder trabajar con este tipo de material de partida [143]. Para ello, se comenz6 realizando una
prueba con una muestra de ADN control (ADN ctrl, de 0,2ng de ADN), una muestra proveniente
de tejido FFPE (FFPE, de 0,6ng de ADN) y un control negativo (CN, con agua ultra pura),
comprobando que el sistema funcionara a partir de productos de PCR. Se amplificé el ADN de
las muestras antes mencionadas utilizando el panel KN y la enzima Platinum® Multiplex PCR
Master Mix segln las condiciones descritas en el apartado 3.5.3 a 27 ciclos, como
recomiendan en el protocolo de Ampliseq para muestras de baja calidad de ADN (como son los
FFPE). Con el propdsito de eliminar los restos de cebadores tras la PCR que pueden interferir
en el proceso de secuenciacion se utilizo el sistema de purificacion de ADN Agencourt AMPure
XP de Beckman Coulter [140] que permite eliminar fragmentos menores a 100pb (este paso se
consider6 necesario debido a la ausencia de la enzima FuPA). Los productos de PCR
purificados con AMPure se cuantificaron por Qubit. En la Tabla 10 se muestra el resultado de la
cuantificacion de las PCRs purificadas para las dos muestras evaluadas (FFPE y ADN ctrl) y el

control negativo (CN).

Tabla 10: Cuantificacion por Qubit de ADN en la PCR
realizada para el panel KN sobre las muestras FFPE, ADN
ctrl y CN, después de la purificacién con AMPures.

Muestra ng de ADN ng totales en PCR purificada

FFPE 0,6 16
ADN ctrl 0,2 22
CN - <1

Segun las recomendaciones del kit de NEB, se necesita entre 10ng y 1ug de ADN fragmentado
para comenzar con la etapa de "reparacion de los extremos y fosforilacién 5" [94]. Al observar
los resultados de la cuantificacién de las PCRs purificadas (Tabla 10) se verificé que las
muestras correspondientes a FFPE y ADN ctrl tenian una cantidad mayor a 10ng, suficiente
para continuar con el proceso de "reparacion de los extremos y fosforilacién 5™
(condiciones especificadas en apartado 3.9.2), etapa que se mantuvo para mantener las
condiciones de los buffer indicados por el kit de NEB. El control negativo no se continud. Luego
de este paso, el kit de NEB indica la “ligacién de adaptadores con barcode” (condiciones
especificadas en apartado 3.9.2), lo cual se hizo para obtener las bibliotecas. Los barcode no
ligados se eliminaron mediante una purificacion con AMPure tomando como referencia al paso
de purificacion de bibliotecas del protocolo de Ampliseq (relacion de AMPure/ biblioteca de
1,5x) [149]. Posteriormente se cuantificaron las bibliotecas purificadas por Qubit (en el apartado
4.2.2 se explica en detalle la cuantificacion de bibliotecas). Para la secuenciacion de las
bibliotecas se armo6 un pool de las mismas en una relacion equimolar, el cual se utilizé en la

etapa de amplificacion clonal (OT), para luego continuar con las etapas de enriquecimiento
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(ES) y secuenciacion en el lon Torrent PGM™ (segun lo indicado por el proveedor, Thermo

Fisher Scientific).

4.2.1.2.1. Resultado de la prueba de adaptacion del kit de NEB

En una primera instancia de analisis de los resultados de la prueba de adaptacién del kit de
NEB, se evaluaron los indicadores de calidad de la secuenciacion, la cobertura de los
amplicones y el llamado de variantes, con el propdsito de realizar los ajustes necesarios para

optimizar el protocolo.

En relacién a los indicadores de calidad de la secuenciacion, llamaron la atencion el porcentaje
de policlonalidad y el porcentaje de dimeros de adaptadores por encontrarse fuera de los
rangos indicados en el manual del equipo lon Torrent PGM™ [150]. Concretamente, el
porcentaje de perlas policlonales (con mas de un molécula de ADN de origen diferente por
perla) fue de 41%, valor que sobrepasa el limite superior aceptable (40%), y el valor de
dimeros de adaptadores fue de 28%, cuando un valor esperable se encuentra entre 0 y 10%. A
pesar de que los valores de calidad permitieron continuar analizando los resultados de la
secuenciacién, se tuvo que dedicar esfuerzos para mejorar estos pardmetros que se detallan

mas adelante (apartado 4.2.1.2.2).

A continuacion, se evalud la cobertura de los amplicones del panel KN para las dos muestras
secuenciadas (FFPE y ADN ctrl). Para todos ello se obtuvo mas de 1000 lecturas, que es el
namero minimo recomendado para detectar mutaciones somaticas (Tabla 11) [71, 151]. A partir
de estos datos se detectdé un desequilibrio en la proporcion de los amplicones, de 14 veces
(entre el amplicon con menos lecturas y el que tuvo mayor nimero de lecturas) en la muestra
FFPE y de 19 veces en la muestra ADN ctrl. Sin embargo, al observar la cobertura de la
muestra ADN ctrl realizada con el protocolo Ampliseq, se vio que el desequilibrio de amplicones
era mucho menor, 2,4 veces El desbalance con el protocolo NEB utilizando la enzima Platinum
se buscd disminuir (ver mas adelante) ya que conlleva un alto consumo del espacio en el chip,
si se considera que todos los amplicones deben de tener una cobertura minima de 1000

lecturas.
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Tabla 11: Cobertura de los amplicones del panel KN para la muestra FFPE y ADN ctrl.
Comparacién con muestra control utilizando el protocolo Ampliseq (Thermo Fisher Scientific).

Protocolo NEB

Protocolo Ampliseq

Amplicén FFPE ADN ctrl ADN ctrl
KRAS ex2 13960 6945 12483
KRAS ex3 30120 18089 29510
KRAS ex4 2089 1065 12813
NRAS ex2 7237 2941 20897
NRAS ex3 21231 19932 19433
NRAS ex4 18540 17367 14433

En cuanto al analisis de las variantes mediante el software Torrent Suite™, se logr6é detectar

dos variantes en la muestra FFPE (las mismas que fueron detectadas por secuenciacion

Sanger), ambas en el gen KRAS (c.33T>C y ¢.34G>T) y ningun llamado de variantes en el

control de sangre (ADN ctrl) (también corroborado por secuenciaciéon Sanger). En la Figura 21,

se presentan los cambios detectados en la muestra FFPE utilizando el programa Integrative

Genome Viewer (IGV).

CHP2_KRAS_1

G
G

Figura 21: IGV de muestra FFPE, KRAS exdn 2, mutacion en ¢.33T>C y ¢.34G>T. Nétese que el gen

KRAS se transcribe a partir de la hebra complementaria a la representada (por convencién hebra +).

De esta prueba se concluy6 que el kit de NEB funciond con productos de PCR como material

de partida, logrando amplificar los amplicones del panel KN y detectar correctamente las

variantes presentes en la muestra FFPE. En lo que corresponde a los problemas con los
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indicadores de calidad de la secuenciacién (porcentaje de policlonalidad y porcentaje de
dimeros de adaptadores) y el desequilibrio de amplicones, se trabajé en la solucién de los

mismos en etapas posteriores, que se presentan a continuacion.

4.2.1.2.2. Optimizacién de los indicadores de la calidad de secuenciacion

Los resultados de la secuenciacién en el lon Torrent PGM™ se visualizan utilizando el software
Torrent Suite, el cual genera un informe de la secuenciacién que contiene indicadores de
calidad, como lo son la densidad de perlas o ISP (lon Sphere™ Particle), el porcentaje de ISP
policlonales (ISP que llevan clones de dos o mas template), porcentaje de baja calidad
(porcentaje de ISPs con un sefial baja o irreconocible), el porcentaje de dimeros de
adaptadores (ISP que llevan unido un inserto de ADN de una longitud inferior a 8 pb entre
ambos adaptadores) y el porcentaje de lecturas Utiles (el porcentaje de ISP con biblioteca que

pasan los filtros policlonales, de baja calidad y dimeros de cebadores) [74].

En las pruebas realizadas hasta el momento los dos indicadores de calidad de secuenciacion
que no funcionaron de forma éptima fueron el porcentaje de ISP policlonales y el porcentaje de
dimeros de adaptadores. El porcentaje de perlas policlonales depende de la concentracion del
pool de bibliotecas que ingresa a la etapa de amplificacion clonal (OT). Cuando el molde
(bibliotecas) es bajo en relacién al nimero de perlas, queda un exceso de perlas vacias (que
se eliminan en la etapa ES) y pocas perlas clonales para la secuenciacion posterior, teniendo
como consecuencia un bajo nimero de lecturas. Si hay un exceso de molde en el OT, algunas
perlas van a tener mas de una molécula de ADN de origenes distintos, generando una sefial
multiple (policlonal). Esta ultima situacién fue la observada en la prueba de adaptacion del kit
de NEB. Para solucionar este problema se fueron probando diferentes concentraciones de
bibliotecas para seleccionar aquella que permitiera un equilibrio entre el nimero de lecturas
Utiles y la presencia de ISPs policlonales. Al ensayar 0,5ng/ul de concentracion del pool de
bibliotecas, el porcentaje de perlas policlonales superé el maximo establecido (40%) en las dos
pruebas a esa concentracion (Tabla 12). Con este resultado se decidid disminuir la
concentracién del pool a 0,3ng/pl. Con esta concentracién, 2 de las 3 pruebas tuvieron valores
de policlonalidad adecuados pero la tercera super6 el valor maximo. Algo similar sucedié con la
condicion a 0,1ng/ul, donde una de las pruebas no cumpli6 con los parametros de
policlonalidad adecuados. Debido a esto se decidié continuar disminuyendo la concentracién
del pool hasta 0,05ng/ul que fue la concentracién en la cual las tres pruebas tuvieron valores de
policlonalidad por debajo de 40% (limite superior aceptable). A partir de este resultado, se

decidio continuar con 0,05ng/ul de concentracion del pool de bibliotecas para ingresar al OT.
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Tabla 12: Porcentaje de ISPs policlonales
dependiendo de la concentracion del pool de

bibliotecas.
[pool bibliotecas] % de ISPs
ng/ul policlonales
0,5 41
0,5 56
0,3 34
0,3 27
0,3 46
0,1 56
0,1 38
0,05 31
0,05 25
0,05 26

El siguiente parametro que se evalué fue el porcentaje de dimeros de adaptadores. El valor de
dimeros depende de la cantidad de adaptadores que se utilizan en la reaccién de “ligacion de
adaptadores con barcode”. Los valores deseables para este indicador se encuentran entre 0 y
10%. Debido a la presencia de un alto porcentaje de dimeros en la prueba de adaptaciéon del
protocolo NEB (28%), se realizaron pruebas para poder disminuir este valor (Tabla 13). El
primer cambio fue reducir a la mitad la cantidad de adaptadores utilizados en la ligacién. Con
esta reduccion, disminuy6 notablemente el porcentaje de dimeros aunque el valor (10%, Tabla
13) se encontrd en el limite de lo aceptable. Por este motivo, se decidié disminuir ain més la
cantidad de adaptadores en el proceso de ligacién realizando una reduccion al quinto. Con este
ultimo cambio, el valor qued6 dentro del rango aceptable en las 8 pruebas evaluadas. Tras
estos resultados, se decidié utilizar un 1/5 de de la cantidad original de los adaptadores con

barcode en el proceso de ligacion de NEB.

Tabla 13: Variaciones en el porcentaje de dimeros de
adaptadores en 10 secuenciaciones segun cambios en el
volumen de adaptadores utilizados.

Cantidad de adaptadores en la % de dimeros de
PCR adaptadores
Original para 100ng de PCR 28%
1/2 del original 10%
1/5 del original 3%
1/5 del original 2%
1/5 del original 4%
1/5 del original 4%
1/5 del original 5%
1/5 del original 3%
1/5 del original 3%
1/5 del original 4%
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4.2.1.2.3. Optimizacién del equilibrio de amplicones

Para mejorar el desbalance de amplicones del panel KN observado en la prueba de adaptacion
del kit de NEB, se probaron tres condiciones de ciclado: 27, 30 y 33 ciclos. Las muestras
evaluadas fueron FFPE y ADN ctrl (0,6 y 0,2ng respectivamente). La cuantificacion de las
PCRs purificadas, para las dos muestras evaluadas (FFPE y ADN ctrl) con los tres ciclados de

amplificacion diferentes se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14: Cuantificacién por Qubit de las PCR
purificadas de los tres ciclados estudiados para
las muestras FFPE y ADN ctrl.

Muestra ng totales en PCR purificada
FFPE_27x 16
ADN ctrl_27x 22
FFPE_30x 104
ADN ctrl_30x 140
FFPE_33x 268
ADN ctrl_33x 254

Tomando en cuenta los valores de la Tabla 14 y que el kit de NEB menciona que la eficiencia
de la construccién de bibliotecas se puede favorecer utilizando 100ng de material de partida
cuando se utilizan los barcode lon Xpress™ Barcode adapter [93], se decidid utilizar 100ng de
cada producto de PCR purificado. En el caso de las muestras amplificadas a 27 ciclos no se
llegé a esta cantidad y se tuvieron que utilizar puras. Por otro lado, las amplificaciones con 30 y
33 ciclos alcanzaron correctamente la cantidad de ADN necesario para continuar con el
proceso. Para determinar si los cambios en el nimero de ciclos incidieron en el balance de
lecturas por amplicén, se analiz6 el resultado de la cobertura (Tabla 15). Se volvié a observar
un gran desbalance entre los amplicones obtenidos a 27 ciclos en comparacion con los otros
dos ciclados. A su vez, hubo amplicones cercanos al limite inferior de lecturas, como es el caso
del exén 2 de NRAS, que en casos donde la cantidad de biblioteca que se utilice para el OT
(amplificacion clonal) sea mas baja, seria un problema ya que podria no ser secuenciado con la
cobertura minima deseada. Con 30 ciclos todos los amplicones superaron el minimo de 1000
lecturas y el desbalance fue de 3,5 veces para la muestra FFPE y de 4 veces para el ADN ctrl.
Con 33 ciclos se vio un buen balance de amplicones con una diferencia entre el amplicén con
menos lecturas y el de més lecturas de tan solo 2,9 veces para la muestra FFPE y 3,7 veces
para el ADN ctrl. De esta prueba se concluyé que para lograr una cobertura uniforme de los

amplicones, seria mejor trabajar con 33 ciclos en la PCR inicial.
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Tabla 15: Comparacién de los resultados de secuenciacién de la prueba realizada con reactivos de NEB y PCR
con distinto niumero de ciclos (27, 30 y 33) paras las muestras FFPE y ADN ctrl.

Amplicones 27x_FFPE 27x_ADN ctrl 30x_FFPE  30x_ADNctrl  33x_FFPE 33x_ ADN ctrl

KRAS EX2 9338 12476 26662 29307 23744 25549
KRAS EX3 10888 7937 42594 57530 43496 51480
KRAS EX4 7984 8311 18009 22640 20544 26889
NRAS EX2 2118 1061 21110 35026 41327 52985
NRAS EX3 37547 14179 15176 24292 18416 19881
NRAS EX4 47420 62283 53112 89783 54004 73213

4.2.1.2.4. Reduccioén del volumen de reaccion del protocolo de NEB

Una vez que se corroboré el correcto funcionamiento del kit de NEB para productos de PCR y
se realizaron las modificaciones necesarias para mejorar los indicadores de secuenciacion y el
equilibrio de amplicones, se probé reducir el volumen de reaccion de las dos etapas del kit de

NEB ("reparacion de los extremos y fosforilacion 5" y “ligaciéon de adaptadores con barcode”)
con el fin de disminuir los costos del proceso. Para ello, se tomaron PCRs purificadas
obtenidas a partir de dos muestras (FFPE y ADN ctrl) y se procesaron en paralelo utilizando el

volumen completo, mitad de volumen y cuarto del volumen en las etapas del kit de NEB.

Los resultados de esta prueba mostraron que para los tres volimenes de reaccién (completo,
Y y Ya) la secuenciacion funcion6é de forma similar. La cobertura fue homogénea entre
amplicones (una relaciéon de 3 y 4 veces entre el amplicon con méas cobertura y el de menos,
para las dos muestras a %2 y %) y se obtuvo una concentracidon de bibliotecas superior a la
requerida. En los tres casos se detectaron correctamente las dos variantes en el gen KRAS
(c.33T>C y ¢.34G>T) presentes en la muestra FFPE, y ninguna variante en ADN ctrl. Por lo que
se puede concluir que la disminucion del volumen de reaccion a 2 y ¥ del volumen original
permitid la correcta secuenciacion de todos los amplicones de interés sin interferir en la
deteccion de las variantes. A partir de esta prueba se seleccioné la reduccion del volumen al

cuarto para continuar trabajando con el protocolo de NEB y de esa forma reducir costos.

4.2.1.2.5. Prueba del protocolo de NEB sobre muestras variadas

Luego de realizar varias modificaciones al protocolo de NEB, se planted probar el sistema con
muestras de baja concentracion de ADN y con mutaciones en baja proporcion respecto al ADN
normal, es decir exigiendo a la técnica. Para ello se analizaron 3 ADNs de referencia "Horizon"
con mutaciones y concentracion conocida (ver apartado 3.1.3), 3 muestras provenientes de

tejido FFPE de baja concentracion con mutaciones previamente analizadas por secuenciacion
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Sanger y un control de sangre (ADN ctrl, con la cantidad de ADN limite: 0,2ng) con el panel KN.
Se trabajé con las muestras "Horizon" con tres cantidades diferentes: 1ng (para usar como
referencia en el proceso), 0,1ng y 0,02ng. En la Tabla 16 se resumen los resultados de la
prueba, detallando la cantidad de ADN utilizada como molde en la PCR, la concentracién de
amplicones tras la PCR, la cantidad de producto de PCR purificado obtenido y la concentracion

de biblioteca, asi como el resultado de la secuenciacion en el lon Torrent PGM™,

Tabla 16: Deteccion de variantes patogénicas en KRAS y NRAS sobre muestras con
diferentes de ADN inicial.
Cantidad
de ADN [PCR]

PCR [Bibliote Cobertura .
Variante esperada

Muestra - pCR (ng/ul) purif. ca 1//1|O] p?r ) vs. detectada
(ng) (ng) (ng/ul) amplicén
. 6,25% vs 4,5%
Horizon_1 1,0 34 226 0.27 >1000 (KRAS_c.436G>A)
. 6,25% vs 4,9%
Horizon_2 1,0 41 280 025 >1000 (RAS c.183A>C)
. 6,25% vs 8,1%
Horizon_3 1,0 39 272 024 1000 (kRAS_ c.35G>T)
. 6,25% vs 2,4%
Horizon_1 0,1 13 76 0,24 >1000 (KRAS_c.436G>A)
. 6,25% vs 3,5%
Horizon_2 01 12 88 022 >1000 (RAS c.183A>C)
. 6,25% vs 10,2%
Horizon_3 01 12 2. 023 1000 (kRAS_ c.35G>T)
Horizon_1 0,02 3,1 6 <0,05 <500 NO detectada
Horizon_2 0,02 3,0 2 <0,05 <500 NO detectada
Horizon_3 0,02 2,7 4 <0,05 <500 NO detectada
Sanger=NGS
FFPE_1 0,07 41 220 019 >1000 (KRAS_c.35G>A)
Sanger=NGS
FFPE_2 0,02 23 120 0,12 >1000 (WT)
Sanger=NGS
FFPE_3 0,04 30 186 0,18 1000 RAS c.183A>C)
Sanger=NGS
ADN ctrl 0,2 12 44 0,29 >1000 (WT)

A partir de esta prueba en la cual se exige al sistema de NEB, se pudieron observar diferentes
resultados. Lo primero que se observa es un efecto estocastico al comparar las muestras
Horizon con distintas cantidades de ADN. Cuando la cantidad de ADN inicial es mayor al limite
estipulado, 0,2ng, se logra detectar la variante es un porcentaje cercano al esperado, 6,25%
(las pequefias desviaciones se pueden deber a la generacion de esa muestra, la cual se debe
diluir o mezclar con ADN normal para llegar a dicho porcentaje). Sin embargo, cuando
disminuye la cantidad de ADN a una décima parte, 0,1ng, el porcentaje de deteccion de la
variante se aleja méas del valor esperado (6,25%). Un caso mas extremo fueron las mismas
muestras Horizon con 0,02ng de ADN donde no se detecté ninguna de las variantes
analizadas, mostrando el efecto que provoca la cantidad de ADN de partida cuando se quieren
detectar variantes de muy bajo porcentaje. Este efecto de la cantidad de ADN se puede
observar también en la cuantificacién de la PCR ya que todas las muestras que superaron el

valor minimo definido de 11ng/ul (ver apartado 4.2.1.1), lograron secuenciarse obteniendo el

72



resultado esperado, mientras que aquellas muestras que presentaron valores inferiores, no
lograron llegar a secuenciarse correctamente. Sin embargo, la concentracién de ADN inicial no
siempre se correspondid con el valor de cuantificacién de la PCR. Hubo casos en que las
muestras tuvieron muy baja cantidad de ADN inicial (FFPEl, FFPE2 y FFPE3),
aproximadamente diez veces menos que el limite de 0,2ng (ver apartado 4.1.1) y sin embargo,
los valores de concentracion en la PCR fueron superiores al valor minimo definido (11ng/ul) y
lograron secuenciarse obteniendo el resultado esperado. Esto pudo deberse a que las
muestras presentaban inhibidores de la PCR que inhibieron la PCR de la cuantificacion con
SYBR Green® subestimando la cantidad de ADN contenida en la muestra FFPE. Dicha

inhibicién no afect6 de igual manera la PCR con la enzima Platinum.

Con estos resultados se demuestra que el sistema de NGS permite secuenciar, en algunos
casos, muestras de baja cantidad de ADN inicial (menor al limite establecido de 0,2ng),
siempre que la concentracion de la PCR sea la adecuada (mayor a 11ng/pl). Sin embargo, no
se puede perder de vista que podria haber un riesgo de no detectar variantes patogénicas por
un efecto estocastico en la toma de muestra, cuando la cantidad de ADN incial es baja. El
analisis de un mayor nimero de réplicas fue realizado en la seccion dénde se evalla la

sensiblidad del método segun la cantidad de ADN de partida (ver apartado 4.3. Validacion).

4.2.1.2.6. Utilizacion del protocolo adaptado de NEB para evaluar EGFR

El protocolo de NEB adaptado para el panel KN se aplicod al estudio de EGFR (panel EGFR).
Para ello, se analizaron 9 muestras de controles de calidad (control de calidad EMQN) (ver
apartado 3.1.2) y 2 muestras provenientes de tejido FFPE (con resultado conocido por
secuenciacion Sanger), las cuales se amplificaron utilizando el panel EGFR como se indica en
el apartado 3.5. Todas las muestras partieron de una cantidad de ADN superior a 0,2ng para la
PCR.

Los resultados de esta prueba fueron alentadores ya que el protocolo de NEB adaptado
utilizando el panel EGFR funcioné adecuadamente. En todas las muestras se logré obtener
mas de 1000 lecturas y se detectaron las variantes esperadas en los 9 casos de controles de
calidad (comparados con el resultado provisto por EMQN) y de las 2 muestras de FFPE
(comparadas con el resultado de la secuenciacion Sanger). En la Tabla 17 se detallan los
resultados de la deteccion de variantes patogénicas detectadas en las muestras analizadas,

que incluyeron cambios puntuales y deleciones de 15 nucledétidos.
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Tabla 17: Variantes patogénicas detectadas en las muestras
analizadas con el panel EGFR utilizando el protocolo de NEB
adaptado. En todos los casos los resultados coincidieron con el valor

esperado.
> 0,

EGFR_CC_1 236907 (11%)
EGFR_CC_2 €.2155G>A p.(Gly719Ser) (15%)
EGFR_CC_3 WT
EGFR_CC_4 WT
EGFR_CC_5 WT
EGFR_CC_6 WT
EGFR_CC_7 WT
EGFR_CC_8 WT
EGFR_CC_9 WT

EGFR_FFPE_1 €.2236_2250 dell5 (13,6%)

EGFR_FFPE_2 €.2235_2249 dell5 (6,8%)

Al estudiar el balance de amplicones se vio cierta variabilidad entre muestras, observando una
diferencia de 2 a 11 veces entre el exdn 18 (siempre con menor cobertura que los demas) y el
exén de mayor cobertura (Tabla 18). Por lo tanto se necesitarian al menos 33 mil lecturas para
cada muestra realizada con este panel para lograr cubrir todos los amplicones con un minimo
de 1000 lecturas.

Tabla 18: Planilla de cobertura de las muestras realizadas con el panel EGFR utilizando el protocolo de NEB
adaptado.

EGFR EGFR EGFR EGFR EGFR EGFR EGFR EGFR EGFR EGFR EGFR
CC_1 CC_2 CC_3 CC_4 CC5 CC6 CC7 CC8 CC9 FFPElL FFPE2

IIEE()-(;ES 7185 12223 9919 17018 11333 12320 9470 38462 9959 8481 7912
E(j T; 69982 76696 61710 54124 75705 70377 68761 49970 16095 21809 31228
ES‘ ;I(:; 75021 101836 83811 135973 87464 73284 78674 79210 28390 23961 50889
E()'? ;T 79083 100398 97732 151100 63809 90327 87243 63891 27568 24431 58704

Los resultados de esta prueba permitieron concluir que el sistema de NEB permiti6 amplificar y

secuenciar los amplicones del panel EGFR, detectando correctamente los cambios esperados.

4.2.1.2.7. Evaluacion de STRs

El dltimo tema que se evallo en la puesta a punto del protocolo de NEB fue la deteccién de los
microsatélites (STRs) realizados por NGS para corroborar la trazabilidad de las muestras desde
la extraccién hasta el resultado final (este punto fue detallado en el apartado 4.1.4). Por lo
tanto, se realiz6 la amplificacion de los 6 STRs, definidos para este trabajo, tanto por NGS (ver

apartado 3.5.2) como por electroforesis capilar (ver apartado 3.8) en 10 muestras FFPE (5
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utilizando el panel KN y 5 el panel EGFR). Como se mencioné anteriormente los STRs para

NGS se amplificaron junto con los amplicones para KRAS/NRAS o EGFR.

En la Tabla 19, se observa la comparacién de los STRs de las 10 muestras analizadas en esta
prueba. En un 70% de los casos los resultados obtenidos con las dos metodologias de andlisis
(NGS vy electroforesis capilar) coincidieron. La falta de coincidencia se debié principalmente al
resultado obtenido con el marcador D16S539, lo que era de esperar segun lo evaluado en el
apartado 4.1.4, donde se vio que dicho marcador no tuvo un funcionamiento éptimo. Por otro
lado, hubo un caso para el marcador THO1 en donde uno de los alelos (alelo 5) analizado por
NGS tuvo un bajo nimero de lecturas (3 lecturas), por lo cual no se pudo detectar

correctamente y no se pudo chequear con el resultado de la electroforesis capilar.

Tabla 19: Comparacion de los 6 STRs evaluados por NGS versus electroforesis capilar (EC) para 10
muestras. Con * se indica los resultados de los STRs por NGS que no coincidieron con EC.

CSF1PO D13S317 D16S539 D5S818 THO1 TPOX

Muestra NGS EC NGS EC NGS EC NGS EC NGS EC |(|NGS EC
KN_1 10/12 10/12 12 12 11/12  11/12 12 12 7/9 7/9 || 8/11 8/11
KN_2 12 12 11/12 11/12 || 9/10  9/10 9/11 9/11 || 7/9,3 7/9,3 || 8/11 8/11
KN_3 10/12 10/12 || 9/12 9/12 0* 10 11/12  11/12 || 6/7 6/7 8 8
KN_4 10/11 10/11 | 11/12 11/12 11 11 11/12  11/12 || 7/8 7/8 || 8/11 8/11
KN_5 11/12 11/12 || 12/13 12/13 11 11 11 11 ™ 5/7 8 8

EGFR_1 || 10/12 10/12 11 11 11 11 11 11 6/7 6/7 8 8
EGFR_2 10 10 11 11 11 11 11/12 11/12 || 9,3 9,3 8/9 8/9
EGFR_3 || 10/11 10/11 11 11 0 0 7/12 7/12 || 7/9,3 7/9,3 || 8/12 8/12

EGFR_4 | 11/12 11/12 || 8/12  8/12 9/11  9/11 | 11/13 11/13 || 6/9,3 6/9,3 | 11 11
EGFR_5 || 11/12 11/12 || 11/12 11/12 || 11* 11/12 || 9/11  9/11 9,3 9,3 8 8

Con los datos obtenidos en esta prueba se logré cumplir el objetivo de la utilizacion de STRs
para chequear la identidad de muestras ya que en todos los casos hubo, por lo menos, 5 STRs
que se pudieron comparar permitiendo un poder de discriminacion de 1 en 89.545, suficiente a
priori para poder discriminar e identificar las muestras que se procesan en paralelo en el
laboratorio. Utilizando STRs se constaté que no hubo cambio de muestras durante el proceso

de NGS y permitié tener trazabilidad de las muestras que se procesaron.

4.2.2. Cuantificacion de bibliotecas

El siguiente punto evaluado, en esta tesis, fue la cuantificacion de las bibliotecas. Esta etapa es
de suma importancia ya que permite normalizar las bibliotecas, llevandolas todas a la misma
concentracion para poder generar un pool de concentracion adecuada para ingresar en la

etapa de amplificacion clonal (OT). Segun el protocolo del proveedor (Thermo Fisher Scientific),

75



para la cuantificacion de las bibliotecas se utiliza el lon Library TagMan™ Quantitation Kit [85],
que trabaja con sondas Tagman® [142]. Debido a que esta etapa presenta un costo
relativamente alto dentro del proceso (ver apartado 4.2.4), se buscaron alternativas de

cuantificacion que permitieran disminuir los costos.

La primera alternativa que se evalu6 fue la cuantificacion de las bibliotecas mediante PCR en
tiempo real utilizando el reactivo Power SYBR® Green PCR Master Mix [82, 84]. Para realizar
esta prueba, se evaluaron tres juegos de cebadores distintos (con el proposito de establecer si
era factible utilizarlos en la cuantificacion de bibliotecas): 1. cebadores universales que utiliza el
Library Equalizer™ Kit para amplificar bibliotecas (desde ahora "cebadores Equalizer"); 2.
cebadores que trae el lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0 para re-amplificar bibliotecas (desde
ahora "cebadores Ampliseq"); 3. cebadores que trae el kit NEBNext® Fast DNA Library Prep
Set for lon Torrent™ para re-amplificar bibliotecas (desde ahora “"cebadores NEB"). Se
evaluaron dos bibliotecas realizadas con la metodologia de Ampliseq (protocolo del proveedor
Thermo Fisher Scientific) (desde ahora "bibliotecas Ampliseq”) y dos bibliotecas realizadas con
la alternativa de NEB (desde ahora "bibliotecas NEB") a distintas concentraciones: puras,
diluidas 1/10 y diluidas 1/100. La mezcla de reaccién, el ciclado y la curva estandar se realizé

segun las condiciones especificadas en el apartado 3.3.

Se analizaron las curvas estandar para corroborar que los parametros de amplificacion se
encontraran dentro de los valores adecuados. En la Figura 22 se aprecian las tres curvas
estandar en paralelo, resultado de la amplificacién con los cebadores Ampliseq (curva estandar
1), cebadores Equalizer (curva estandar 2) y cebadores NEB (curva estandar 3). Tras el
andlisis de las tres curvas estdndar (CT vs. Log(concentracidn)) se observé que todas
presentaron una pendiente cercana al 6ptimo (-3,32, ver valor “slope”), un R? perfecto (ver

valor “R?”) y una eficiencia dentro del rango aceptable (mayor a 90%, ver valor “Eff%”").
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Comparacion curvas STD

Cr
s

Quantity

1-Ampliseq Iarget: hTERT79 Slope: -3.481Y-Inter: 13.446 g2 1 Eff%: 93.768

2-Equalizer Target; hTERT351 Slope: -3.514 Y.inter; 13.433 g2 1 Eff%; 92.579

3-NEB Target: hSRY  Slope:-3.544 Yointer: 13.112 g2 1 Eff%; 91.513

Figura 22: Comparacion de las tres curvas estandar tras la amplificacion con los cebadores Ampliseq
(curva estandar 1), cebadores Equalizer (curva estandar 2) y cebadores NEB (curva estandar 3).

Posteriormente, se evaluaron las curvas de amplificacién de las bibliotecas en estudio. Se
observé que las bibliotecas cuantificadas puras se inhibieron por el exceso de ADN, tanto las
bibliotecas NEB como las Ampliseq, ya que la relacion de la concentracién de las bibliotecas
puras con la concentracion de las diluciones 1/10 fue bastante menor a 10 veces (Tabla 20). Lo
mismo sucedié entre la dilucién 1/10 y 1/100 de las bibliotecas NEB. Por lo tanto, los valores
confiables de cuantificacion serian aquellos de las diluciones 1/100 para NEB y 1/10 o 1/100
para Ampliseq. Por otro lado se observé que el rango de concentracion para la dilucién 1/100
de las bibliotecas NEB fue similar al rango de concentracion de la dilucion 1/10 de las
bibliotecas Ampliseq. Es importante recordar que las bibliotecas NEB que fueron analizadas (A

y B) no fueron las mismas que las bibliotecas Ampliseq (C y D).

Tabla 20: Resultados de la cuantificacion con SYBR Green® para dos muestras realizadas con el
protocolo NEB (bibliotecas NEB) y dos muestras realizadas con el protocolo Ampliseq (bibliotecas
Ampliseq) utilizando tres pares de cebadores diferentes: NEB, Ampliseq y Equalizer.

Bibliotecas NEB Bibliotecas Ampliseq

Cebadores Muesya | PUra 1/10 1100, oo Pua 1/10 1/100
(pM) (pM) (pM) (pM) (PM) (pPM)

NEB A 51,3 69,9 11,9 c 183,9 10,7 1.4

B 63,3 47,8 6,1 D 166,1 10,8 1.4

Ampliseq A 17,7 28,6 10,1 c 29,3 9,9 18

B 14,8 25,2 6,1 D 33,9 8,9 16

Equalizer A 19,1 38,1 9,4 C 47,9 9,7 13

B 12,9 31,8 5,0 D 50,3 8,6 11

Debido a la similitud detectada entre la dilucién 1/100 de las bibliotecas NEB vy la dilucion 1/10
de las bibliotecas Ampliseq, se decidié medir la concentracion de estas mismas bibliotecas
utilizando el lon Library TagMan™ Quantitation Kit [85], método propuesto por el proveedor

(Thermo Fisher Scientific). Al evaluar los resultados de la cuantificacion con sondas Tagman®,
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se aprecié que la curva estandar utilizada cumplia con los parametros de amplificacién (Figura
23), un R? cercano a 1 (ver valor “R?”) y una eficiencia dentro del rango aceptable (mayor a
90%, ver valor “Eff%”). En lo que refiere a las amplificaciones de las bibliotecas evaluadas
(diluciones 1/100 de las bibliotecas NEB vy diluciones 1/10 de las bibliotecas Ampliseq), lo que
se observo fue que las curvas de amplificacion de las bibliotecas NEB se detectaron un ciclo
mas tarde que las curvas de las bibliotecas Ampliseq, a diferencia de lo que se observo en la
cuantificacion con SYBR Green® donde las cuatro muestras presentaron una amplificacion
similar. Esto se muestra en la Tabla 21 con los valores de cuantificacién con cada técnica
donde las bibliotecas NEB cuantificadas por Tagman tuvieron una concentracién 10 veces
menor que las bibliotecas Ampliseq. Esto podria deberse a que para la cuantificacién por
Tagman® la biblioteca NEB no posee lo necesario, ya sea a nivel de secuencia en los
adaptadores o algun otro tipo de modificacién, para que se pueda realizar de forma correcta la
cuantificacion. Por lo tanto, con estos resultados, se pudo determinar que la cuantificacién por
Tagman® no sirvid para bibiliotecas NEB, con lo que se reafirmé la necesidad de buscar una
alternativa de cuantificacion. Sin embargo, la cuantificacion de las bibliotecas de Ampliseq con
SYBR Green® y Tagman® fue muy similar. Esta comparacién corrobord que la cuantificacion

con SYBR Green® permitio cuantificar bibliotecas correctamente.
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Target; Target 1 Slope: -3.456 Y-Inter; 16.564 g2; 0.999 Eff%: 94.705

Figura 23: Curva estandar utilizando el lon Library TagMan™ Quantitation Kit.
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Tabla 21: Comparacion de resultados de la cuantificacion con Tagman® vs. SYBR Green (valores
promedio de la cuantificacion con los diferentes cebadores evaluados) para dos bibliotecas NEB y dos
bibliotecas Ampliseq.

Bibliotecas NEB Bibliotecas Ampliseq
Tagman SYBR Green Tagman SYBR Green
Muestra 1/100 (pM) 1/100 (pM) Muestra 1/10 (pM) 1/10 (pM)
A 1.3 10,5 (promedio) C 6,8 10,1 (promedio)
B 0,4 5,7 (promedio) D 8,4 9,4 (promedio)

A partir de los resultados de las dos pruebas realizadas (cuantificacion con SYBR Green® y
Tagman®), se pudo concluir que la cuantificacion de las bibliotecas por SYBR Green podria ser
una opcion para cuantificar las bibliotecas NEB diluidas 1/100 utilizando cualquiera de los tres

juegos de cebadores evaluados ya que los mismos arrojaron resultados similares.

4.2.2.2. Cuantificacion por Qubit® utilizando el kit Qubit® dsDNA HS

La segunda alternativa planteada para sustituir la cuantificacion por Tagman®, fue medir las
bibliotecas generadas con el protocolo de NEB mediante Qubit. Para ello se utilizdé el kit
Qubit™ dsDNA HS Assay, el cual trabaja con una sonda que se une especificamente al ADN
doble hebra y al hacerlo fluoresce [86]. Las concentraciones que permite medir van desde
10pg/ul a 100ng/ul. La prueba consistié en medir diez bibliotecas NEB puras y diluidas 1/10. El
resultado de la cuantificacion se detalla en la Tabla 22.

Tabla 22: Resultado de la cuantificacion
por Qubit de 10 bibliotecas puras y

diluidas 1/10.

- Pura Dil 1/10
Biblioteca Eng/lﬂ]) [ (ng/ul)]
NEB_1 4.0 0,64
NEB_2 24 0,21
NEB_3 3,3 0,27
NEB_4 1,9 0,10
NEB_5 2,5 0,23
NEB_6 1,3 0,10
NEB_7 31 0,25
NEB_8 3,9 0,43
NEB_9 1,9 0,15
NEB_10 1,7 0,13

Para poder llevar las bibliotecas a 12pM (que es lo recomendado para realizar la amplificacion
clonal), se tom6 en consideracion los valores de la cuantificacion de bibliotecas NEB por SYBR

Green® (Tabla 20, promedio de los resultados con los 3 juegos de cebadores) y se compar6
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con los valores de la cuantificacion de las mismas bibliotecas puras medidas por Qubit. La
biblioteca A (Tabla 20) diluida 1/100 tuvo una concentracién, en promedio, de 10,5pM, y por
Qubit midié 3,2ng/ul la pura. La biblioteca B (Tabla 20) diluida 1/100 tuvo una concentracién, en
promedio, de 5,7pM, y por Qubit midié 2,4ng/ul la pura. Al hacer la correlacion de las dos
cuantificaciones, se llega a que para diluir las bibliotecas a 12pM, se las debe llevar a 0,04 y
0,05 ng/pl, respectivamente. Estos valores se relacionan con las pruebas realizadas en el
apartado 4.2.1.2.2 (Tabla 12) donde el caso 6ptimo para lograr obtener una secuenciacion con
suficientes perlas cargadas con biblioteca y pocas perlas policlonales se presenté con una
concentraciéon de 0,05ng/ul. Con estos datos se estableci6 un valor de 0,05ng/ul para la

concentracion de las bibliotecas NEB.

Una vez evaluados los dos métodos alternativos para sustituir el método tradicional de
Tagman®, se hizo una evaluacién de costos de cada uno ellos. Al compararlos se vio que las
dos alternativas presentaban una disminucion de costos de un 70% respecto al método
proporcionado por el proveedor (Thermo Fisher Scientific) siendo ambos métodos muy
similares en costos (para mas detalles leer el apartado 4.2.4). Dada esta similitud, el método
elegido fue Qubit por su facilidad de manipulacion y la rapidez en la obtencion de los resultados
(menos de 5 minutos). En un laboratorio de diagnostico cualquier mejora en el proceso que

permita ahorrar tiempo es valioso.

4.2.3. Anédlisis de secuencias y comparacion de software alternativos

En esta etapa se realizé el analisis de las secuencias generadas por el lon Torrent PGM™
utilizando el sistema de analisis de Thermo Fisher Scientific para la deteccién de variantes
somaticas. Para ello, se tuvo en cuenta las consecuencias de trabajar con muestras FFPE y
los cebadores del panel de genes KN. Por un lado se evalué la presencia de desaminaciones
(cambios C:G>T:A) que generan ruidos inespecificos de forma aleatoria. Por otro lado, la
interferencia por el pseudogen de KRAS (KRAS1). Luego, se realizdé la comparacion del
andlisis de secuencias con dos software alternativos al propuesto por Thermo Fisher Scientific,
y se evalud si estos presentan mejoras en la sensibilidad de la deteccién de mutaciones

somaticas en bajo porcentaje alélico y la presencia de INDELSs.

Las desaminaciones son sustituciones C>T o G>A, colectivamente C:G>T:A, causadas por
desaminacion de citosinas son artefactos comunes al trabajar con tejido FFPE. Los cambios en
los nucledtidos inducidos por la desaminacion pueden ser causados por la fijacién de los tejidos

FFPE u otros factores externos, como la radiacion UV, y se sabe que estan afectados por el
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pH, la hipoxia y el calor. En varios estudios de NGS se han informado cambios C:G>T:A
inducidos por desaminacién en muestras frescas y FFPE. Debido a que la mayoria de estos
cambios ocurren con baja frecuencia y se han observado incluso en tejidos libres de tumores,
se consideran falsos positivos [152, 153]. Esto genera un problema al interpretar los datos ya
gue los cambios patogénicos reales de baja frecuencia deben distinguirse de los falsos

positivos o el ruido de fondo.

Durante esta tesis, se detectd un gran numero de ruidos en muestras de resultado conocido.
Para determinar si se trataba de desaminaciones se procesaron por triplicado 5 de estas
muestras con alto nimero de variantes en bajo porcentaje (la cantidad de ADN utilizado para
cada una de estas muestra fue: 0,27, 0,45, 0,32, 0,25 y 0,53 ng). De las variantes que se
encontraron en estas muestras, un 88,5% eran cambios C:G>T:A. Al realizar la prueba se vio
que las variantes que se detectaron en cada una de las muestras no coinicieron entre las
réplicas y tampoco coincidieron, en ningun caso, entre las distintas muestras analizadas. Esto
permitié deducir que se trataba de ruido y no de variantes reales, ya que el ADN de partida de
cada muestra era adecuado (mayor a 0,2ng) por lo que la estocéstica no era una variable que
afectara. Ademas se pudo observar que las desaminaciones eran variadas dentro de una
misma muestra. Los genomas que la conforman pueden presentar, cada uno de ellos, distintos
cambios por desaminaciones, y va a depender de la alicuota que se tome de la muestra, las

variantes C:G>T:A (por desaminacion) que se detecten.

En la Tabla 23 se detallan las variantes detectadas en las tres réplicas de una de las muestras
analizadas en la cual se identific6 previamente, por Secuenciacién Sanger, la variante
patogénica KRAS ¢.35G>T (Figura 24). Dicha variante se logré detectar correctamente
mediante NGS en las tres réplicas (chrl2: 25398284, C>A) en porcentajes entre 39% y 64%
(Tabla 23). Ademas de la variante patogénica, se observaron otros cambios tanto en el gen
NRAS (cromosoma 1) como en el gen KRAS (cromosoma 12), muchos de las cuales
correspondieron a cambios del tipo C:G>T:A. Dentro de ellos, la mayoria no correspondia a
sitios hotspot de interés en este estudio, por lo cual se pudieron descartar tempranamente. Sin
embargo, en la primera réplica, tres variantes pertenecian a posiciones hotspot
(chr1:115252289, chr1:115256536 y chr12:25380283), pero dado que en las repeticiones de la
muestra dichas variantes no volvieron a aparecer, se descartaron como reales. Con este
analisis se logré determinar que la Unica variante real en la muestra era KRAS ¢.35G>T, siendo
el resto ruido, en su mayoria probablemente por el efecto de desaminaciones. Ademas pemitié
observar que las desaminaciones son aleatorias entre los distintos genomas de una misma
muestra, y por tanto en baja proporcion, por lo que si se realizan réplicas de la muestra, se
pueden descartar aquellas variantes procedentes de desaminaciones por la falta de
repetitividad. También se pueden descartar variantes con un porcentaje inferior al limite de

deteccion establecido en este trabajo (ver mas adelante en el apartado 4.3. Validacion).
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Tabla 23: Variantes detectadas en tres réplicas de una muestra analizada
desde la amplificacion hasta la secuenciacién en el lon Torrent PGM™. Las
variantes marcadas en rojo son cambios del tipo C:G>T:A. El cambio
marcado en azul es la variante patogénica detectada en la muestra.

Réplica Chr Posicion Ref Cambio Frecuencia (%) Hotspot?

1 115252289 C T 4,6 Sl
1 115256519 G A 3,2 NO
1 115256536 C T 3,5 Sl
1 115258751 C T 24 NO
1 115258766 G A 2,5 NO
1 115252221 G A 4,1 NO
12 25378585 C T 4,9 NO
1 12 25380283 C T 3,7 SI
12 25380290 G A 4,3 NO
12 25380316 C T 2,5 NO
12 25398187 G A 4,6 NO
12 25398213 T C 2,6 NO
12 25398219 G A 2,5 NO
12 25398223 A T 2,7 NO
12 25398284 C A 39,1 Sl
115252246 C T 6,8 NO
1 115256514 G A 6,4 NO
12 25380313 C T 3,8 NO
12 25380341 G A 3,8 NO
2 12 25398195 A G 2,8 NO
12 25398280 G A 9,8 NO
12 25398284 C A 64,1 Sl
12 25398297 C T 11,5 NO
1 115256574 A G 9,1 NO
115256582 T C 41 NO
115258739 C T 4,4 NO
3 12 25378604 C T 7,3 NO
12 25380346 C T 6,0 NO
12 25398284 C A 57,6 Sl
12 25398288 C T 10,1 NO

G A G C TG KTG G CG T

Figura 24: Variante patogénica KRAS ¢.35G>T detectada por Secuenciacion Sanger en la muestra

analizada.
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Otro aspecto que se evalud en la etapa de andlisis de secuencias fue la presencia del
pseudogen de KRAS (KRAS1) (ver apartado 1.2.1.1). La ubicacion de KRASL1 es en el
cromosoma 6 [154-156]. En este trabajo, se identificd la presencia de lecturas correspondientes
al pseudogen KRASL1 tras la secuenciacion de los exones 2, 3 y 4 de KRAS y NRAS con el
panel KN. Analizando los resultados de archivos BAM sin procesar (formato binario de
alineamiento), es decir sin considerar las regiones target, se detectd que la amplificacion del
pseudogen se generd con los cebadores KRAS_Ex2 R y KRAS_Ex3_F (en el pseudogen
regiones homologas al exén 2 y exdn 3 de KRAS se encuentran muy proximas en el ADN sin
gue exista intron de por medio). El cebador KRAS_Ex2 R no es 100% complementario a la
region del pseudogen a la que se une ya que difiere en una base en el extremo 5° del cebador
pero igualmente esta diferencia le permitiria hibridar. En cuanto al cebador KRAS_Ex3_F, este
tiene una base mas cerca del extremo 3" que la regiébn complementaria del pseudogen. El
amplicén generado con estos cebadores y a partir del pseudogen es de 217pb (Figura 25), un
tamafio de amplicon mayor al generado tanto para el amplicén del exén 2 de KRAS como para

el amplicon del exén 3 de KRAS.
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KRAS ex2 R (KRAS_L R): KRAS ex3 F (KRAS_2_F):
AGGCCTGCTGAAAATGACTGAATATAA —-
AGGAGTACATGACCAGGGAGTAA

Figura 25: Imagen de IGV en donde se sefalan los cebadores que amplifican el pseudogen de KRAS
(KRAS1).
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La amplificacion del pseudogen no interfiere en el llamado de variantes de los genes KRAS y
NRAS, ya que los fragmentos del amplicon del pseudogen secuenciados alinean con otra
region del genoma que no se encuentra en el archivo de "targetregion.bed" con el que se
generan los BAM procesados. Sin embargo, durante el proceso de validacion (explicado mas
adelante en el apartado 4.3) se observé que aparecian variantes en cis en el exén 2 de KRAS y
otras en cis en el exdn 3 de KRAS, y todas al mismo porcentaje alélico (un porcentaje siempre
menor al 4%). Tras un andlisis detallado de estas secuencias y varias hipétesis de por medio,
se llegd a la teoria de que podian ser secuencias provenientes del pseudogen. El andlisis
detallado de las mismas llevé a la conclusion de que las 4 variantes en cis encontradas en el
exon 2 de KRAS y las 4 variantes en cis encontradas en el exdn 3 de KRAS se daban debido a
que la secuencia en la que se encontraban las variantes era 100% concordante con la region
homodloga en el pseudogen y eran del tamafio de esos amplicones. Una hipétesis fue que en
ciertas PCRs, en determinado ciclo, luego de haberse amplificado el pseudogen de KRAS y los
amplicones correspondientes al exén 2 y 3 de KRAS, hubo entrecruzamientos entre
amplicones en donde fragmentos incompletos de los amplicones del exén 2 y exén 3 hibridaron
sobre el pseudogen generando amplicones quiméricos. De esa forma se habrian generado
productos secundarios no deseados provenientes del pseudogen, con el tamafio y secuencia
similar a los amplicones del ex6n 2 y exdn 3 de KRAS, que alinearian con estos exones y
serian analizados posteriormente. Con esta suposicion, en el alineamiento de secuencias, las
lecturas procedentes del amplicén quimérico se alinearon con los exones de KRAS respectivos,
dando lugar a variantes en cis. En la Figura 26 se observa una lectura con cuatro variantes en

cis alineada con el exén 2 de KRAS. Lo mismo sucede con el exén 3 de KRAS, Figura 27.

w1

Figura 26: Imagen de IGV de alineamiento de secuencias contra el exdn 2 de KRAS. Se observa una

lectura con cuatro variantes en cis.

Figura 27: Imagen de IGV de alineamiento de secuencias contra el exon 3 de KRAS. Se observa una

lectura con cuatro variantes en cis.

84



Con el fin de resolver la amplificacién inespecifica dada con el panel KN, se realizé una prueba
con cambios en las condiciones de amplificacion. Se aumenté 2°C la temperatura de
hibridacién de los cebadores y se probé reducir a la mitad la cantidad de cebadores utilizados
en la reaccién de PCR. Para ello, se utilizé6 una muestra en la que se habian visto lecturas con
las variantes en cis, descritas anteriormente, en un 4%. En la Tabla 24 se observa la
comparacion de la muestra realizada con diferentes condiciones de amplificacion y las
variantes detectadas en cada una de las pruebas. La primera condicion: A, condiciones de
amplificacion con las que se venia trabajando: temperatura de hibridacion de cebadores 60°C y
mezcla de cebadores 0,2uM (cada uno); B. mezcla de cebadores al medio de la concentracion
utilizada en A, 0,1uM; C. temperatura de hibridacién de cebadores 62°C; y D. mezcla de
cebadores al medio de la cantidad utilizada en A y temperatura de hibridacién de cebadores
62°C. Los resultados de esta prueba fueron muy claros y alentadores. En la condicién A, se
observaron las 4 variantes en el ex6n 3 de KRAS y 3 variantes en el exén 2, con porcentajes
entre 3 y 4%. Todas estas variantes estaban en cis segun se vieron en el IGV. Expresamente
se procesd una muestra que poseia una variante sobre el exén 2 de KRAS y en una de las
posiciones hotspot donde se encuentra una de las variantes provenientes del pseudogen. Para
este caso del cambio en la posicion chrl2: 25398281 (KRAS c.38G>A), en la condicion de
amplificacion A (condicién estandar) se vio un porcentaje cercano al 4% de lecturas con este
cambio en cis con las demas variantes provenientes del pseudogen y también se vio un
porcentaje de lecturas con este cambio de forma Unica en ciertas lecturas. La observacion de
estas dos poblaciones de lecturas hizo pensar que la variante encontrada en las lecturas de
forma Unica era real, proveniente de la region de interés en el exén 2 de KRAS. En la condicion
B, se observé una situacion similar a la anterior, con lo cual se dedujo que la disminucion de
concentracién en los cebadores no generd un cambio significativo. En la condiciéon C, se
detectaron menos variantes en cis, haciendo pensar que el aumento de la temperatura en la
PCR fue un cambio beneficioso. Se observé una mejora en la Gltima condicién, donde se prob6
reducir los cebadores y aumentar la temperatura de hibridacién de los mismos. En esta
situacién, Unicamente se detect6 la variante chr12: 25398281 al 6,7%, lo que reafirma que esta
variante (KRAS c.38G>A) es un cambio real en la muestra y no se observaron los cambios de

variantes en cis en una misma lectura provenientes del pseudogen.
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Tabla 24: Deteccion de variantes en una muestra con diferentes condiciones de amplificacion.

Prueba Chr Posicion Exon Ref Variante Frecuencia (%)
chrl2 25380264 3 C T 4.6
Condicién A chrl2 25380272 3 C T 4.0
60°C temp. de chrl2 25380283 3 (hotspot) C T 4.1
hibridacion de chrl2 25380290 3 G A 4.2
cebadores chri12 25398266 2 G A 3.7
Mezcla de cebadores  chr12 25398276 2 C T 3.2
panel KN 0,2uM chri2 25398281 2 (hotspot)  C T 75
chrl2 25398299 2 A G 4.2
chrl2 25380264 3 C T 2.8
Condicion B chrl2 ~ 25380272 3 C T 2.9
60°C temp. de chri2 25380290 3 G A 2.5
hibridacion de chrl2 25398266 2 G A 45
cebadores
Mezcla de cebadores  Chri2 25398276 2 C T 35
panel KN 0,1pM chr12 25398281 2 (hotspot) C T 6.4
chrl2 25398299 2 A G 6.0
Condicién C chrl2 25380264 3 C T 3.4
62°C temp. de chri2 25380272 3 C T 3.1
hibridacion de chri2 25380290 3 G A 2.6
Mezc;eggdccgs: e CN12 25398281 2 (hotspot)  C T 6.3
panel KN 0,2uM chrl2 25398299 2 A G 3.0
Condicién D
62°C temp. de
hibridacion de chri2 25398281 2 (hotspot)  C T 6.7

cebadores
Mezcla de cebadores
panel KN 0,1uM

Con la prueba realizada se consiguié una condicion de PCR que evitd la generacion de
amplicones procedentes del pseudogen que daban lugar a un alineamiento contra los exones 2
y 3 de KRAS, y ello llevaba al llamado de variantes de nucleétidos en los que difiere el
pseudogen con el gen funcional. Con ninguna de las condiciones evaluadas se logré disminuir
la amplificacion del pseudogen de KRAS pero si ese producto quimera. Debido a que este
problema se observd al final del trabajo de esta tesis, durante la validacion, los cambios en las
condiciones de PCR no se llegaron a aplicar en la misma. Por lo tanto, lo que se decidié hacer
en las muestras que se realizaron con el protocolo de amplificacion original (y aparecieron
variantes en cis inespecificas) fue mirar directamente en el IGV dicha posicién y analizar si
aparecia la variante de forma Unica en la lectura (en trans), si era asi se consideraba real.
Queda como perspectiva a futuro una nueva validacion del sistema modificado. De cualquier
forma se chequed el equilibrio entre amplicones al utilizar las nuevas condiciones de PCR y el
mismo no fue afectado, por lo que el sistema practicamente no difiere del validado, si es un
sistema mejorado respecto a esta caracteristica del producto no deseado que en algunos

casos llegé a ser del 4% sobre el producto especifico.
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Con el propésito de contar con alternativas informéticas para el andlisis de las secuencias
generadas en el lon Torrent PGM™ se seleccionaron dos software: Sophia DDM® (Sophia
Genetics) [98] y CLC Genomics Workbench (Qiagen) [96]. Sophia DDM® es una plataforma
para la deteccién de variantes que garantiza un rendimiento analitico de grado clinico y ayuda
a los expertos a identificar de manera rapida y precisa mutaciones accionables. Detecta, anota
y preclasifica todos los tipos de variantes genémicas (SNV, INDELs, amplificaciones y fusiones)
en un experimento Unico. Para ello, el alineamiento debe realizarse previamente con otro
programa. En lo que refiere al CLC Genomics Workbench, este software esta desarrollado para
realizar una amplia gama de estudios bioinformaticos de NGS. Los flujos de trabajo pueden
combinar pasos de control de calidad, recorte de adaptadores, mapeo de lecturas, deteccion de
variantes y multiples pasos de filtrado y anotacion. Los dos programas evaluados son software
pagos, sin embargo, para este trabajo, se utilizaron de manera gratuita en modo de prueba,

con el objetivo de evaluar y comparar con el ofrecido por el proveedor.

Para comparar los software de interés (Torrent Suite™, Sophia DDM® y CLC), se
seleccionaron 9 muestras, las cuales presentaron diferentes dificultades de andlisis. Algunas
de ellas (de resultado conocido) tenian variantes que no fueron detectadas correctamente por
el software Torrent Suite™, otras presentaban deleciones, inserciones o cambios complejos
(normalmente cambios dificiles de analizar), y otras muestras a las cuales se les detect6
variantes por NGS que no habian sido detectadas previamente por Secuenciacién Sanger. En
el caso de Sophia DDM® se utilizaron las secuencias alineadas (contra el genoma humano)
por el software TMAP (archivos BAM, generado con el programa de Thermo Fisher Scientific).
En el caso de CLC se realizd6 nuevamente el alineamiento contra el genoma humano (hg19)
ingresando los archivos FASTQ obtenidos luego de la secuenciacion (el formato FASTQ es un
formato basado en texto para almacenar tanto una secuencia biolégica, generalmente una
secuencia de nucleétidos, como sus correspondientes puntuaciones de calidad). En la Tabla 25
se presentan los resultados de la comparacién de las 9 muestras evaluadas. La muestra n°1
tuvo un resultado WT por secuenciacién Sanger (sin variantes patogénicas), sin embargo, por
NGS se detect6 una variante al 7,5% aproximadamente, que se observé por igual con los tres
software utilizados. Deleciones de varios nucledtidos, como en el caso n°2, fueron detectadas
por los tres software. Sin embargo, CLC detect6é la delecién en menor porcentaje que los otros
dos programas, lo que posiblemente se haya debido a una diferencia en el alineamiento
generado por el programa. Este tipo de deleciones es muy comun en el gen EGFR, por lo que
es de gran importancia que puedan ser detectadas correctamente. Cambios complejos, como
el caso n°3 y n°4, e inserciones/duplicaciones de varios nucleotidos, como en el caso n°5,
fueron detectadas en porcentajes similares en todos los casos por los tres software. Los casos
6 a 9 se trataron de muestras de resultado conocido (muestras "Horizon", ver apartado 3.1.3)

con cuatro variantes patogéncias en una proporcion conocida. En estos casos, el Torrent
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Suite™ no hizo el llamado de muchas de estas variantes aunque las mismas se encontraban
presentes luego del alineamiento (visualizadas mediante IGV). EI motivo por el cual no se
realizaron los llamados se desconoce. Se hicieron cambios en los parametros del plug in del
Variant Caller que se encarga del llamado de variantes en el Torrent Suite™ pero ninguno
permiti6 que las reportara correctamente. Sin embargo, Sophia DDM® y CLC realizaron el
llamado de las variantes esperadas correctamente. En cuanto a los porcentajes en la deteccién
de las variantes, se observo que la variante en NRAS se detectd a un porcentaje bastante
menor al esperado, lo que puede deberse a un problema en la realizacién de la mezcla de
ADNSs con dicha mutacién y el ADN normal, y no a un problema bioinformatico. Por otro lado,
se observé en los cuatro casos (n°6 a 9) la detecciéon de la variante KRAS ¢.175G>A en un
porcentaje entre 2,5 y 4%. Esta variante proviene de lecturas del pseudogen que se alinearon
incorrectamente con el exén 3 de KRAS. Debido a que es un tema en la amplificacion (como se
vio en el apartado anterior), los tres software detectaron las variantes provenientes del

pseudogen.
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Tabla 25: Comparacion de tres software (Torrent Suite™, Sophia DDM® y CLC Genomics Workbench) para el andlisis
de 9 secuencias generadas en el lon Torrent PGM™. Con * se marcan los resultados conocidos a partir de
secuenciaciéon Sanger.

N° CLC Genomics

Resultado conocido Torrent Suite™ Sophia DDM®
Workbench
1 *WT KRAS ¢.38G>A (7,5%) KRAS ¢.38G>A (7,5%) KRAS ¢.38G>A (7,7%)
*EGFR EGFR EGFR EGFR

€.2235 2249dell5 €.2235 2249dell5 (13,7%) c¢.2235 _2249dell5 (12,6%) c.2235_2249dell5 (2,7%)

*EGFR c.2236_2248
CAAC (Complex)

EGFR c.2236_2248
CAAC (Complex) (18,1%)

EGFR c.2236_2248
CAAC (Complex) (16,9%)

EGFR c.2236_2248 CAAC
(Complex) (15%)

w

EGFR ¢.2573TG>GT EGFR ¢.2573TG>GT EGFR c.2573TG>GT

4  *EGFR c.2573TG>GT

(75,8%)

(75%)

(74,5%)

*
. c 230(')5622';8 du EGFR ¢.2300_2308dup EGFR ¢.2300_2308dup EGFR ¢.2300_2308dup
CCAGCGTG Gp CCAGCGTGG (21%) CCAGCGTGG (22,6%) CCAGCGTGG (15,9%)
NRAS c.182A>G No hace el llamado (en o o
(6,25%) IGV se ve el cambio al 1%) NRAS ¢.182A>G (1,5%) NRAS c.182A>G (1,4%)
KRA(SG E;Z?G>A KRAS ¢.436G>A (5,5%) KRAS ¢.436G>A (5,2%) KRAS ¢.436G>A (5,3%)
6 KRA(% %éf/iSA>C KRAS c.183A>C (6,1%) KRAS c.183A>C (6,0%) KRAS ¢.183A>C (5,9%)
- KRAS c.175G>A (4,7%) KRAS c.175G>A (4,4%) KRAS ¢.175G>A (4,1%)
KR/?? ;5%2')G>T KRAS ¢.34G>T (7,7%) KRAS c.34G>T (6,9%) KRAS ¢.34G>T 7,1%)
NRAS c.182A>G No hace el llamado (en o o
(3.125%) GV se ve el cambio al 2%) NRAS ¢.182A>G (1,7%) NRAS ¢.182A>G (1,6%)
KRAS c.436G>A No hace el llamado (en 0 N
(3.125%) GV se ve el cambio al 2%) KRAS c.436G>A (1,6%) KRAS ¢.436G>A (1,6%)
7 KRAS c.183A>C No hace el llamado (en o o
(3.125%) GV se ve el cambio al 2%) KRAS c.183A>C (2,5%) KRAS ¢.183A>C (2,4%)
- - KRAS c.175G>A (2,6%) KRAS c.175G>A (2,5%)
KRgslcz'gf/'o()Sﬂ KRAS ¢.34G>T (3,8%) KRAS c.34G>T (4,1%) KRAS c.34G>T (4,0%)
NRAS c.182A>G No hace el llamado (en o o
(3.125%) GV se ve el cambio al 2%) NRAS ¢.182A>G (1,8%) NRAS c.182A>G (1,9%)
KRAé fz'gf/f)G* KRAS C.436G>A (4,2%)  KRAS C.436G>A (3,6%)  KRAS c.436G>A (4,1%)
8 KRAS c.183A>C No hace el llamado (en o o
(3,125%) IGV se ve el cambio al 2%) KRAS ¢.183A>C (1,9%) KRAS c.183A>C (4,0%)

KRAS ¢.175G>A (3,4%)

KRAS ¢.34G>T

KRAS ¢.34G>T (3,2%)

KRAS ¢.34G>T (3,6%)

KRAS ¢.34G>T (4,8%)

(3,125%)
NRAS c.182A>G No hace el llamado (en o 0
5 12500) GV 56 vo of cambio al 33 NRAS C.182A>G (26%)  NRAS C.182A>G (2,6%)
KRAS ¢.436G>A No hace el llamado (en o o
(31559 GV 56 ve of combio ai 33y KRAS C436G>A(32%)  KRAS c.436G>A (3.1%)
9 KRA(S f‘zlsso/::’)A>C KRAS C.183A>C (3,6%)  KRAS C.183A>C (3,5%)  KRAS c.183A>C (3,5%)

KRAS ¢.175G>A (4,2%)

KRAS ¢.175G>A (4,5%)

KRAS ¢.175G>A (4,2%)

KRAS ¢.34G>T
(3,125%)

No hace el llamado (en
IGV se ve el cambio al 3%)

KRAS ¢.34G>T (3,0%)

KRAS ¢.34G>T (3,0%)

A la luz de estos resultados, se pudo observar que el analisis realizado por el Torrent Suite™

no fue Optimo ya que no logré hacer el llamado de las variantes en el 100% de los casos,

especificamente de las variantes en bajo procentaje (menores a 3%). En cambio el software

Sophia DDM® mostré un rendimiento bueno respecto a lo esperado ya que hizo el llamado

correcto de todas las variantes. En cuanto al CLC, este software permitié realizar un nuevo

alineamiento de las secuencias independiente del paquete de Thermo Fisher Scientific y fue

capaz de reportar las variantes presentes en las muestras que el Torrent Suite™ no pudo. Por
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lo tanto, CLC y Sophia mostraron tener un mejor desempefio que el Torrent Suite™ en la
deteccion de mutaciones cuando el alelo mutado se encuentra en un porcentaje menor a un
3%. Puesto que la tesis establece, mas adelante en la etapa de validacion (ver apartado 4.3.3),
que la sensibilidad es de un 12% para muestras con 0,2 ng de ADN y puede llegar a un 6% con
el doble de cantidad de ADN inicial, entonces en estas situaciones se puede analizar con los

plug in presentes en el Torrent Suite ™.

4.2.4. Andlisis de costos

Como punto final del proceso de evaluacién y puesta a punto de alternativas al protocolo del
proveedor Thermo Fisher Scientific para la deteccion de mutaciones somaticas en KRAS,
NRAS y EGFR, se realiz6 un analisis de costos del proceso de NGS desde la extraccion de
ADN de tejido FFPE hasta el andlisis bioinformatico. Hubo puntos del proceso donde se
hicieron mejoras que no provocaron un cambio en los precios (pero si en las condiciones de
trabajo o en los tiempos del proceso), otros puntos donde la disminucion de costos fue notoria y
otras etapas que no pudieron ser modificadas porque requerian de los equipos y procesos tal
cual se planteaban en el protocolo original. Para este andlisis se tomé como base el costo de
cada etapa del proceso realizado segun las recomendaciones del proveedor y sobre estos
costos se realiz6 la comparacion utilizando el sistema puesto a punto en este trabajo. Se
incluy6 el costo de reactivos, los plasticos y los gastos de importacion. El costo en mano de
obra no se analiz6 porque se considerd que es practicamente el mismo en los dos procesos
evaluados. El costo de realizar el panel KN o el panel EGFR no difiere significativamente, por lo

que los costos son independientes del panel que se utilice.

El primer punto que se trabajé en esta tesis fue la extraccion de ADN de tejidos parafinados
(FFPE). El cambio sustancial en esta etapa, en cuanto a reactivos utilizados, fue la sustitucion
del Xylol por aceite mineral. El precio de ambos reactivos es muy bajo, por lo que no generan
un cambio en el costo final de la extraccion. El mayor costo de la etapa proviene del kit de
extraccion QlAamp DNA FFPE Tissue Kit de Qiagen. Por lo tanto, en esta etapa no se redujo el
precio de la extraccidbn con la alternativa planteada, ya que sélo el 0,8% del precio total

corresponde al costo del aceite mineral.

El siguiente punto evaluado fue la construccién de bibliotecas. Segun lo recomendado por
Thermo Fisher Scientific cuando se realiza la secuenciacion de paneles de genes (disefiados
por el porveedor) se debe utilizar el kit lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0 para las etapas de
amplificacion, digestion con FuPa y ligacion de adaptadores. El valor de este kit implica un
costo fijo por muestra y es relativamente alto. Sin embargo, al sustituir dicho kit por la

alternativa, amplificacién con Platinum® Multiplex PCR Master Mix mas el kit NEBNext® Fast
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DNA Library Prep Set for lon Torrent™, el costo final de la construccion de bibliotecas con el
sistema NEB (incluida la amplificacion con Platinum) permite una reduccién de los costos en
un 70%, es decir que el valor final de una biblioteca por NEB queda igual a un 30% del valor

original de Ampliseq.

En cuanto a la cuantificacién de bibliotecas (otro de los puntos en el cual se realiz6 una
disminucién de costos) la metodologia utilizada en el sistema Ampliseq es la cuantificacion con
sondas Tagman® mediante el lon Library TagMan™ Quantitation Kit. El costo de la
cuantificacion de una muestra (dentro de un lote de 16 muestras) incluyendo los tres puntos de
la curva estandar es relativamente elevado. En cambio, cuando se utilizé la cuantificacién por
Qubit® (con el kit Qubit® dsDNA HS) para medir la concentracion de la biblioteca pura y diluida
al décimo, el costo incluyendo los dos puntos de la curva estandar disminuy6 un 65%. La otra
opcién para la cuantificacién de bibliotecas utilizando PCR en tiempo real con Power SYBR®
Green PCR Master Mix tuvo un costo muy similar a Qubit® (incluyendo los tres puntos de la
curva estandar), no existiendo una diferencia significativa entre estas dos técnicas alternativas

y puestas a punto en este trabajo.

Posterior a la cuantificacién de las bibliotecas, se realiza la amplificacion clonal del pool de
bibliotecas (OT), el enriquecimiento (ES) y la secuenciacion en el equipo lon Torrent PGM™,
Estas tres etapas del proceso se debieron realizar utilizando los equipos y reactivos propuestos
por el proveedor de lon Torrent™, por lo que no se planteé una alternativa en el protocolo.
Estas etapas producen un costo variable por muestra, dependiendo de la cantidad de muestras
que se procesen en un mismo lote, el tipo de chip utilizado (chip 314, chip 316 o chip 318) y el
numero de chip dentro de una misma inicializacion del equipo (lon Torrent™ PGM). Tomando
como base un chip 314 en donde se secuencian 8 muestras (Unico chip por inicializacion), se
realiz6 una comparacién del costo por muestra con otras condiciones en cuanto al tipo de chip,
namero de muestras y numero de chip por inicializacion (Tabla 26). Se eligieron 8 muestras
como referencia dado que es el nimero minimo a partir del cual comienza a ser rentable utilizar

esta técnica en el Laboratorio Genia.

Tabla 26: Comparacion de las etapas OT, ES y secuenciacion con diferentes opciones de n°
de muestras, tipo de chip y n® de chip por inicializacion tomando como base (1) un chip 314
con 8 muestras, Unico en la inicializacion.

OT+ES+ SEC 1 chip/inicializacién 2 chipfinicializacién
Chip 314 (8 muestras) 1 0,75
Chip 314 (16 muestras) 0,46 0,33

Como se observa en la Tabla 26, el mayor costo se da cuando se procesan 8 muestras en un
chip 314, Gnico en una inicializacion. Cuando aumenta el nimero de muestras dentro de un
lote, el costo por muestra disminuye a la mitad aproximadamente. Es importante destacar que

en cada chip es recomendable utilizar el mayor numero de muestras posibles para reducir los
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costos, en el caso de un chip 314, el maximo nimero de muestras realizadas con el panel KN o
EGFR (con 1000 lecturas por amplicon) es de 16 (verificado empiricamente). Otro punto
importante es poder realizar dos procesos de secuenciacion en el equipo lon Torrent PGM™
utilizando una misma inicializacién del equipo de forma de amortizar el costo de la
inicializacion. Esto no es siempre posible ya que depende del los tipos de chip que se quieran
correr y del numero de flujos de dNTPs que se quieran utilizar en cada uno y si en el laboratorio
es necesario utilizar 2 chip. Es decir, en el caso de que sea posible realizar dos corridas en una
misma inicializacion el costo de la misma se reduce a la mitad por chip, incidiendo en el costo
por muestra entre un 25% y un 28% (segin nimero de muestras por chip), lo que implica una

reduccion significativa.

Con el propdsito de comparar costos con el panel lon AmpliSeq Colon and Lung Research
Panel v2 (ver apartado 4.2.1.1), se tomé como base el costo por muestra secuenciada en un
chip 314 con 8 muestras dentro del lote (Unico chip por inicializacién) realizada con el panel KN
0 EGFR (1000x) versus el costo de secuenciar una muestra en un chip 318 en un lote de 8
muestras (1 chip por inicializaciéon, 1000x) realizada con el panel de 22 genes. El costo de
realizar una muestra con el panel completo es 4,6 veces mayor que si se realizan los
subpaneles KN o EGFR. Con esto se desprende la necesidad de reducir el panel completo
cuando lo Gnico que se quiere estudiar es KRAS/NRAS o EGFR, para poder hacer mas

accesible estos tipos de estudios.

Para evaluar el costo total de procesar una muestra desde la extraccibn de ADN hasta la
secuenciacién y comparar los dos protocolos evaluados (Ampliseq y NEB) se presentan dos
ejemplos donde varia el nimero de muestras dentro del chip (Tabla 27). Se toma como
referencia un chip 314 con 8 muestras (2 chip por inicializacién) realizados con el sistema
Ampliseq. Lo que se observa con los ejemplos planteados es que la diferencia entre procesar
una muestra con la alternativa planteada en este trabajo (sistema NEB) es en promedio entre
40% y 50% mas barato que procesar la misma muestra con el sistema planteado por el

proveedor de lon Torrent™ (Thermo Fisher Scientific).

Tabla 27: Comparacién de los costos totales de procesar una muestra
desde la extraccidbn hasta la secuenciacion con los dos sistemas
evaluados, Ampliseq y NEB. Varia el n° de muestras por chip. Se
considera el costo de correr dos chip en una misma inicializacion.

Sistema Ampliseq Sistema NEB
Chip 314 (8 muestras) 1 0,62
Chip 314 (16 muestras) 0,77 0,38

En lo que refiere al andlisis bioinformético, Ultima etapa del protocolo, el Torrent Suite™
software recomendado por el proveedor (Thermo Fisher Scientific) estd incluido dentro del
costo de utilizar el equipo lon Torrent PGM™, por lo que no implica un gasto extra dentro del

proceso. En cuanto a los dos software alternativos evaluados, Sophia DDM® y CLC Genomics
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Workbench, ambos fueron utilizados en modo prueba, por lo que no tuvieron costo a la hora de
realizar los analisis. En el caso de querer incluirlos en el proceso implicarian un costo extra
pero el objetivo en este caso seria mejorar y complementar el analisis de las secuencias si se

quiere informar con una sensibilidad mayor al 3%.

Por dltimo, un punto importante que se valoré fue la comparacion en costos entre NGS vy
secuenciacion Sanger. Se conoce que NGS tiene muchas ventajas para la deteccion de
mutaciones somaticas con respecto a la técnica de referencia, secuenciacion Sanger (ver
apartado 1.3), tanto en tiempo de procesamiento, facilidad de manipulacién de varias muestras
en paralelo y mejor andlisis de los resultados puesto que son automatizados los generados por
NGS. Sin embargo, fue importante evaluar la diferencia en costos entre estas técnicas para
determinar si es competitivo econémicamente pasar de Sanger a NGS. Realizando los calculos
de costos de evaluar las mismas regiones de los genes KRAS/NRAS o EGFR, se observé que
la secuenciacién Sanger es 12% mas costosa que realizar NGS con el nuevo sistema NEB
puesto a punto en esta tesis, y realizando 8 muestras por chip. Por lo tanto, la eleccién de NGS
frente a Sanger también se vio favorecida por la disminucién de costos. Cabe aclarar y se
deduce que la técnica de NGS original utilizando el sistema Ampliseq es 70% mas cara que la
secuenciacion Sanger, por ello el cambio de tecnologia no era viable desde el punto de vista
econdmico. Debido a los cambios introducidos en la técnica gracias a esta tesis es que el
Laboratorio Genia se encuentra en posicion de evaluar dicho cambio de tecnologia. Ademas
del aspecto econémico es importante también la mejora de NGS en la posibilidad de realizar
mas muestras en paralelo por semana y producir resultados automatizados. Una desventaja de
NGS es que es necesario procesar al menos 8 muestras en cada chip para que sea viable
econOmicamente, lo que puede significar un factor negativo si solo se tienen 8 muestras por
semana pues no habria tiempo para repetir una muestra en el caso de ser necesario. Por ello
se plantea un minimo de 2 chip por semana separados en el tiempo por 3 dias, para poder
incorporar el protocolo de NGS en el laboratorio y mantener un tiempo de entrega de 7 dias a

nivel de laboratorio de biologia molecular.
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4.3. Validacion

La validacion de un procedimiento analitico se realiza para demostrar que un procedimiento es
adecuado para su propésito. Implica medir el rendimiento analitico de una prueba sobre un
conjunto de métricas predefinidas para demostrar que cumple con las indicaciones de uso y
especificaciones predefinidas. Se evalla si la prueba identifica o mide con éxito, dentro de los
limites estadisticos definidos, la presencia o ausencia de una variante que proporcionara

informacién sobre una enfermedad u otra condicién en un paciente [71, 157, 158].

Segun la norma ISO 9001:2015 [159], la validacidon se define como “la confirmacion, a través
de la presentacién de pruebas objetivas, de que los requisitos para un uso o aplicacion
especifica prevista se han cumplido”. La normativa internacional solicita que se realice la
validacion para los productos o servicios de diagnéstico in vitro con el propdsito de asegurar
sus resultados y, por lo tanto, las decisiones terapéuticas que se tomen en base a ellos. Mas
especificamente la norma ISO 17025:2017 [120] (para laboratorios de ensayo y calibracion)
recomienda que "El laboratorio debe validar los métodos no normalizados, los métodos
desarrollados por el laboratorio y los métodos normalizados utilizados fuera de su alcance
previsto o modificados de otra forma. La validacion debe ser tan amplia como sea necesario

para satisfacer las necesidades de la aplicacion o del campo de aplicacion dados".

Por las recomendaciones antes mencionadas, se decidié validar el procedimiento puesto a
punto en este trabajo para la deteccién de mutaciones sométicas en los genes KRAS, NRAS y
EGFR, desde la etapa de extraccion de ADN de tejido FFPE hasta el andlisis de las secuencias
generadas. Los parametros evaluados para el panel KN (genes KRAS y NRAS) fueron el rango
de trabajo informable, la especificidad analitica (sustancias interferentes), la sensibilidad
analitica (limite de deteccion), la precision (repetibilidad) y la exactitud. Para el panel EGFR
(gen EGFR) se evaluo6 el rango de trabajo informable, la precision (repetibilidad) y la exactitud
[71].

4.3.1. Rango de trabajo informable

El rango de trabajo informable debe incluir las regiones seleccionadas que cumplan con los
requisitos minimos de calidad, los tipos de variantes que se han validado y los limites de
deteccion para estos. Dicha informacion debe incluirse en el informe para que se comprenda
claramente qué regiones, variantes y porcentajes de mutaciones se detectaran, y cuales no

[71, 157].
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Para el panel KN, la cantidad de ADN debe encontrarse entre 0,2 y 2ng, los genes evaluados
deben ser KRAS (exon 2, 3y 4) y NRAS (exén 2, 3 y 4) y la cobertura de la secuenciacion
minima admitida debe ser de 1000 lecturas por amplicén. Las variantes evaluadas con este
panel se especifican en la Tabla 28 (KRAS) y en la Tabla 29 (NRAS). Estas variantes en los
genes KRAS y NRAS se asocian a resistencia a los anticuerpos monoclonales cetuximab
(Erbitux®) y panitumumab (Vectibix®). Cuando estos genes se encuentran mutados se ha

demostrado una reduccion de la respuesta en los pacientes con CCRm [37, 39, 46].

Para el panel EGFR, la cantidad de ADN debe encontrarse entre 0,2 y 2ng, el gen evaluado
debe ser EGFR (exo6n 18, 19, 20 y 21) y la cobertura de la secuenciacion minima admitida debe
ser de 1000 lecturas por amplicon. Las variantes analizadas en el gen EGFR (Tabla 30),
puntualmente en los exones 18, 19 y 21 en pacientes con NSCLC, se asocian a sensibilidad al
tratamiento con inhibidores de tirosina kinasa (TKI) de EGFR. Las variantes en el exéon 20 se
asocian a resistencia al tratamiento con TKI de EGFR. La ausencia de mutaciones en este gen,
se asocia a resistencia a la terapia con TKI [160].

Tabla 28: Mutaciones analizadas en los exones 2, 3
y 4 del gen de KRAS. Las variantes se clasifican de
acuerdo con las guias del Colegio Americano de
Genética Médica y Genomica (ACMG).

Exén Cambio aminoacido Cambio de base

p.G12C c.34G>T
p.G12S C.34G>A
p.G12R c.34G>C
p.G12v c.35G>T
p.G12D c.35G>A
2 p.G12A c.35G>C
p.G13C c.37G>T
p.G13S c.37G>A
p.G13R c.37G>C
p.G13V c.38G>T
p.G13D C.38G>A
p.G13A €.38G>C
p.A59T c.175G>A
p.A59S c.175G>T
p.AS9E c.176C>A
p.A59G c.176C>G
p.Q61K c.181C>A
3 p.Q61E c.181C>G
p.Q61P c.182A>C
p.Q61L C.182A>T
p.Q61R c.182A>G
p.Q61H c.183A>C
p.Q61H c.183A>T
p.K117N c.351A>C
p.K117N C.351A>T
4 p.A146T c.436G>A
p.A146P c.436G>C
p.A146G c.437C>G
p.Al46V c.437C>T
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Tabla 29: Mutaciones analizadas en los exones 2, 3
y 4 del gen de NRAS. Las variantes se clasifican de
acuerdo con las guias del Colegio Americano de
Genética Médica y Genémica (ACMG) [161].

Exon Cambio aminoacido

Cambio de base

p.G12C c.34G>T
p.G12S c.34G>A
p.G12R c.34G>C
p.G12Vv c.35G>T
p.G12D c.35G>A
5 p.G12A c.35G>C
p.G13C c.37G>T
p.G13S c.37G>A
p.G13R c.37G>C
p.G13V c.38G>T
p.G13D c.38G>A
p.G13A c.38G>C
p.A59T c.175G>A
p.A59D c.176C>A
p.Q61K c.181C>A
p.Q61E €.181C>G
3 p.Q61P c.182A>C
p.Q61L Cc.182A>T
p.Q61R c.182A>G
p.Q61H c.183A>C
p.Q61H c.183A>T
p.K117N c.351G>C
p.K117N c.351G>T
4 p.A146T C.436G>A
p.A146P €.436G>C
p.A146G c.437C>G
p.Al146V c.437C>T

Tabla 30: Mutaciones analizadas en los exones 18, 19, 20 y 21 del gen de
EGFR. Las variantes se clasifican de acuerdo con las guias del Colegio

Americano de Genética Médica y Gendmica (ACMG) [161].

Exo6n Cambio de Aminoécido Cambio de Base
p.G719A €.2156 G>C
18 p.G719S €.2155 G>A
p.G719C c.2155 G>T
p.E746_A750del €.2235_2249 del 15
€.2236_2250 del 15
p.E746 _T751 > | €.2235 2252 AAT (complex)
p.E746_T751del €.2236_2253 del 18
p.E746_T751Z>A €.2237_2251 del 15
p.E746_S752>A €.2237_2254 del 18
p.E746_S752>V €.2237_2255 >T (complex)
p.E746_S752>D €.2238_2255 del 18
p.L747 _A750>P €.2238 2248 >GC (complex)
19 p.L747 T751>Q €.2238 2252 >GCA (complex)

p.L747_E749del

€.2239_2247 del 9

p.L747_T751del

¢.2239_2253 del 15
€.2240_2254 del 15

p.L747_S752del

€.2239_2256 del 18

p.L747 T751>P

€.2239_2248 TTAAGAGAAG>C

p.L747_P753>Q

€.2239_2258 >CA (complex)

p.L747 _T751>S

€.2240_2251 del 12

p.L747 _P753>S

€.2240_2257 del 18

p.L747 T751>P

€.2239 2251 >C (complex)
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p.T790M €.2369 C>T

p.S768l €.2303 G>T
p.D770_N771 ins SVD €.2311_2312 ins9 (GCGTGGACA)
p.V769_D770 ins ASV €.2308_2309 ins9 (CCAGCGTGG)
p.A767_S768 ins TLA €.2302_2303 ins9 (CGCTGGCCA)
p.D770N €.2308 G>A
p.H773_V774 ins NPH €.2319_2320 ins9 (AACCCCCAC)
p.H773_V774 ins NPH €.2319_2320 ins9 (AACCCCCAC)
20 p.V774_C775 ins HV c.2321 2322 ins6 (CCACGT)
p.H773_V774 ins PH c.2319 2320 ins6 (GCCCAC)
p.H773_V774 ins AH c.2320 2321 ins6 (CCCACG)
p.D770_N771ins GT €.2310_2311 ins6 (GGCACA)
p.D770_N771 ins GF €.2310_2311 ins6 (GGTTT)
p.D770>GY €.2308_2309 ins3 (GTT)
p.D770_N771ins Y €.2310 2311 ins3 (TAC)
p.H773_V774ins H €.2319 2320 ins3 (CAC)
p.N771_p772ins H €.2314_2315ins3 (ACC)
21 p.L858R c.2573 T>G
p.L861Q €.2582 T>A

4.3.2. Especificidad analitica (sustancias interferentes)

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 mutacién, de otras

secuencias o alelos presentes en la muestra analizada [157, 162].

Las sustancias interferentes que se sabe afectan las pruebas moleculares, particularmente los
métodos basados en amplificacién, deben abordarse durante la validacién. Las etapas de
extraccion y purificacion de acidos nucleicos normalmente eliminan posibles contaminantes.
Sin embargo, se debe tener en cuenta los tipos de muestras que se utilizan en la validacion asi

como la presencia de secuencias repetitivas y pseudogenes [71].

Para determinar la especificidad de la técnica de NGS modificada en este trabajo, se realizaron
dos pruebas. El estudio se realizé Uunicamente con el panel KN y sobre algunas posiciones
relevantes. La primera prueba consisti6 en analizar 12 posiciones del gen KRAS y 12
posiciones del gen NRAS (Tabla 31) (minimo 37 veces) en muestras control que se conoce que
no presentan ninguna variante en esas posiciones (muestras Horizon y ADN ctrl, ver apartado
3.1.3y3.1.4).
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Tabla 31: Andlisis de 12 posiciones del gen KRAS y 12 posiciones del gen NRAS en muestras
control WT para esas posiciones, para estudiar esecificidad analitica.

. Posicion en Posicion en N° veces N°de
Gen Exon transcripto genoma analizada la pos. mlljlestras con
amados

2 c.34 25398285 37 0

2 c.35 25398284 66 0

2 c.37 25398282 81 0

2 c.38 25398281 81 0

3 c.175 25380283 81 8 (c.175G>A)
KRAS 3 c.176 25380282 81 0
(chr12)

3 c.181 25380277 81 0

3 c.182 25380276 81 0

3 c.183 25380275 40 0

4 c.351 25378146 81 0

4 c.436 25378562 40 0

4 c.437 25378561 81 0

2 c.34 115258748 81 0

2 c.35 115258747 79 0

2 c.37 115258745 81 0

2 c.38 115258744 81 0

3 c.175 115256536 81 0
NRAS 3 c.176 115256535 81 0
(chrl) 3 c.181 115256530 79 0

3 c.182 115256529 47 0

3 c.183 115256528 79 0

4 c.351 115252289 81 0

4 c.436 115252204 81 0

4 c.437 115252203 81 0

Los resultados de esta prueba muestran que la técnica no detecta variantes inespecificas en 23
de las 24 posiciones evaluadas. El Unico caso en donde se detectd una variante inespecifica
fue en la posicion chr12:25380283 donde en el 10% de los casos estudiados se detecto la
variante ¢.175G>A (entre 2-4% de frecuencia aléliaca) en el gen KRAS. La presencia de esta
variante inespecifica concuerda con la interferencia del pseudogen de KRAS planteado en el
apartado 4.2.3.1, problema que fue solucionado posterior a la validacion, cambiando las
condiciones de PCR. Este punto de la validacion permitié detectar el problema en esta posicion
y fue tratado en la seccibn mencionada anteriormente como un problema bioinformatico,

aunque tiene un componente técnico también.

Para la segunda prueba de especificidad, se evaluaron 9 ADNs de referencia para KRAS y 5
para NRAS, adquiridos en la empresa Horizon Diagnostic (ver apartado 3.1.3). Dado que cada
uno de dichos ADNs contiene una mutaciéon conocida, se pudo evaluar la especificidad de la

técnica verificando que la misma lograse detectar cada una de las mutaciones adecuadamente.
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Para cada uno de los ADNs de referencia, la técnica de NGS detectdé especificamente la

mutacién presente sin ninguna otra variante inespecifica.

A partir de las dos pruebas realizadas, se definié que la especificidad para la técnica de NGS
fue del 99,5%. Este valor no es 100% debido a la deteccion inespecifica de la variante
€.175G>A en el gen KRAS en 8 eventos de 1763 analizados.

4.3.3. Sensibilidad analitica (limite de deteccion)

La sensibilidad analitica, también conocida como limite de deteccion (LD), permite determinar
la cantidad minima de analito que se puede detectar en una muestra [71, 123, 157, 163, 164].
En este caso el analito que se quiere identificar es el alelo mutado en un fondo de ADN normal
(WT). El LD se calcula como la concentracion mas baja de analito en la cual al menos el 95%
de las llamadas positivas se dan en forma correcta entre las réplicas analizadas para esa
concentracion [123]. El estudio se realizé Unicamente para el panel KN y sobre algunas

posiciones relevantes.

Para definir el LD del panel KN en este trabajo (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 apartado 3.1.3) con diferentes porcentajes de
mutacién. Se realizé un andlisis diferencial del LD utilizando 50 copias de genoma y 500 copias
como cantidad de ADN molde, de esa forma se estudié el LD a diferentes cantidades de molde,
puesto que se sabia que la cantidad de molde influye en la estocastica en ciertas condiciones
limite de LD. El LD para una cantidad de ADN equivalente a 50 copias de genoma se
determiné analizando por quintuplicado cuatro ADNs de referencia (3 con mutaciones en KRAS
y 1 con mutacion en NRAS) con porcentajes variables de ADN mutado: 12%, 6% y 3%
(porcentaje de alelo mutado con respecto a alelo WT). Para la generacién de los mismos se
mezcl6 ADN mutado de frecuencia alélica 50% con ADN normal también de referencia
comprado a la empresa Horizon Diagnostic [72], hasta llegar a los porcentajes tedricos
deseados. Se determiné el LD para cada una de las mutaciones por separado. El valor de LD
asignado para cada mutacion correspondié al minimo porcentaje de mutacién detectada en
todas las réplicas analizadas, es decir que en el siguiente punto de dilucién de la mutacion se
fall6 en detectar la mutacién a la frecuencia esperada en todas las réplicas, estableciendo por
ello como LD el punto anterior de dilucion. Para evaluar el LD de una cantidad de ADN
equivalente a 500 copias de genoma (2ng de ADN), se analizaron por quintuplicado los mismos
cuatro ADNs de referencia que en el caso anterior, con porcentajes variables de ADN mutado:
6%, 3% y 1,5% (porcentaje de alelo mutado con respecto a alelo WT). Se determiné el LD para

cada una de las mutaciones por separado. Los resultados de LD para 50 y 500 copias de
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genoma se resumen en la Tabla 32 y se presentan los datos en detalle para cada réplica en el
Anexo 8.3.

Tabla 32: LD para distintas mutaciones en KRAS y NRAS con cantidades de ADN equivalentes a 50 y 500
copias de genoma. Se realiz6 el ensayo por quintuplicado y se establecié el LD para cada mutacion como
el minimo porcentaje de mutacion para el cual, en todas las réplicas analizadas, se detect6 la mutacion.

catéNI(;go Gen Chr. Posicion Referencia Variante LD 50 copias LD 500 copias
HD411 KRAS 12 25378562 C T 12% 1,5%
HD632 KRAS 12 25380275 T G 6% 1,5%
HD378 KRAS 12 25398285 C A 12% 1,5%
HD534 NRAS 1 115256529 T C 6% 1,5%

Segun los resultados de esta prueba, el LD para muestras con 50 copias de genoma se
encontr6 entre 6% y 12%, dependiendo de la posicion estudiada, puesto que para 2
mutaciones hubo 1 y 2 réplicas en 6% en la que no se detecto variantes. Extrapolando los
valores obtenidos a otras mutaciones, se estableci6 como LD en muestras con 50 copias de
genoma un valor de 12% (correspondiente al LD aceptable en 2 de las mutaciones, por ende
se tom6 como valor para todas las mutaciones). Por otro lado, el LD en ensayos con 500
copias de genoma utilizado como molde, para las cuatro variantes estudiadas, fue de 1,5%.
Extrapolando este resultado a todas las mutaciones estudiadas con el panel KN, se establecio
como LD en muestras con 500 copias de genoma un valor de 2%. Se constaté que a mayor
molde menor efecto estocastico y por ende es posible llegar a un menor LD, en 50 genomas el
equivalente a 12% es 6 genomas y en 500 genomas el equivalente a un 1,5% es 6 genomas
mutados, la siguiente dilucién equivalente a 3 genomas no fue posible detectarla, por efecto
estocéstico en la toma de muestra (no es posible pipetear 3 copias de un blanco de forma
reproducible). Debido a que el LD debe ser Unico para el diagnéstico, se establecié que para la
deteccion de mutaciones sométicas en los genes KRAS y NRAS en muestras con mas de 50
copias de genoma o méas de 0,2 ng de ADN (menores a este valor, se rechazan) el LD a

informar de latécnica es de 12% en caso de muestras WT o sin mutaciones detectadas.

4.3.4. Precision (repetibilidad)

La precision de un procedimiento analitico expresa la proximidad (grado de dispersién) o
consistencia entre los resultados obtenidos tras una serie de medidas (muestreo multiple) de
una misma muestra homogénea [157]. Los procesos complejos y de varios pasos, como lo es
la técnica de NGS, pueden introducir errores aleatorios en cada paso debido a la variacién en
la instrumentacion, los reactivos y la técnica. Para minimizar esta variacion, los instrumentos,
los reactivos y el personal deben estar calificados para el propdsito previsto. Sin embargo, la
variacion puede ocurrir y esto debe cuantificarse a través de la validacion del método. Dado el

namero de posibles fuentes de variacion, no es practico evaluar exhaustivamente todas las
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fuentes de forma independiente. Mas bien, se recomienda evaluar un minimo de tres muestras
en todos los pasos y durante un periodo prolongado para incluir todos los instrumentos, el

personal de pruebas y varios lotes de reactivos [71, 72].

Dentro de la precision se encuentra la repetibilidad, que 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). Para evaluar la repetibilidad se deben realizar
pruebas de repeticion (entre diferentes ejecuciones) y replicacién (dentro de la misma
ejecucién) [157, 162, 164, 165].

En este trabajo, se evalud la repetibilidad (repeticion y replicaciéon) del panel KN y la
repetibilidad (repeticion) del panel EGFR. Para evaluar la repetibilidad (entre ejecuciones) del
panel KN se analizaron 17 ADNs de distintos origenes. 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 33 se detallan los resultados

obtenidos para las 17 muestras.

Tabla 33: Repetibilidad (entre ejecuciones) de 17 muestras analizadas con el panel KN en tres dias
diferentes por el mismo analista y en el mismo laboratorio.

Muestra Resultado dia 1 % Resultado dia 2 % Resultado dia 3 %
1 WT - WT - WT -
2 NRAS c.35G>A 37,4 NRAS c.35G>A 34,4 NRAS c.35G>A 37,4
3 NRAS ¢.37G>C 33,9 NRAS ¢.37G>C 31,9 NRAS ¢.37G>C 40,5
4 KRAS ¢.35G>C 19,2 KRAS ¢.35G>C 15,9 KRAS ¢.35G>C 14,0
5 KRAS c.38G>A 7,5 KRAS c.38G>A 7,0 KRAS c.38G>A 8,1
6 WT - WT - WT -
KRAS ¢.34G>T 38,2 KRAS ¢.34G>T 37,5 KRAS ¢.34G>T 37,9
7 KRAS ¢.35G>T 38,2 KRAS ¢.35G>T 37,5 KRAS ¢.35G>T 37,9
NRAS c.35G>A 437 NRAS c.35G>A 48,1 NRAS c.35G>A 55,6
8 KRAS ¢.35G>T 39,1 KRAS ¢.35G>T 64,1 KRAS ¢.35G>T 57,6
9 WT - WT - WT -
10 WT - WT - WT -
11 KRAS ¢.33T>C 30,6 KRAS ¢.33T>C 29,2 KRAS ¢.33T>C 28,3
KRAS ¢.34G>T 30,6 KRAS ¢.34G>T 29,2 KRAS ¢.34G>T 28,3
12 KRAS ¢.34G>T 53,9 KRAS ¢.34G>T 43,9 KRAS ¢.34G>T 40,2
13 KRAS ¢.35G>T 34,8 KRAS ¢.35G>T 40,9 KRAS ¢.35G>T 38,9
14 KRAS c.183A>C 40,9 KRAS c.183A>C 46,2 KRAS c.183A>C 43,5
15 KRAS c.436G>A 61,9 KRAS c.436G>A 48,4 KRAS ¢.436G>A 54,9
16 NRAS c.183A>T 47,1 NRAS c.183A>T 27,5 NRAS c.183A>T 35,4
17 WT - WT - WT -

Al observar la Tabla 33 se aprecia que en todos los casos estudiados los resultados obtenidos
en las tres réplicas fueron iguales, con pequefias variaciones en el porcentaje de deteccion de
las variantes. De las 17 muestras analizadas, 5 muestras fueron WT, 9 muestras tuvieros 1 o 2

mutaciones en el gen KRAS y 4 muestras se encontraban mutadas en el gen NRAS.
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Para evaluar la repetibilidad (dentro de la misma ejecucién) del panel KN con muestras dentro
de una misma corrida, se analizaron 5 ADNSs por triplicado. En los datos de la Tabla 34 se
destaca que las 5 muestras procesadas en la misma ejecucién arrojaron el mismo resutado y

con porcentajes de mutacién cercanos.

Tabla 34: Repetibilidad (en la misma ejecucion) de 5 muestras analizadas con el panel KN en la misma
ejecucion.

Muestra Resultado réplica 1 % Resultado réplica 2 % Resultado réplica 3 %
1 WT - WT - WT -
2 NRAS c.35G>A 37,4 NRAS c.35G>A 30,3 NRAS c.35G>A 47,4
3 NRAS ¢.37G>C 33,9 NRAS ¢.37G>C 33,8 NRAS ¢.37G>C 41,4
4 KRAS ¢.35G>C 19,2 KRAS ¢.35G>C 15,2 KRAS ¢.35G>C 17,3
5 KRAS c.38G>A 7,5 KRAS ¢.38G>A 7,2 KRAS c.38G>A 7,9

Dada la concordancia entre los resultados de repeticion y replicacibn de las muestras
analizadas con el panel KN, se considerd que la repetibilidad fue del 100% tanto para la
deteccion de mutaciones en el gen KRAS como para la detecciéon de mutaciones en el gen
NRAS.

Por dltimo, para evaluar la repetibilidad (entre ejecuciones) del panel EGFR se analizaron 11
muestras, 10 de ellas provenientes de controles de calidad y 1 ADN de sangre (ADN ctrl). Se
evaluaron en tres dias diferentes en las mismas condiciones de analista, equipos y reactivos.

En la Tabla 35 se detallan los resultados obtenidos para las 11 muestras.

Tabla 35: Repetibilidad (entre ejecuciones) de 11 muestras analizadas con el panel EGFR en tres dias
diferentes por el mismo analista y en el mismo laboratorio.

Muestras Resultado corrida 1 % Resultado corrida2 % Resultado corrida3 %
1 EGFR ¢.2573T>G 12,3 EGFR ¢.2573T>G 16,4 EGFR ¢.2573T>G 14,3
EGFR ¢.2369C>T 9,9 EGFR ¢.2369C>T 13 EGFR ¢.2369C>T 10,5
2 WT - WT - WT -
3 EGFR c.2155G>A 9,8 EGFR c.2155G>A 15,3 EGFR ¢.2155G>A 12,8
4 WT - WT - WT -
5 WT - WT - WT -
6 WT - WT - WT -
7 WT - WT - WT -
8 WT - WT - WT -
9 WT - WT - WT -
10 WT - WT - WT -
11 WT - WT - WT -

Los resultados de las tres réplicas de las muestras analizadas con el panel EGFR fueron
idénticas en todas las ocasiones, generando que la repetibilidad sea del 100% para la

deteccion de mutaciones en el gen EGFR.
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4.3.5. Exactitud

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 las pruebas basadas en NGS, la exactitud representa el grado de concordancia de los
resultados entre una secuencia obtenida por NGS y la misma secuencia determinada por un
método de comparacion valido identificado como apropiado por la FDA (Food and Drug
Administration), o entre una muestra de referencia ejecutada por NGS y el resultado de alta
confianza de la referencia [72, 157, 163, 164]. Para establecer el grado de exactitud
previamente se deben calcular tres pardmetros: PAP (porcentaje de acuerdo positivo), PAN
(porcentaje de acuerdo negativo) y VPTP (valor predictivo técnico positivo). EI PAP se calcula
dividiendo el numero de variantes conocidas detectadas por NGS ("verdaderos positivos" (VP))
sobre el nimero total de variantes testeadas (VP mas "falsos negativos" (FN)). EI PAN se
calcula dividiendo el nimero de "verdaderos negativos" (VN) sobre el nimero de resultados
wild type (WT) (VN mas "falsos positivos" (FP)). EI VPTP se calcula dividiendo el nimero de VP
de NGS sobre el total de resultados positivos (VP mas FP) [123]. En este trabajo, se evalud la

exactitud del panel KN y del panel EGFR.

Para evaluar la exactitud del sistema puesto a punto se realizaron dos comparaciones, una de
ellas contra los resultados de muestras de referencia (controles de calidad y ADNs de
referencia adquiridos en la empresa Horizon Diagnostic) y otra contra el método de referencia,
secuenciacion Sanger (técnica "Gold Standard") aplicado a muestras clinicas. Con respecto al
panel KN, se compararon los resultados de 26 muestras analizadas con el sistema NEB contra
los resultados de muestras de referencia, 12 de ellas comparadas con los resultados del control
de calidad UK NEQAS vy las restantes 14 contra el resultado conocido de las muestras de ADN
Horizon. La Tabla 36 presenta los resultados de la comparacion y se observa que en todos los
casos, los resultados fueron coincidentes. Con estos resultados, se puede decir que la

exactitud de la técnica es del 100%.

103



Tabla 36: Exactitud contra muestras de referencia. Comparacion de 26
muestras analizadas con el panel KN con la técnica en estudio (NGS con sistema
NEB) y los resultados de dos tipos de referencias, control de calidad UK NEQAS
y ADN Horizon.

Muestras Resultado NGS Resultado referencia Tipo de referencia
1 WT WT Control de calidad
2 WT WT Control de calidad
3 KRAS c.35G>A KRAS c.35G>A Control de calidad
4 KRAS ¢.35G>T KRAS ¢.35G>T Control de calidad
5 KRAS c.436 G>A KRAS c.436 G>A Control de calidad
6 WT WT Control de calidad
7 KRAS c.34G>A KRAS ¢.34G>A Control de calidad
8 NRAS c¢.35G>A NRAS ¢.35G>A Control de calidad
9 KRAS ¢.437C>T KRAS c.437C>T Control de calidad
10 WT WT Control de calidad
11 KRAS ¢.34G>T KRAS ¢.34G>T Control de calidad
12 NRAS ¢.37G>C NRAS ¢.37G>C Control de calidad
13 KRAS ¢.35G>C KRAS ¢.35G>C ADN de referencia "Horizon"
14 KRAS ¢.34G>T KRAS ¢.34G>T ADN de referencia "Horizon"
15 KRAS c.35G>A KRAS c.35G>A ADN de referencia "Horizon"
16 KRAS ¢.34G>C KRAS ¢.34G>C ADN de referencia "Horizon"
17 KRAS c.34G>A KRAS c.34G>A ADN de referencia "Horizon"
18 KRAS ¢.35G>T KRAS ¢.35G>T ADN de referencia "Horizon"
19 KRAS c.38G>A KRAS c.38G>A ADN de referencia "Horizon"
20 KRAS c.183A>C KRAS c.183A>C ADN de referencia "Horizon"
21 KRAS c.436G>A KRAS ¢.436G>A ADN de referencia "Horizon"
22 NRAS ¢.35G>T NRAS ¢.35G>T ADN de referencia "Horizon"
23 NRAS c.183A>T NRAS c.183A>T ADN de referencia "Horizon"
24 NRAS c.181C>A NRAS c.181C>A ADN de referencia "Horizon"
25 NRAS c.182A>T NRAS c.182A>T ADN de referencia "Horizon"
26 NRAS c.182A>G NRAS c.182A>G ADN de referencia "Horizon"

Por otro lado, se realizé la comparacion del panel KN con la técnica de referencia
(secuenciacion Sanger) analizando 64 muestras clinicas (a partir de FFPE). Los resultados se

presentan en la Tabla 37.
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Tabla 37: Exactitud contra método de referencia. Comparacion de 64 muestras
clinicas provenientes de tejido FFPE analizadas con el panel KN con la técnica en
estudio (NGS con sistema NEB) y los resultados de las mismas muestras

realizadas por secuenciacion Sanger.

Muestras Resultado NGS Resultado referencia Tipo de referencia
1 KRAS c.34G>T KRAS c.34G>T Sec. Sanger
2 KRAS ¢.35G>T KRAS ¢.35G>T Sec. Sanger
3 KRAS c.437C>T KRAS c.437C>T Sec. Sanger
4 KRAS c¢.35G>A KRAS ¢.35G>A Sec. Sanger
5 KRAS ¢.34G>T KRAS ¢.34G>T Sec. Sanger
6 WT WT Sec. Sanger

KRAS ¢.34G>T KRAS ¢.34G>T
7 KRAS ¢.35G>T KRAS ¢.35G>T Sec. Sanger
NRAS c.35G>A NRAS c.35G>A
8 KRAS c.183A>C KRAS c.183A>C Sec. Sanger
9 NRAS p.179G>A NRAS p.179G>A Sec. Sanger
10 WT WT Sec. Sanger
11 KRAS ¢.35G>T KRAS ¢.35G>T Sec. Sanger
12 WT WT Sec. Sanger
13 WT WT Sec. Sanger
14 WT WT Sec. Sanger
15 WT WT Sec. Sanger
16 WT WT Sec. Sanger
17 KRAS ¢.35G>A KRAS c.35G>A Sec. Sanger
18 WT WT Sec. Sanger
19 WT WT Sec. Sanger
20 KRAS c.34G>A KRAS c.34G>A Sec. Sanger
21 WT WT Sec. Sanger
22 KRAS ¢.35G>T KRAS ¢.35G>T Sec. Sanger
23 WT WT Sec. Sanger
24 KRAS ¢.34G>A KRAS c.34G>A Sec. Sanger
25 KRAS ¢.34G>T KRAS ¢.34G>T Sec. Sanger
26 KRAS ¢.35G>A KRAS c.35G>A Sec. Sanger
27 WT WT Sec. Sanger
28 WT WT Sec. Sanger
29 WT WT Sec. Sanger
30 WT WT Sec. Sanger
31 WT WT Sec. Sanger
32 WT WT Sec. Sanger
33 KRAS ¢.35G>T KRAS ¢.35G>T Sec. Sanger
34 KRAS ¢.35G>A KRAS c.35G>A Sec. Sanger
35 NRAS ¢.179G>A NRAS ¢.179G>A Sec. Sanger
36 KRAS ¢.34G>A KRAS c.34G>A Sec. Sanger
37 WT WT Sec. Sanger
38 WT WT Sec. Sanger
39 KRAS c.183A>C KRAS c.183A>C Sec. Sanger
40 KRAS c.38G>A KRAS c.38G>A Sec. Sanger
41 WT WT Sec. Sanger
42 WT WT Sec. Sanger
43 WT WT Sec. Sanger
44 WT WT Sec. Sanger
45 WT WT Sec. Sanger
46 WT WT Sec. Sanger
47 WT WT Sec. Sanger
48 WT WT Sec. Sanger
49 WT WT Sec. Sanger
50 WT WT Sec. Sanger
51 WT WT Sec. Sanger
52 WT WT Sec. Sanger
53 KRAS ¢.35G>C WT Sec. Sanger
54 KRAS c.38G>A WT Sec. Sanger
55 WT WT Sec. Sanger
56 WT WT Sec. Sanger
57 WT WT Sec. Sanger
58 WT WT Sec. Sanger
59 WT WT Sec. Sanger
60 WT WT Sec. Sanger
61 WT WT Sec. Sanger
62 WT WT Sec. Sanger
63 WT WT Sec. Sanger
64 WT WT Sec. Sanger
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Como se observa en la Tabla 37, hubo dos casos en donde los resultados no fueron
coincidentes (muestra 53 y 54). Por lo tanto, se realizaron los calculos necesarios para definir
el valor de exactitud. Primero se calculé el PAP como 21/(21+0), dando como resultado un
100% (lo que indica que no existen FN). El PAN fue de 95,3% (41/(41+2)), generando un valor
de FP de 4,7% (FP=1-PAN). Por (ltimo se calculd el valor de VPTP que fue 91% (21/(21+2)).
Los valores necesarios para estos calculos se detallan en la Tabla 38. Segln los calculos
realizados, al comparar la técnica de NGS (con panel KN) contra el resultado de la
secuenciacion Sanger dio como resultado un 4,3% de FP. Sin embargo, no se trat6 de un FP
ya que ambas variantes se confirmaron realizando la técnica de NGS por triplicado. La variante
de la muestra 53 tuvo un porcentaje de mutaciéon promedio de 16%, mientras que la muestra 54
presenté la variante en un 7,5% en promedio. Ambos porcentajes de mutacién son bajos para
poder ser detectados por la técnica de Sanger, cuyo limite de deteccion establecido en el
Laboratorio Genia es de 20% [2, 3], seguramente por ello los valores entre el resultado de NGS
y la técnica de referencia no coincidieron, siendo reales los valores detectados por NGS en

estas muestras clinicas.

Tabla 38: Valores positivos y negativos
detectados con la técnica de NGS
(panel KN) versus Sanger, para todas
las variantes analizadas.

Referencia
+ - Total
+ 21 2 23
NGS
- 0 41 41
Total 21 43 64

Para evaluar la exactitud del panel EGFR, se compararon los resultados de 10 muestras contra
los resultados de muestras de referencia (control de calidad EMQN), y luego se realiz6 la
comparacion de 35 muestras clinicas (a partir de FFPE) contra los resultados de la
secuenciacién Sanger. En la Tabla 39 se presentan los resultados de la comparacién contra las
muestras de referencia y se observa que en todos los casos, los resultados fueron
coincidentes. Con estos resultados, se puede decir que la exactitud de la técnica es del
100%.
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Tabla 39: Exactitud contra muestras de referencia. Comparacion de 10 muestras
analizadas con el panel EGFR entre la técnica en estudio (NGS con sistema NEB) versus

los resultados del control de calidad EMQN.

Muestra Re?\lu(latsado Resultado referencia Tipo de referencia
1 EGFR ¢.2573T>G EGFR ¢.2573T>G Control de calidad
EGFR ¢.2369C>T EGFR ¢.2369C>T
2 WT WT Control de calidad
3 EGFR ¢.2155G>A EGFR c.2155G>A Control de calidad
4 WT WT Control de calidad
5 WT WT Control de calidad
6 WT WT Control de calidad
7 WT WT Control de calidad
8 WT WT Control de calidad
9 WT WT Control de calidad
10 WT WT Control de calidad

Por otro lado, cuando se compararon las 35 muestras con la técnica de referencia

(secuenciacion Sanger), los resultados fueron totalmente coincidentes (Tabla 40), y no

existieron FP ni FN.

Tabla 40: Exactitud contra método de referencia. Comparacion de 35 muestras clinicas
analizadas con el panel EGFR entre la técnica en estudio (NGS con sistema NEB) y los

resultados de las mismas muestras realizadas por secuenciacion Sanger.

Muestra Re's\lu(lgtsado Resultado referencia Tipo de referencia
1 WT WT Sec. Sanger
2 WT WT Sec. Sanger
3 WT WT Sec. Sanger
4 WT WT Sec. Sanger
5 EGFR ¢.2235 2249 dell5 EGFR ¢.2235 2249 dell5 Sec. Sanger
6 WT WT Sec. Sanger
7 EGFR c.2236_2250 dell5 EGFR c.2236_2250 dell5 Sec. Sanger
8 EGFR ¢.2235 2249 dell15 EGFR ¢.2235 2249 dell15 Sec. Sanger
9 EGFR c.2235 2249 dell5 EGFR c.2235_2249 dell5 Sec. Sanger
10 EGFR ¢.2236_2250 dell15 EGFR ¢.2236_2250 dell15 Sec. Sanger
11 WT WT Sec. Sanger
12 WT WT Sec. Sanger
13 WT WT Sec. Sanger
14 EGFR ¢.2573TG>GT EGFR ¢.2573TG>GT Sec. Sanger
15 WT WT Sec. Sanger
16 WT WT Sec. Sanger
17 WT WT Sec. Sanger
18 WT WT Sec. Sanger
19 WT WT Sec. Sanger
20 WT WT Sec. Sanger
21 EGFR ¢.2573T>G EGFR ¢.2573T>G Sec. Sanger
22 WT WT Sec. Sanger
23 WT WT Sec. Sanger
24 WT WT Sec. Sanger
25 WT WT Sec. Sanger
26 WT WT Sec. Sanger
27 WT WT Sec. Sanger
28 WT WT Sec. Sanger
29 WT WT Sec. Sanger
30 WT WT Sec. Sanger
31 WT WT Sec. Sanger
32 EGFR ¢.2573T>G EGFR ¢.2573T>G Sec. Sanger

EGFR c.2236_2248 CAAC EGFR c.2236_2248 CAAC
33 — — Sec. Sanger
(Complex) (Complex)
34 WT WT Sec. Sanger
35 WT WT Sec. Sanger
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La conclusién final para el pardmetro de exactitud fue que la técnica de NGS en estudio logré

resultados coincidentes con los valores de referencia en el 100% de los casos (exactitud del

100%), tanto con el panel KN como con el panel EGFR, logrando detectar 2 variantes de bajo

porcentaje en el gen KRAS que no se vieron con la técnica de referencia.

4.3.6. Resumen validacion

En la Tabla 41 se presenta un resumen de la validacion de la técnica de NGS adaptada en este

trabajo.

Tabla 41: Resumen de los resultados de la validacién de la técnica de NGS utilizando los paneles KN y EGFR con el sistema NEB.

Parametro Actividad N de Tipo de muestras N" de Resultado Resultado
muestras P ensayos panel KN panel EGFR
Andlisis de muestras WT
para posiciones 17 ADNSs de referencia  Entre 37 y
Especificidad determinadas en los genes (Horizon y ADN ctrl) 81 99 506+ No
analitica KRAS y NRAS 70 determinado
Andlisis de muestras con ADNSs de referencia
: : 14 . 14
mutaciones conocidas (Horizon)
. Analisis de muestras con .
L(;D 50 copias porcentaje conocido de 4 ADNs de referenma 20 12% NQ
e genoma mutacion (Horizon) determinado
LD 500 Andlisis de muestras con .
copias de porcentaje conocido de 4 ADNs de referenua 20 2% Nq
y (Horizon) determinado
genoma mutacion
Repetibilidad Andlisis de un mismo 17
p(entre grupo de muestras, (panel KN) ADNSs provenientes 51 100% 100%
. h realizado 3 dias diferentes, 11 de distintos origenes 33
ejecuciones) .
por el mismo operador (panel EGFR)
Repetibilidad Andlisis de un grupo de
(dentro de la muestras realizadas por ADNSs provenientes No
. e ; 5 s . 15 100% X
misma triplicado en la misma de distintos origenes determinado
ejecucion) ejecucion
90
Exactitud Comparacion de métodos (panel KN) ADNs_proven!entes 90 100% 100%
45 de distintos origenes 45

(panel EGFR)

* Con los cambios en el protocolo de amplificacién (ver apartado 4.2.3.1), se elimina a futuro la interferencia

amplificacién de la quimera con el pseudogen de KRAS.

asociada a la
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4.3.7. Andlisis global de los datos obtenidos tras la validacion

Con el propésito de hacer un estudio global de los resultados obtenidos tras la validacion de la
técnica de NGS y determinar en qué porcentaje se encontraban las variantes patogénicas
encontradas en los genes KRAS, NRAS y EGFR, asi como la cantidad de muestras WT (sin
mutacién), se analiz6 un grupo de muestras provenientes de tejido FFPE. Se tomaron los
resultados de 110 muestras procesadas con el panel KN y 46 muestras con el panel EGFR. En
la Figura 28, se observan los resultados de las 110 muestras analizadas con el panel KN. De
las muestras evaluadas, 28% fueron WT por NGS, y las variantes patogénicas detectadas se
encontraron en diferentes rangos de porcentaje de mutacion. El 56% de las muestras
presentaron variantes patogénicas al 30% o mas, y s6lo un caso presentd una variante al 6,7%
(rango 5-9%). Esto puede deberse a que mutaciones en los genes RAS se presentan en forma
temprana (segin modelos de tumorogénesis), generalmente en los adenomas tardios que
todavia no se convirtieron en carcinomas. Esta etapa se encuentra relativamente al comienzo
de la tumorogénesis, por lo que es probable que cuando se detecta la mutacién en el paciente
(normalmente en CRC metastasico), un porcentaje alto de células presenten la variante

patogénica [166].

m0%

m5-9%

= 10-20%
21-30%

m 31-40%

m41-50%
51-60%
61-70%

Figura 28: Grafico circular que representa los rangos de porcentaje de variantes patogénicas encontradas
en 110 muestras de tejido FFPE analizadas con el panel KN.

En cuanto a la distribucion de los porcentajes de mutacion en EGFR (Figura 29), en las 46
muestras analizadas, 35 muestras fueron WT (75%) y 11 muestras tenian variantes
patogénicas (25%). En este caso el porcentaje de las variantes patogénicas encontradas fue
menor que para el caso de KRAS y NRAS. La mayoria de las variantes se presentd con un

porcentaje entre 10 y 20%. Sin embargo, segun bibliografia las mutaciones en EGFR
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comienzan temprano durante la patogénesis y pueden detectarse en el epitelio respiratorio
histol6gicamente normal cerca de los tumores [167]. Esto podria deberse a que se tomé mayor

tejido normal en la extraccion o por la presencia de células infiltrantes en estos tumores.

m0%

M 10-20%

m21-40%
61-80%

Figura 29: Grafico circular que representa los rangos de porcentaje de las variantes patogénicas
encontradas en 46 muestras de tejido FFPE analizadas con el panel EGFR.

Por otro lado, se realizo el estudio del tipo de mutaciones encontradas en KRAS y NRAS (panel
KN) en las muestras clinicas analizadas en el parametro de exactitud en la validacion (ver
apartado 4.3.5). De las 64 muestras estudiadas con el panel KN (66 resultados totales ya que
algunas muestras tienen mas de una variante), 41 muestras fueron WT (sin mutaciones
patogénicas), lo que corresponde al 62% de los casos. De las restantes 23 muestras (25
variantes), 33% eran variantes en KRAS, dentro de las cuales el 86,5% se encontraba en el
exon 2 (89% en el coddn 12 y 11% en el codon 13), el 9% en el exdén 3 y el 4,5% en el exdn 4;
y 3 variantes (5%) eran en el gen NRAS, 33% en el exén 2 y 67% en el ex6n 3. La Figura 30
representa mediante un grafico circular estos datos. Los resultados obtenidos de la validacion
se asemejan a lo reportado en bibliografia. El porcentaje de muestras mutadas en KRAS (33%)
se encuentra levemente por debajo de lo indicado en bibliografia que es un 40% de los casos
de CCRm [48], en cambio NRAS (5%) se encuentra muy cercano a lo reportado (3-5% de los

pacientes con CCRm).
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Figura 30: Grafico circular que representa el porcentaje de muestras WT o mutadas en los genes KRAS
y/o NRAS en 64 muestras analizadas con el panel KN (un total de 66 resultados).

No se pudo realizar un andlisis similar del tipo de mutaciones encontradas en EGFR ya que las
muestras analizadas durante el trabajo fueron seleccionadas especificamente, utilizando un
namero alto de muestras con mutaciones en EGFR (resultado de la secuenciacion Sanger). Del
total de las muestras estudiadas un 74% fueron muestras WT y 26% con mutaciones en
EGFR. Estos valores se alejan de lo reportado en bibliografia (8-9%) [168].
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5. DISCUSION GENERAL

El objetivo general de este trabajo fue poner a punto un protocolo de NGS de bajo costo que
fuera igual de eficiente que el utilizado hasta el momento en el Laboratorio Genia (protocolo
Ampliseq para paneles de Thermo Fisher Scientific) y que permitiera sustituir la técnica de
Sanger actualmente utilizada en el laboratorio para la identificacion de mutaciones somaticas
en KRAS, NRAS y EGFR. Teniendo en consideracion este propdsito, se analizaron opciones y
mejoras al proceso para generar un protocolo alternativo. Debido a que el trabajo se realizd
dentro del contexto de un laboratorio clinico, cuyas guias se basan en la ISO9001 e 1ISO17025,

se realiz6 la validacion del sistema para lograr confiabilidad y robustez en el mismo [120, 159].

La secuenciacién Sanger se ha considerado por afios como la técnica de referencia para la
deteccion de mutaciones somaticas, sin embargo, s6lo puede detectar variantes que estén por
encima de 15 a 25% (en el Laboratorio Genia la deteccién se hace por encima de 20%),
ademas es una técnica que consume mucho tiempo y mano de obra cuando se quiere realizar
a gran escala [1-4]. Por las debilidades que presenta la secuenciacién Sanger, en este trabajo,
se propuso poder realizar un cambio de tecnologia de Sanger a secuenciacion de nueva
generacion (NGS). El laboratorio Genia cuenta con la tecnologia de secuenciacion masiva de
Thermo Fisher Scientific, conocida como lon Torrent™, para la cual existe un panel
predisefiado, lon AmpliSeq Colon and Lung Research Panel v2, para la deteccion de
mutaciones somaticas en 22 genes implicados en cancer de pulmoén y colorrecto, entre ellos,
los tres genes de interés (KRAS, NRAS y EGFR) y cuenta con un sistema de construccion de
bibliotecas denominado Ampliseq Library kit 2.0. Utilizar el panel de forma completa implica
amplificar 92 amplicones y cubrir cada amplicén con al menos 500x, lo que quiere decir que el
amplicon que tenga menos lecturas tiene que tener 500x para cumplir con los requerimientos
para determinar mutaciones somaticas con un porcentaje adecuado [88]. Esto da como
resultado que s6lo 2 muestras se puedan cubrir adecuadamente en un chip 314. Puesto que
las muestras que recibe el laboratorio vienen con indicacién ya sea para determinar mutaciones
en los genes KRAS/NRAS o en EGFR, se armaron dos pool de cebadores, uno para
determinar las mutaciones en KRAS/NRAS de 6 amplicones y otro para EGFR de 4
amplicones. Para CCR se solicita el estudio de los genes KRAS y NRAS ya que determinadas
variantes patogénicas se asocian a resistencia a los anticuerpos monoclonales cetuximab
(Erbitux®) y panitumumab (Vectibix®). Cuando estos genes se encuentran mutados se ha
demostrado una reduccién de la respuesta en los pacientes con CCR metastasico. Por otro
lado, se solicita el estudio del gen EGFR para determinar sensibilidad o resistencia a los
inhibidores de tirosina kinasa (TKI) de EGFR, principalmente en pacientes con cancer de
pulmén (NSCLC). Al utilizar los subpaneles, el lugar que ocupa en el chip una muestra pasé a
ser menor comparado con el panel completo, llegando a poder correr 16 muestras en un chip

314. Con esta modificacion, el costo de secuenciacion se ve distribuido en 16 muestras y es 8
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veces menos costoso secuenciar este tipo de paneles que el panel original vendido por la
empresa. De esta forma se acercé el precio de NGS al precio de Sanger, sin embargo, el costo
de realizar NGS con el sistema Ampliseq sigue siendo alto, 70% mayor que el costo de la
secuenciacion Sanger. Por ello esta tesis hizo énfasis en buscar un método alternativo desde la
extraccion de ADN de tejido FFPE hasta el andlisis de las secuencias, para poder llevar el
método de NGS a un nivel competitivo, desde el punto de vista econdmico, con la

secuenciacion Sanger.

Las muestras con las que se trabajo, en su mayoria, fueron tejidos tumorales fijados en
parafina (FFPE). Este tipo de muestras presentan grandes desafios a la hora de extraer el ADN
dando como resultado un bajo rendimiento de la extraccion. Este problema es debido a que el
ADN muchas veces se encuentra degradado y otras veces conteniendo inhibidores que afectan
la PCR posterior. Por este motivo se utilizé un kit comercial para la extracciéon de ADN de tejido
FFPE, QlAamp DNA FFPE Tissue Kit de Qiagen, que tiene un alto rendimiento de extraccién y
una pureza relativa del ADN extraido de buena calidad. Para adaptar el kit a las condiciones
del laboratorio Genia y a las muestras con las que se contaba, se realizaron algunas
modificaciones. La mas importante fue la sustitucién de un reactivo toxico que utiliza el
protocolo de Qiagen, Xylol, por uno totalmente inocuo, aceite mineral, ya que no se contaba
con una campana de extraccion de gases para evitar los efectos del Xylol. En cuanto a los
inhibidores presentes en este tipo de muestras, no se pudieron identificar ni eliminar, por lo
tanto, se evalu6 su presencia mediante PCR en tiempo real, utilizando diluciones seriadas de la
muestra, y seleccionando aquella que presentara menor inhibicion sin perder mucha cantidad
de ADN. Este ultimo criterio fue muy importante ya que se plante6 trabajar con cantidades de
ADN superiores a 0,2ng en la PCR realizada para el diagnéstico, lo que equivale a 54 genomas
humanos. Este limite es esencial para evitar tener resultados falsos negativos ya que las
muestras de tejido FFPE estan compuestas por células tumorales y no tumorales, dentro de las
tumorales hay células mutadas y otras WT. Por lo tanto, si se parte de baja cantidad de células,
la probabilidad de tomar las células tumorales mutadas se reduce (sobre todo cuando el
porcentaje de células mutadas es bajo). Es por ello que es importante partir de un alto nimero
de células y llegar a una buena cantidad de ADN como molde. Gracias al estudio realizado en
la optimizacion de la extraccion de ADN, se puede concluir que se necesita partir de 2 cm?
como minimo para llegar a una concentracion de ADN adecuada. Si el ADN que se utiliza como
molde equivale a menos de 54 genomas, se constatdé que existe un efecto estocastico en la
toma de muestra si se quiere determinar una frecuencia alélica mutada tan baja como 6%. Con
50 genomas un 6% de alelos mutados equivale a decir que se espera que sélo 3 moléculas
sean mutadas en la toma de muestra. Esto es el limite de deteccion para muchas técnicas de
cuantificacion que implican PCR, aunque en ellas se puede establecer la presencia de 3
moléculas de ADN solo si se utilizan 3 réplicas técnicas y 2 de ellas son positivas. Puesto que
en NGS no es posible realizar réplicas técnicas por un tema de costos, se establece la

sensibilidad como el porcentaje en el cual es posible informar todas las réplicas técnicas que se
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hayan hecho en la validacién (en este caso se realizaron 5 réplicas técnicas y por ello se exige
que todas sean positivas para informar con esa sensibilidad). Si la intencion es pipetear una
muestra con 6% de alelo mutado y la cantidad de ADN es de 50 genomas entonces, por
probabilidad, es posible que a veces se pipeteen 5 moléculas mutadas, otras veces 3, 1 o
incluso ninguna molécula mutada, en cuyo caso el diagnostico final seria un falso negativo
(algo que se busca evitar). Entonces, para este trabajo se concluye que si uno quiere informar
con un 12% de sensibilidad es necesario usar una cantidad de ADN de molde mayor al
equivalente de 50 genomas, es decir mayor a 0,2 ng de ADN. Para cuantificar de forma
correcta la cantidad de equivalentes de genoma presentes en la muestra (o concentracion de
ADN) y amplificables por PCR, lo que se realizé fue una cuantificacién por PCR en tiempo real
utilizando una PCR de un amplicon de tamafio similar al que luego se utilizé en la aplicacion
deseada (amplicones de KRAS, NRAS y EGFR que miden cerca de 150pb). Con esto se evitd
cuantificar el ADN muy fragmentado (habitual en este tipo de muestras) que no alcanzaba un
tamafio de 163pb (tamafio del fragmento hTERT que se utiliza en la cuantificacion), que puede
hacer que la cuantificacion de ADN amplificable se sobreestime cuando se hace por otros
métodos, por ejemplo métodos Opticos. Esta comprobacion de la importancia en la
cuantificacion y la cantidad de ADN de partida sélo es posible realizarla en una técnica como
NGS donde se puede cuantificar el nimero de moléculas mutadas y deducir la influencia de la
cantidad de ADN de partida. Esta comprobacion es extrapolable a la técnica de Sanger, por
ello la relevancia de los estudios de estocéstica realizados en el trabajo, los cuales se vieron
afectados por la cantidad de ADN utilizado como molde. Los estudios realizados sirvieron para
validar la técnica y para demostrar la importancia de usar mas de 50 genomas como molde si

se quiere informar correctamente con un 12% de sensibilidad, tanto en Sanger como NGS.

Con el proposito de disminuir los costos de la metodologia de NGS, se planted independizar,
en mayor medida, de los productos provistos por el proveedor de lon Torrent™ buscando
alternativas que tuvieran una eficiencia igual o mayor que la original, y un menor costo. Hubo
dos etapas de alto costo que se pudieron reemplazar, la construccion y la cuantificacion de
bibliotecas. Para la construccion de bibliotecas Thermo Fisher Scientific recomienda el lon
Ampliseq Library kit 2.0, el cual incluye los reactivos neccesarios para la amplificacién por PCR
de los genes de interés, la digestion con FUPA vy la ligacidon de adaptadores. La alternativa para
sustituir por completo el kit recomendado para esta etapa fue un kit comercial compatible con
lon Torrent™, NEBNext® Fast DNA Library Prep Set for lon Torrent™, que permite la
construccion de bibliotecas a partir de ADN genomico fragmentado [143]. Como en este trabajo
se parte de la amplificacion por PCR de los genes de interés, se tuvo que adaptar dicho kit para
tal propdsito. En primera instancia se sustituy0 la etapa de amplificacion, buscando una
alternativa a la enzima del lon Ampliseq Library kit 2.0 que lograra amplificar correctamente los
genes de interés con buen rendimiento. La enzima seleccionada fue la Platinum® Multiplex
PCR Master Mix que logré amplificar los genes KRAS, NRAS y EGFR con buena eficiencia. La

siguiente etapa en la construccion de bibliotecas es la ligacion de adaptadores, la cual se

114



realiz6 con el kit de NEB. Como se dijo anteriormente, este kit se tuvo que adaptar para que
aceptara productos de PCR como material de partida y ademas, se tuvieron que realizar
ajustes para optimizar la secuenciacion. Los cambios mas relevantes fueron la optimizacion del
equilibrio de amplicones que se corrigié aumentando los ciclos de la PCR a 33 y la mejora de
los indicadores de calidad de la secuenciacién, entre ellos, el porcentaje de policlonal y el
porcentaje de dimeros de adaptadores, que se corrigieron disminuyendo la concentracion del
pool de bibliotecas a 0,05ng/ul y bajando la cantidad de adaptadores utilizados en el proceso
de ligacion de adaptadores, respectivamente. Ademas se redujo el volumen de reaccion del kit
de NEB a 1/4 del volumen original, sin perder la eficiencia de secuenciacién. Con todos estos
cambios se puso a punto el kit de NEB para la deteccion de mutaciones en KRAS y NRAS
(panel KN) y luego se traslad6 al panel EGFR, obteniéndose buenos resultados. Se logré
amplificar y secuenciar los amplicones del panel EGFR, detectando correctamente los cambios
esperados. El andlisis de costos de la utilizacion del sistema NEB contra el sistema Ampliseq
dio como resultado una disminucién de 70% en la etapa de construccién de bibliotecas. Esto se
debid principalmente a la sustitucién del kit lon Ampliseq Library kit 2.0 por el kit NEBNext®
Fast DNA Library Prep Set for lon Torrent™. En lo que refiere a la cuantificacion de bibliotecas,
que fue otro de los grandes puntos que se evalud, se encontré una alternativa al método de
cuantificacion propuesto por Thermo Fisher Scientific, cuantificacién por Qubit, que generé una
disminucién de costos de esta etapa de un 65%. La gran ventaja de este método es la rapidez
en la obtencion de los resultados, tiempo que se ahorra en el proceso y es muy valioso en un

laboratorio de diagndéstico.

Posteriormente a la construccion y cuantificacion de bibliotecas, estan los pasos de
amplificacion clonal, enriquecimiento y secuenciacion, pasos costosos en la técnica pero que,
por ahora, no se pueden reemplazar ni en reactivos ni en equipos. Por lo tanto, se utilizaron tal
cual aconseja el proveedor Thermo Fisher Scientific. En relacion a los costos de estas etapas,
se observé que los mismos implican un costo variable segin el nUmero de muestras que se
procesan en paralelo y es independiente del sistema que se utilice (Ampliseq o NEB). Sin
embargo, debido a la gran disminucién de costos que se realizd con el sistema NEB en la
construccion de bibliotecas, las etapas de amplificacion clonal, enriquecimiento y secuenciacion
pasaron a representar un alto porcentaje del costo total. En cambio para el sistema Ampliseq el
gran costo proviene de la construccién de las bibliotecas. En lo que refiere al Laboratorio
Genia, el nimero de muestras que se procesan para el andlisis de KRAS, NRAS o EGFR
ronda las 8 a 10 muestras por semana, las cuales se podrian secuenciar en un chip 314 sin
estar utilizandolo en su méaxima capacidad (16 muestras maximo). Este tipo de muestras
cuenta con un plazo de entrega de resultados de una semana, por lo que se hace necesario
poder correr como minimo dos chip en dias distintos de la semana en caso de requerir realizar
la repeticion de alguna muestra y poder cumplir con los plazos de entrega de informe. Esto
implicaria el ingreso de 16 muestras aprox. en el correr de una semana, algo con lo que Genia

no cuenta actualmente y seria un requerimiento previo para utilizar la tecnologia de NGS.
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Como se dijo anteriormente, el costo de la etapa de secuenciacién es dependiente del nUmero
de muestras a procesar en una sola tanda por lo que a mayor nimero de muestras habria un
descenso drastico en el precio del procesamiento por muestra, lo que es beneficioso para el

sistema NEB ya que es la etapa de mayor influencia en el precio final.

Otro aspecto que se abarco fue la trazabilidad o chequeo de identidad en el andlisis de
muestras que tienen procesos largos y complejos como NGS (recomendo por distintas guias
[122, 123]). Para ello se implementd por primera vez en NGS, aplicado para determinar
mutaciones somaticas, un método de trazabilidad utilizando STRs germinales. Esta diferencia
entre el objetivo del estudio que es detectar mutaciones somaticas y determinar STRs que son
germinales (y por ende se encuentran en todas las células), es importante cuando se tiene en
cuenta la profundidad suficiente con la que se debe secuenciar unos y otros. Para STRs es
suficiente con 100x de profundidad. Si se hubiera optado por una concentracién de cebadores
mayor a la seleccionada (33nM, 1/6x) la profundidad quedaba equivalente a la de los
amplicones de KRAS, NRAS y EGFR, es decir de 1000x, y eso hubiera llevado a ocupar el
doble de lugar en el chip (considerando que son 6 STRs y 6 los amplicones de KRAS y NRAS)
y por ende encarecer el estudio, algo que iba en contra de los objetivos de este trabajo. Por lo
tanto, se tuvo que poner a punto, entre otras cosas, la concentracion de cebadores de forma tal
que los STRs no amplificaran al mismo nivel que los amplicones de KRAS, NRAS y EGFR.
Gracias a este método se logrd obtener los resultados para STRs junto con el resultado de
secuenciacion de KRAS, NRAS y EGFR, es decir los resultados emitidos tienen incorporado el
estudio de identidad bioldgica. Por un método alternativo y utilizando una técnica menos
compleja (PCR-electroforesis capilar), se realiza el estudio de identidad de la muestra que
ingresa al laboratorio. De esa forma se llega a contrastar el resultado por NGS con el resultado
de identidad bioldgica, para chequear asi que no haya habido algun problema en todos los
pasos que requiere la técnica de NGS (diluciones de muestra, amplificacion, purificaciones
varias, ligacion de adaptadores y asignacion de barcodes, diluciones de bibliotecas, y todas las
rotulaciones de tubos que hay, asi como el rétulo final que lleva la muestra en el plan de
analisis de NGS asignando muestras a barcodes). Esta identificacion sabemos que es
inequivoca pues con los 6 STRs funcionando, el poder de discriminacion de una muestra es de
1len 1.180.078.

Una vez finalizado el proceso en mesada, se realizo el analisis de las secuencias generadas en
el secuenciador lon Torrent™. Para realizar dicho andlisis se utilizd el software propio de lon
Torrent™, Torrent Suite™, y luego se realiz6 una comparacion con otros software para
comparar el desempefio de los mismos. Durante el andlisis de las secuencias generadas en el
trabajo, se detectaron dos problemas, la presencia de desaminaciones en las muestras FFPE
que generaban ruidos inespecificos y la amplificacion de un producto secundario del
pseudogen de KRAS que alineaba con los exones 2 y 3 de KRAS, generando variantes en cis

que alteraban el llamado de variantes reales. La desaminacion es un proceso que esta
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presente en muchas de las muestras FFPE debido al método de fijacion de estos tejidos. Como
no se pudo interferir en ese paso, lo que se hizo fue evaluar algunas muestras con un exceso
de variantes inespecificas del tipo C:G>T:A, y realizar triplicados. Con los resultados de estas
pruebas se confirmé que se trataba de cambios aleatorios propios de las desaminaciones en
FFPE y no de variantes patogénicas del tumor. Por lo tanto, en aquellos casos donde
aparezcan variantes de este tipo y coincidan con los sitios hotspot, se puede repetir la muestra
para confirmar o descartar estas variantes. En cuanto al pseudogen, se observo que en la
amplificacion con el panel KN se generaba siempre un producto inespecifico del pseudogen
gue alineaba con los exones 2 y 3 de KRAS. En la mayoria de los analisis, la presencia del
pseudogen no interfirid6 en el correcto alineamiento de las secuencias ni en la deteccién de
variantes. Sin embargo, fue durante la validaciéon (donde se procesé el mayor niumero de
muestras) que se observd que este fendmeno afectaba la deteccién de variantes patogénicas.
Para eliminar en mayor medida este problema, se realizaron cambios en el ciclado de la PCR
aumentando la temperatura de hibridacién de los cebadores a 62°C y disminuyendo la cantidad
de cebadores en la mezcla de reaccion. Con estos dos cambios en conjunto, se logro eliminar
por completo la amplificaciéon inespecifica (sin dejar de amplificar el pseudogen) en una
muestra que presentaba claramente este problema. Se pretende seguir ahondando en este
tema a futuro para lograr erradicarlo con seguridad en todas las muestras analizadas con el
panel KN para luego poder realizar una nueva validacion con las mejoras en este punto. Otra
de las actividades que se realiz6 en el andlisis de secuencias fue la comparacion de tres
software utilizando muestras con distintas caracteristicas. En lo que refiere a la deteccién de
inserciones, deleciones o cambios complejos, los tres software evaluados (Torrent Suite,
Sophia Genetics y CLC) realizaron el llamado correcto de las variantes. El punto débil lo
presenté el software Torrent Suite™ ya que no realizdé el llamado de algunas variantes
(cambios puntuales) en bajo porcentaje en muestras de resultado conocido. Este programa es
brindado por el proveedor de lon Torrent por utilizar dicho sistema, por lo tanto no tiene costo
extra. Sin embargo, para realizar una deteccidon completa de todas las variantes se hace
necesario complementarlo con otro software como por ejemplo Sophia Genetics. El gran
inconveniente es que los dos programas alterativos son pagos. Por lo que queda abierta la
posibilidad de utilizar software libres, los cuales se deberian evaluar para ser utilizados. De
cualquier forma puesto que las ventajas de otros software respecto al utilizado fueron puesta
de manifiesto en porcentajes muy bajos (cercanos a 3%), rango en el no se va a informar el
diagndstico ya que esta muy por debajo del limite de sensibilidad de la técnica (12%), el
software utilizado responde bien dentro de los pardmetros establecidos, para informar con
sensibilidad por arriba del 12% (y hasta un 6% no habria problema pues el comportamiento del
software es adecuado). Sin embargo, es importante conocer las limitantes del programa

utilizado actualmente si se quiere llegar a informar porcentajes menores al 6%.

La validaciéon de la técnica fue lo que concluyé el trabajo y permitié contar con un protocolo

robusto y eficiente. La especificidad de la técnica fue del 99,5%. Este valor se debié a la
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amplificacion inespecifica del pseudogen de KRAS ya que una de las variantes del pseudogen
cuando alinea con el exén 3 de KRAS cae en una posicion hotspot. Como se dijo
anteriormente, a este problema ya se le encontré una soluciéon que se debera validar y asi
mejorar este parametro. En lo que respecta al limite de deteccién (LD), se logré un valor muy
bueno en muestras con cantidad de ADN inicial alta (500 copias de genoma), permitiendo
detectar variantes presentes al 2%. Sin embargo, el valor del LD aument6 a 12% cuando el
material de partida fue menor (50 copias de genoma). La diferencia en los valores del LD
dependiendo de la cantidad de ADN de partida es grande y eso se debe a que a menor
cantidad de ADN inicial juega un papel mas importante la estocastica y por lo tanto, si bien en
algunos casos se lograba detectar las variantes en menores porcentajes con 50 copias, no se
logré en todas las réplicas realizadas. Los otros dos parametros, repetibilidad y exactitud fueron
Optimos, 100% para ambos. Ademas, en la prueba de exactitud del panel KN se lograron
detectar dos variantes en KRAS en dos muestras clinicas que habian sido WT por Sanger, en
bajo porcentaje. Una de ellas se detecté en un 7% aprox. Dicha deteccién se pudo realizar

dado que se partié de una cantidad de genomas mayor a 500.

Existen otros genes importantes en la via de sefializacion mediada por EGFR que estan
implicados en el cancer de colorrecto y pulmén, y que podrian condicionar la eficiencia de las
drogas anti-EGFR y TKi, como por ejemplo BRAF y PIK3CA. Dichos genes podrian ser
diagnosticados si se necesitaran, utilizando la técnica de NGS con el protocolo adaptado en
este trabajo con una implementacién relativamente facil después de la experiencia generada y

no se alterarian en gran medida los costos.
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6. CONCLUSION

En este trabajo se logré adaptar el método de extraccion de muestras de tejido FFPE a las
necesidades del laboratorio Genia. Se consiguié poner en marcha un método de trazabilidad
Gtil para verificar la identidad de las muestras mediante STRs. Se encontré un proceso
alternativo para la construccién y cuantificacién de bibliotecas, el cual se puso a punto y validg,
permitiendo comprobar que la técnica de NGS es una técnica robusta y sensible para el
diagndstico de mutaciones somaticas en los genes KRAS, NRAS y EGFR con una sensibilidad
del 12% (partiendo de 0,2ng de ADN). Con todos los cambios y mejoras realizados en el
proceso de NGS utilizando NEB se logré disminuir los costos de la construccion de bibliotecas
en un 70% y en un 65% en la cuantificacion de bibliotecas, llegando a una reduccion final de
50% con respecto al sistema Ampliseq y quedando justo por debajo del costo de Sanger. Por lo
tanto, se puede decir que se cumplieron con éxito los objetivos planteados en el origen del

trabajo.
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8. ANEXOS

8.1. Ejemplo de consentimiento informado para estudio de los genes
KRAS y NRAS

Consentimiento Informado

Genotipificacion de los genes KRAS y NRAS

A través del presente manifiesto 2n forma libre y voluntaria que he sido amplizmente

informado por el [ 12 D, DFE. e e 50D |25 caracteristicas de la
afeccion que padezco | cancer de colon | y las distintas alternativas terapéuticas para su
tratamiento..

Me ha explicade y he comprendido que en relacion con mi enfermedad, es posible mediante la
tipificacion del:

gen KRAS (Exon 2 - codones 12, 13 ff Exdn 3 - codones 59 y 61 // Exdn 4 — codones 117 y
146) y

gen NRAS [Exdn 2 - codones 12 y 13 /f Exon 3 - codones 59 y €1 /f Exdn 4 — codones
117y 146

v de acuerdo a los resultados obtenidos, se podria elegir &l tratamisnto mas apropiado para
mi, disponible a la fecha.

Luego de haber sido informado y habiendo realizade todas las preguntas necesarias sobre las
distintas alternativas terapéuticas disponibles para mi tratamiento, he comprendido y he
decidido solicitar la realizacidn de la tipificacion dal:

gen KRAS (Exon 2 - codones 12, 13 // Exén 3 - codones 59 y 61 // Exon 4 — codones 117 y
146}y

gen NRAS [Exdn 2 - codones 12 y 13 /f Exon 3 - codones 59 y 61 /f Exdn 4 — codones
117y 146)

También se me informd que el destino de la muestra esta vinculado exclusivamente al estudio
de tipificacion de los genes de KRAS y NRAS. El laboratorio de biclogia molecular que efectue el
estudio diagnostico devolverd al médico tratante cuanto no hubiese sido utilizado de la
muestra del material de biopsia, sin perjuicio de que podra conservar parte de dicha muestra
con la finalidad de respaldar los resultados informados. Estoy de acuerdo de que una vez que

el laboratorio de biologia molecular evalie que no es necesario conservar la parte de la
muestra conservada con fines de respaldo, la misma podra ser utilizada por diche laboratorio
para validaciones metodoldgicas u otros fines cientificos estadisticos respetando siempre y en
todo la normativa aplicable.

Ademis, se me informé que en el caso de que se efectiden publicaciones cientificas, las mismas
unicamente podran consistir en datos estadisticos o que no vinculen la muestra con mi
identidad, ya que se realizarén bajo la modalidad de disociacidn irreversible, es decir que nadie
podré relacionar la publicacién con mi persona.

También se me explico que en cualquier momento puedo solicitar informacidn y acceso sobre
el tratamiento de mis datos personales y de salud, como asi también requerir la modificacién
y/o supresion de los datos, sin que ello afecte mi derecho a la atencion de mi salud.

Declaro que he comprendido la informacion que se me ha brindado y que he tenido todas las
oportunidades de preguntar respecto a la decisidn de realizar |a tipificacion de los genes KRAS
y NRAS y que las mismas han sido debidamente respondidas y comprendidas.

FIRMA PACIENTE y/o REPRESENTANTE LEGAL:
NOMBRE Y APELLIDO:

Cl:

FECHA:

HORA:

Figura 32: Imagen del consentimiento informado del Laboratorio Genia para pacientes a los cuales se le va a
analizar los genes KRAS y NRAS. Recuadrado en rojo, frase que da permiso de utilizar las muestras con fines

cientificos.
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8.2. Frecuencias alélicas de la Sociedad Argentina de Genética Forense
Asociacion Civil (SAGF) 2017

CSF1PO TPOX D135317
Alelo Frecuencia Alelo Frecuencia Alelo Frecuencia
5] 0,0004 5 0,00016 6 0,00055
7 0,00167 6 0,00261 7 0,00027
8 0,00448 7 0,00142 8 0,09117
8,3 0,00006 8 0,48349 9 0,15994
9 0,02185 9 0,0779 10 0,07562
10 0,26929 10 0,04761 11 0,22469
10,3 0,00006 11 0,28963 12 0,24182
11 0,28222 12 0,09435 13 0,12787
12 0,34753 13 0,00256 14 0,07606
13 0,06209 14 0,00012 15 0,00196
14 0,00868 16 0,00005 16 0,00005
15 0,00167 21 0,00005
21,2 0,00005
THO1 D165539 D55318
Alelo Frecuencia Alelo Frecuencia Alelo Frecuencia
4 0,00023 5 0,00005 7 0,0693
5 0,00064 7 0,00011 8 0,00635
6 0,29564 8 0,01758 9 0,0421
7 0,26031 9 0,16177 10 0,05326
8 0,08001 10 0,10915 11 0,42216
9 0,12342 11 0,27673 12 0,27108
9,3 0,23091 12 0,27623 13 0,12503
10 0,00808 13 0,1379 14 0,00843
11 0,0007 14 0,01917 15 0,00208
13,3 0,00006 15 0,00131 16 0,00021

Figura 33: Datos de frecuencia alélica para 6 marcadores aportados por la Sociedad Argentina de

Genética Forense Asociacion Civil (SAGF) del afio 2017.
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8.3. Resultados del limite de deteccidon del panel KN realizado para 50 y

500 copias

Tabla 42: Frecuencias detectadas en cuatro posiciones evaluadas con el panel KN en 5 réplicas para el estudio de LD con 50
copias de genoma. * Variantes no detectadas.

Condiciones Gen Chr Posicién Ref Cambio Réplical (%) Réplica2 (%) Réplica3 (%) Réplicad (%) Réplica5 (%)
KRAS 12 25378562 C T 12.1 16.2 18.0 19.2 255
S0copiasde  ypag 1o p5380275 T G 12.3 18.0 12.6 9.2 8.8
genomay
0,
125%defrec.  \pas 12 25398285 C A 15.6 17.0 16.7 5.4 20.9
alélica
NRAS 1 115256529 T c 15.3 3.4 3.7 5.4 5.1
KRAS 12 25378562 C T 0* 5.2 0* 16.3 5.0
S0copiasde  ypas 12 25380275 T G 5.2 7.9 8.5 4.2 9.5
genomay
0,
6.25%defrec. \poas 12 25398285 C A 0 9.2 14.7 135 118
alélica
NRAS 1 115256529 T c 43 47 3.7 45 5.3
KRAS 12 25378562 C T 4.0 3 0* 3.0 4.8
50 copias de
genomay KRAS 12 25380275 T G 43 3 o 2.0 7.3
3,125% de
froc. alélica KRAS 12 25398285 C A 5.3 0* o 4.9 0*
NRAS 1 115256529 T c 0* 0* 0* 6.0 3.0

Tabla 43: Frecuencias detectadas en cuatro posiciones evaluadas con el panel KN en 5 réplicas para el estudio de LD con 500
copias de genoma. * Estos porcentajes fueron calculados a partir del IGV.

- S - Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Réplica 4 Réplica 5

Condiciones Gen Chr Posicién Ref  Cambio %) (%) %) (%) %)

KRAS 12 25378562 C T 6.2 3.8 6.8 55 6.7

500 copias de KRAS 12 25380275 T G 4.8 7.7 4.9 6.1 7.3
genomay 6,25%

de frec. alélica KRAS 12 25398285 C A 11.9 7.0 12.0 7.7 7.8

NRAS 1 115256529 T C 4.0 3.9 3.3 1.0* 35

KRAS 12 25378562 C T 2.0* 3.0% 4.2 3.0* 3.8

500 copias de KRAS 12 25380275 T G 2.0* 3.6 2.0* 3.6 3.0*
genomay 3,125%

de frec. alélica KRAS 12 25398285 C A 3.8 3.7 3.2 3.0* 4.3

NRAS 1 115256529 T C 2.0* 1.0 2.0* 3.0* 1.0*

KRAS 12 25378562 C T 1.0* 1.0* 2.0* 2.0* 2.0*

500 copias de KRAS 12 25380275 T G 2.0* 1.0* 1.0* 1.0* 2.0*
genomay 1,56%

de frec. alélica KRAS 12 25398285 C A 3.0* 3.0% 2.0* 2.0* 2.0*

NRAS 1 115256529 T C 2.0* 1.0* 2.0* 2.0* 2.0*
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