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Abreviaturas

Abs - Absorbancia
ADN - Acido Desoxirribonucleico

FFPE —muestras de tumor Fijadas en Formalina y Embebidos en Parafina, del

inglés Formalin-fixed paraffin-embedded

Kb- kilobases

min - Minutos

MSI - Inestabilidad de Microsatélites

NGS - Next-Generation Sequencing (Secuenciacion de Préxima Generacion)
nm - Nanometros

PCR - Reaccién en Cadena de la Polimerasa

pb- Pares de bases



2. Resumen:

La investigacion abordada en este trabajo, apunta al desarrollo y validacion de un
panel de secuenciacion de proxima generacion (NGS) para la identificacion de
alteraciones genomicas accionables en cancer. El objetivo principal es optimizar
el diagndstico molecular de tumores en Uruguay mediante la integracion de un
panel de 17 genes especificos y un panel de inestabilidad de microsatélites (MSI).
Este enfoque busca no solo identificar mutaciones relevantes en oncogenes y
genes supresores de tumores, sino también evaluar la inestabilidad de

microsatélites, una caracteristica importante en varios tipos de cancer.

El disefio metodoldgico incluyo la extraccion de ADN de muestras embebidas en
parafina (FFPE), la preparacion de librerias y la secuenciacion mediante
tecnologia de secuenciacién de proxima generacion (NGS, por sus siglas en
inglés) en el secuenciador lon GeneStudio S5 (Thermo Fisher Scientific). En esta
investigacion se utilizaron tanto muestras de ADN comercial con mutaciones
conocidas como muestras de pacientes reales, lo cual permiti6 evaluar la
sensibilidad y especificidad del método en condiciones controladas y en un

contexto clinico.

Para el procesamiento de los datos obtenidos a partir de la secuenciacion se
realizaron diversos analisis bioinformaticos, se emplearon sistemas de analisis
disponibles que permiten el alineamiento de secuencias y la evaluacion de la
cobertura en las regiones objetivo. Estos analisis bioinformaticos son esenciales
para cuantificar la profundidad de lectura en cada amplicon y asegurar que las
mutaciones relevantes sean detectadas de manera precisa. Una cobertura
adecuada garantiza que las regiones de interés estén bien representadas en la

secuenciacion, lo cual es crucial para la fiabilidad de los resultados obtenidos.

Los resultados preliminares indicaron que el panel propuesto es eficaz para
detectar variaciones en genes de importancia clinica y para evaluar la

inestabilidad de microsatélites. La validacion en muestras de ADN comercial y de



pacientes permitié confirmar que se puede lograr una cobertura adecuada y un
balance o6ptimo entre las lecturas de ambos paneles. Esta metodologia es
prometedora para su aplicacion en el diagndstico clinico del cancer, facilitando un
enfoque personalizado que optimiza recursos y mejora la precisién en la medicina

genomica aplicada a la oncologia en Uruguay.

Palabras clave: Cancer, secuenciacion de ADN, mutaciones accionables, NGS




3. Introduccion

3.1. Cancer

El cancer es una enfermedad genética causada por la acumulacion de
mutaciones somaticas debido a errores en la replicacion o dafios en el ADN. Una
mutacion somatica es un cambio en la secuencia de ADN de cualquiera de las
células del cuerpo, excepto en las células germinativas. Cuando una mutacion
promueve la division celular o inhibe la apoptosis, la poblacion de células

prolifera, formando un tumor (Roy & Saikia, 2016).

Las células normales se dividen y mueren durante un periodo de tiempo
programado. En cambio, la célula cancerosa “pierde” la capacidad para morir de
forma programada y se divide casi sin limite, hasta formar una masa denominada
tumor o neoplasia. Estos grupos de células cancerosas van acumulando
alteraciones genéticas (en la secuencia de ADN) y epigenéticas (en la expresion
de los genes), con las que adquieren habilidades extraordinarias que, en ultima
instancia, los capacitan para diseminar a distancia o metastatizar (;Qué es el
cancery como se desarrolla? - SEOM: Sociedad Espariola de Oncologia Médica
© 2019, s.1.)

Las mutaciones pueden producirse a partir de errores en la replicacion del ADN
durante la divisién celular, la exposicion a mutagenos o una infeccion viral.
Cualquier fenédmeno (“carcindgeno”) que dafie los genes en nuestras células —
por ejemplo a través de la produccién de los destructivos “radicales libres”-
puede ocasionar cancer. Pero para que la célula se torne cancerosa
(“transformacion cancerosa’) ha de ocurrir dafio en varios genes causantes de
cancer en la misma célula. Es decir, los genes alterados tienen que formar parte
de unos procesos caracteristicos, o huellas, inherentes a la propia formacion del
cancer: proliferacion celular (o en sus inhibidores), resistencia a la muerte celular
e inmortalidad, formacién de vasos sanguineos, capacidad de diseminacion,

reprogramacion energética y evasion al sistema inmune. Debido a que cada uno



de estos procesos es enormemente complejo, con participacion de muy
numerosos mediadores que interactuan entre si, puede llegarse a la misma

enfermedad a través de mutaciones muy diversas.

En Uruguay, el cancer es la causa de muerte mas frecuente en personas
menores a 70 afos, y se calcula que en el periodo comprendido entre los afios
2015y 2019 fue responsable de 8.244 muertes al afio en promedio. Los tipos de
cancer mas frecuentes en Uruguay son el cancer de mama, préstata, colorrectal
y pulmén. En cuanto a la mortalidad, en mujeres el cancer de mama es el tipo
de cancer con mayor tasa de mortalidad, seguido del cancer de pulmon; mientras
que, en los hombres, las estadisticas las lidera el cancer de pulmon, seguido del
colorrectal (Cancer, s. f.). Estos aspectos clave pueden comprenderse mejor a
través de la Figura 1 que esquematiza las caracteristicas distintivas tradicionales

y las posibles nuevas adiciones en el desarrollo del cancer.
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Figura 1: Representacién de las caracteristicas distintivas tradicionales y posibles nuevas
adiciones del cancer, incluyendo sefales proliferativas sostenidas, evasion de supresores de
crecimiento, reprogramacion epigenética, evasion inmunitaria y microambiente inflamatorio,
entre otros. Obtenido de (Hanahan, 2022).



La principal dificultad de esta enfermedad es que, a menudo se diagnostica en
etapas avanzadas, lo que esta asociado con un mal prondstico y tratamiento.
Sin embargo, el avance en el analisis gendmico de los tumores ha permitido
desarrollar tratamientos mas prometedores, basados en terapias dirigidas que
atacan alteraciones moleculares especificas (Karnes et al., 2014). Estos
avances ofrecen nuevas esperanzas para los pacientes al mejorar la precision
del tratamiento y personalizar las intervenciones segun las caracteristicas del

tumor.

3.1.1 Oncogenes v supresores tumorales

Un oncogén es un gen que sufrié una mutacion y que tiene el potencial de causar
cancer. Antes de que un oncogén sufra la mutacion se denomina protooncogén,
y juega un papel en la regulacién de la division celular normal. El cancer puede
ocurrir cuando un protooncogén sufre una mutacion, que lo convierte en un
oncogén y hace que las células se dividan y multipliquen en forma
descontrolada. (Oncogén, s. f.-a). Este proceso puede observarse de manera
grafica en la Figura 2, que ilustra como una mutaciéon en un oncogén conduce a

una proliferacion celular inadecuada

[ Oncogén normal

Estimula la proliferacién celular
{ cuando es necesaria

J o gén con la

Conduce a una proliferacion celular inadecuada

5.9
{ OLY
w» O 5

A

Figura 2: llustracién de la estimulacién de proliferacion celular como consecuencia de una

mutacién en un oncogén. Imagen extraida de (Oncogén, s. f.-b)
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Ejemplos de oncogenes incluyen mutaciones en el gen KRAS, que activan la
proliferacion celular en varios tipos de cancer, como el colorrectal, pancreatico y
pulmonar (Mao et al., 2010), y el gen BRAF, cuya mutaciéon V600E es comun en
el melanoma y otros canceres, y es una diana de terapias dirigidas como
vemurafenib y dabrafenib (Davies et al., 2002). La identificacién de oncogenes
mutados en tumores permite no solo entender mejor la biologia del cancer, sino
también desarrollar tratamientos dirigidos que bloqueen las vias moleculares
alteradas. Los inhibidores de tirosina quinasa, por ejemplo, actuan sobre
mutaciones activadoras en el gen EGFR en cancer de pulmén, lo que ha
permitido mejorar las respuestas terapéuticas y la supervivencia en pacientes
con este tipo de alteracion (Pao & Chmielecki, 2010). La identificacion de
oncogenes accionables se ha convertido en un aspecto central de la oncologia
de precision, ya que permite adaptar el tratamiento a las caracteristicas
gendmicas del tumor, mejorando los resultados clinicos y reduciendo los efectos

secundarios.

Los genes supresores de tumores son genes importantes que actuan dentro del
genoma para regular varias funciones celulares. Estos genes se pueden
clasificar ampliamente segun su papel en el crecimiento celular/progresiéon del
ciclo celular, la proliferacion celular, los mecanismos de reparacion del ADN vy
otras funciones cruciales de sefalizacién celular, como la induccién de la
apoptosis. Sin genes supresores de tumores funcionales, existe un alto riesgo
de crecimiento celular desregulado, que es un mecanismo bien conocido para el
desarrollo de canceres (Sherr, 2004). Se han identificado mutaciones de pérdida
de funcién en genes supresores de tumores en muchos tipos de canceres,
incluidos los de ovario, pulmon, colorrectal, cabeza y cuello, pancreas, utero,
mama y vejiga. Incluso existen sindromes de cancer familiares asociados con la
pérdida de funcion, mutaciones de la linea germinal de genes supresores de
tumores especificos, como el sindrome de Li-Fraumeni con la pérdida de TP53
(Joyce et al., 2024).
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Muchos genes supresores de tumores han sido objeto de estudios y es probable
que aun queden muchos mas por descubrir. Los mecanismos de cada gen
supresor de tumores y sus productos proteicos son complejos y estan
interrelacionados con otras vias de sefalizacién celular, pero a continuacion se

muestran algunos mecanismos mejor conocidos:

El gen supresor de tumores TP53 también se conoce como el "guardian del
genoma", ya que sirve para monitorear el estrés celular como la anoxia,
identificar dafios en el ADN o sefializacién inapropiada por oncoproteinas
mutadas. El gen TP53 codifica la proteina p53, que controla la expresién de
proteinas y su actividad en la detencion del ciclo celular, la senescencia celular,
la reparacion del ADN y la apoptosis. La pérdida de p53 puede provocar una
replicacion celular continua a pesar del dafio en el ADN y la imposibilidad de
activar la muerte celular programada (Goh et al., 2011). En los casos en que el
darno del ADN no es reparable, p53 induce eventos como la activacion del gen
BAX, que codifica una proteina proapoptdética que finalmente conduce a la
apoptosis celular o senescencia. También actua para inhibir el gen antiapoptatico
BCL2 y estimula la liberacioén de citocromo ¢ de las mitocondrias. El citocromo ¢
activa las caspasas dentro de la célula responsables de su eventual
degradacion. Al igual que RB, p53 puede ser inactivado por oncoproteinas
virales como la proteina E6 del VPH, revocando asi los efectos antiproliferativos
y otros efectos celulares importantes. La mayoria de los canceres demuestran
una mutacion bialélica de pérdida de funcién en TP53. Los pacientes poco
comunes con sindrome de Li-Fraumeni tienen una incidencia muy alta de una
amplia variedad de canceres, como cancer de mama, sarcomas de tejidos
blandos y 6seos, y tumores cerebrales, ya que heredan una copia defectuosa de
TP53 (Malkin, 2011; Stambolic et al., 1998; van Roy & Berx, 2008)

Comparando el perfil mutacional de oncogenes y genes supresores de tumor,
vemos que estos presentan patrones de mutacion distintos debido a sus
mecanismos funcionales. Los oncogenes suelen mostrar mutaciones

concentradas en zonas especificas denominadas zonas calientes o “hotspots”,

12



ya que estas alteraciones puntuales permiten que la proteina adquiera una
nueva funcion que promueve la proliferacion celular descontrolada. Este
fendbmeno se observa en genes como KRAS, BRAF y EGFR, donde las
mutaciones en sitios criticos activan constantemente las sefiales de crecimiento
(Lito et al., 2016).Por el contrario, los genes supresores de tumores, como TP53
y RB1, tienden a experimentar mutaciones a lo largo de toda su secuencia
codificante, ya que su inactivacion no requiere una alteracién en un sitio
especifico, sino que puede ocurrir en diversas regiones del gen, resultando en
una pérdida de funcion general (Kandoth et al., 2013; Olivier et al., 2010). Esta
diferencia en los patrones de mutacion refleja la naturaleza funcional de estos
genes en la oncogénesis y destaca la distincion entre mutaciones “gain-of-

function" en oncogenes y “loss-of-function” en genes supresores de tumores.

A e e e e e e e e L e Y
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Figura 3: A: Perfil mutacional del oncogén BRAF, puntos criticos del genoma donde ocurren
mutaciones del gen (“hotspots”) B: Perfil mutacional del gen supresor de tumor p53, mutaciones
distribuidas a lo largo de toda la secuencia del gen. Imagenes obtenidas de (COSMIC |

Catalogue of Somatic Mutations in Cancer, s. f.)
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En este proyecto, trabajamos con una seleccion especifica de oncogenes y
genes supresores de tumores para evaluar su desarrollo y analizar la
importancia de sus mutaciones en diversas muestras tumorales. Tanto los
oncogenes como los genes supresores seleccionados para este estudio son
aquellos que presentan mutaciones con terapias dirigidas disponibles, lo que
permite explorar opciones terapéuticas especificas en funcion de las

alteraciones genéticas identificadas.

3.1.2. Inestabilidad de microsatélites

La inestabilidad de microsatélites (MSI), tiene un rol importante en ciertos tipos
de cancer. Evaluar la presencia de MSI nos permite explorar alteraciones en los

mecanismos de reparacion del ADN y su impacto en la progresion tumoral.

Los microsatélites son secuencias cortas de ADN, por lo general formados por 1
a 4 pares de bases (pb), que se repiten multiples veces en tandem en una
ubicacidn gendmica particular. Estas secuencias de ADN, habitualmente, no son
codificantes. En ciertos tumores, es habitual encontrar inestabilidad de
microsatélites. La inestabilidad de microsatélites (MSI) es una caracteristica
importante en diversos tipos de cancer y se asocia a defectos en el sistema de
reparacion de errores de apareamiento (del inglés mismatch repair—-MMR-). Este
proceso de inestabilidad genética se observa cuando fallan las proteinas
encargadas de corregir errores durante la replicacion del ADN, dando lugar a
variaciones en la longitud de los microsatélites, que son secuencias repetitivas
en el ADN. La MSI es particularmente prevalente en canceres colorrectal,
gastrico y endometrial, y su deteccion puede ser crucial para identificar pacientes
que podrian beneficiarse de terapias dirigidas, como el uso de inhibidores de
puntos de control inmunitario (por ejemplo, pembrolizumab), aprobados para
tumores con alta carga de mutaciones asociadas a MSI. La evaluaciéon de MSI
permite no solo una mayor comprension del comportamiento molecular del
tumor, sino también una estratificacion de pacientes que optimiza las opciones

terapéuticas y mejora las tasas de respuesta clinica en pacientes con alta

14



inestabilidad gendmica (Boland & Goel, 2010)(Pembrolizumab - Instituto
Nacional Del Cancer, 2014).

En el diagndstico clinico, la deteccidn de la inestabilidad de microsatélites (MSI)
suele realizarse mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) en un conjunto de loci de referencia, como el panel Bethesda, que incluye
marcadores estandar como BAT-25, BAT-26, D2S123, D5S346 y D17S250
(Boland & Goel, 2010). Este método permite comparar la longitud de las
secuencias de microsatélites entre el tejido tumoral y el tejido normal del
paciente para identificar cambios que indiquen MSI. Aunque esta técnica es
rapida y menos costosa, tiene limitaciones importantes, como el analisis
restringido a pocos marcadores, lo cual puede resultar insuficiente para detectar
todas las variantes de MSI y limitar el diagndstico en ciertos tipos de tumores
(Vanderwalde et al.,, 2018). En contraste, la secuenciacion de préxima
generacion (NGS) ofrece un enfoque mas completo al permitir el analisis
simultaneo de multiples loci de microsatélites y otros genes relevantes en una
sola prueba, optimizando asi la precision en la deteccion de MSI. Este estudio
propone el uso de NGS para superar las limitaciones de los métodos
convencionales y proporcionar una herramienta mas robusta y efectiva para la
caracterizacion molecular de tumores con alta inestabilidad gendmica (Hause et
al., 2016; Le et al., 2017).

La incorporacion del estudio de inestabilidad de microsatélites (MSI) junto con
un panel de genes en una unica secuenciacion de Next Generation Sequencing
(NGS) representa un avance significativo en la caracterizacién molecular de
tumores. Al integrar el analisis de MSI con un panel de genes, es posible no solo
evaluar la presencia de MSI, sino también identificar alteraciones genéticas en
oncogenes y genes supresores de tumores relevantes para el desarrollo del
cancer y la respuesta a terapias dirigidas. Este enfoque combinado, habilitado
por la tecnologia NGS, facilita una evaluacién comprensiva y simultanea de
multiples biomarcadores, optimizando el tiempo y los recursos, y promoviendo

una medicina personalizada mas eficaz.
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3.2. Terapias dirigidas y mutaciones accionables:

El Instituto Nacional del Cancer define la terapia dirigida como "un tipo de
tratamiento contra el cancer que se dirige a las proteinas que controlan como las
células cancerosas crecen, se dividen y se propagan”. El enfoque se denomina
“dirigido” para distinguirlo de tratamientos, como la quimioterapia, que tienen un
impacto mas amplio. Por ejemplo, muchas formas de quimioterapia actuan
contra las células que se dividen y forman nuevas células mas rapidamente de
lo normal. Esto hace que la quimioterapia sea eficaz contra las células
cancerosas, porque su numero aumenta mas rapido que la mayoria de las
células normales, pero también contribuye a los efectos secundarios de la
quimioterapia, como la pérdida de cabello que se produce cuando la
quimioterapia afecta a los foliculos pilosos, que también se multiplican mas
rapido que la mayoria de las otras células del cuerpo(Targeted Therapy for
Cancer - NCI, 2014)..

A diferencia de la quimioterapia tradicional, la terapia dirigida actua
especificamente sobre proteinas presentes, generalmente, en la superficie de
las células cancerosas que promueven su crecimiento y diseminacion. La
principal ventaja de este enfoque es que las terapias dirigidas tienen un efecto
minimo sobre las células sanas, reduciendo los efectos secundarios. Sin
embargo, una limitacion es que no todos los tipos de cancer presentan las
mutaciones genéticas que producen dichas proteinas. Por esta razén, se debe
analizar el tumor de cada paciente para determinar si presenta una mutacion
accionable, lo cual se realiza mediante una biopsia y posterior analisis gendmico

de la misma (Targeted Therapy for Cancer - NCI, 2014).

Ademas del enfoque en terapias dirigidas, se ha incorporado el concepto de
medicina de precision, que implica la adaptacion de los tratamientos médicos a
las caracteristicas individuales de cada paciente, considerando su perfil
genético, el tipo especifico de tumor y las mutaciones presentes en éste.
Mientras que la terapia dirigida se focaliza en proteinas especificas que

promueven el crecimiento y la diseminacién de las células malignas, la medicina
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de precision amplia este enfoque al integrar un analisis exhaustivo de
biomarcadores y factores moleculares que pueden influir en la respuesta
terapéutica. Esto permite personalizar la estrategia de tratamiento, optimizando
su efectividad y minimizando efectos secundarios adversos. En oncologia, la
medicina de precision utiliza la informacion genética y molecular del tumor para
seleccionar terapias que actuen especificamente sobre las mutaciones y
alteraciones que impulsan la proliferacion de células cancerosas (Ashley, 2016).
Un componente central de este enfoque es la farmacogendmica, que estudia
como las variaciones genéticas afectan la metabolizacion de los farmacos,
permitiendo ajustar las dosis o seleccionar medicamentos basados en la
capacidad metabolica del paciente. Variantes en genes como CYP2D6 y
CYP2C19 pueden alterar la actividad enzimatica, influyendo en la eficacia y
seguridad de ciertos tratamientos (Personalized medicine: Time for one-person
trials - PubMed, s. f.). Este enfoque integrado de medicina de precision y terapias
dirigidas esta transformando el tratamiento oncolégico, promoviendo una
medicina personalizada y centrada en las caracteristicas moleculares de cada

paciente.

En Uruguay, las terapias dirigidas y medicamentos de alto costo pueden ser
costeados por el Fondo Nacional de Recursos (FNR). Esta institucion esta
regulada por la ley N°16.343 que funciona desde el afo 1981, a partir de un
decreto-ley. El objetivo de este fondo nacional es poder financiar en forma
eficiente procedimientos de medicina altamente especializada y medicamentos
de alto costo, comprendidos en las normativas de cobertura vigentes, para los
usuarios del Sistema Nacional Integrado de Salud, contribuyendo a la mejora de
la calidad y la sostenibilidad econémico-financiera del sistema. En el caso de los
medicamentos, el FNR negocia y compra los medicamentos para los
tratamientos bajo cobertura, que son dispensados en su mayoria en las
Farmacias de los prestadores integrales en donde estan afiliados los pacientes.

(«¢,Qué es el Fondo Nacional de Recursos?», s. f.).
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En la normativa reciente (FNR), se ha ampliado la cobertura para incluir una
serie de farmacos de terapia dirigida, disefados para tratar diferentes tipos de
cancer en funcién de las caracteristicas moleculares especificas de los tumores.
Por ejemplo, la ultima inclusion de Pembrolizumab el cual es particularmente util
en pacientes con alta expresion de PD-L1 ya que bloquea la interaccion entre
PD-1y PD-L1, permitiendo que el sistema inmunoldgico reconozca y ataque con

mayor eficacia las células cancerosas («Nuevas normativas de coberturay, s. f.).

Otros farmacos disponibles que han demostrado alta eficiencia en terapias
dirigidas incluyen Dabrafenib y Trametinib, los cuales se utilizan en pacientes
con melanoma metastasico que presentan mutaciones en el gen BRAF,
especificamente la mutacion “hotspot” V600OE. Estos tratamientos combinan
inhibidores de BRAF y MEK, lo que ha mejorado significativamente la
supervivencia de los pacientes con este tipo de alteracién. De manera similar,
las mutaciones activadoras del gen EGFR en el cancer de pulmén de células no
pequefias (CPCNP) han llevado al desarrollo de inhibidores de la tirosina
quinasa como Osimertinib, Erlotinib, Gefitinib y Afatinib, los cuales bloquean la

sefializacion anormal que impulsa el crecimiento tumoral (Soria et al., 2018).

La gran cantidad de terapias dirigidas en rapido crecimiento puede categorizarse
segun sus respectivos efectos sobre una o mas capacidades distintivas, como
se ilustra en los ejemplos presentados en la figura 4. De hecho, la eficacia
observada de estos medicamentos representa, en cada caso, una validacion de
una capacidad particular: si una capacidad es verdaderamente importante para
la biologia de los tumores, su inhibicion deberia obstaculizar el crecimiento y la
progresion tumoral. Observamos que la mayoria de los medicamentos contra el
cancer dirigidos a caracteristicas distintivas que se han desarrollado hasta la
fecha han sido disefiados para atacar objetivos moleculares especificos que, de
una u otra forma, facilitan capacidades particulares. Esta especificidad de accion
se ha considerado una virtud, ya que presenta actividad inhibitoria contra un
objetivo con, en principio, relativamente menos efectos fuera del objetivo y, por

lo tanto, menos toxicidad no especifica (Hanahan & Weinberg, 2011).
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Figura 4: Medicamentos que interfieren con cada una de las capacidades adquiridas necesarias
para el crecimiento y la progresion tumoral. Los medicamentos enumerados son solo ejemplos
ilustrativos; existe un extenso pipeline de farmacos candidatos con diferentes objetivos
moleculares y modos de accién en desarrollo para la mayoria de estas caracteristicas distintivas.
Obtenido de (Hanahan & Weinberg, 2011)

El creciente numero de terapias dirigidas disponibles para distintas mutaciones
especificas resalta la importancia de conocer el perfil molecular de cada tumor.
La deteccion precisa y oportuna de estas alteraciones es fundamental para
seleccionar el tratamiento adecuado para cada paciente. En este contexto,
contar con una técnica unificadora y eficaz para analizar estas mutaciones no
solo optimiza el manejo clinico, sino que también facilita el acceso a tratamientos
personalizados, mejorando asi el prondstico y la calidad de vida de los pacientes
con cancer. La adopcion de estas tecnologias representa un paso crucial hacia

una medicina oncoldgica mas precisa y accesible en Uruguay.

3.3. Analisis genomico por secuenciacion masiva.

Tradicionalmente, el diagndstico molecular del cancer basado en la deteccion de

cambios de un nucledtido o pequenfas inserciones o deleciones en uno o varios
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genes se basaba en la secuenciacion Sanger. Debido al creciente numero de
genes implicados en el cancer, actualmente esta técnica resulta ardua y costosa.
Ademas, requiere una gran cantidad de ADN tumoral, en ocasiones dificil de
conseguir, y no permite la deteccion de cambios en el ADN de poblaciones
subclonales. El desarrollo de la secuenciacion NGS ha supuesto una revolucion
en el abordaje del diagndstico oncoldgico y ha proporcionado una informacion
sobre la biologia molecular tumoral mas completa y accesible a la practica
clinica. Gracias al desarrollo de estas nuevas tecnologias, junto con la
implementacion de programas bioinformaticos de analisis de datos, la
identificacion de alteraciones patogénicas y de nuevos genes relacionados con
el desarrollo de una enfermedad es ahora mas facil, rapida y tiene una mejor

relacion costo-efectividad (Calabria et al., 2016).

A pesar de los avances en las tecnologias de secuenciacion, la secuenciacion
completa del genoma sigue siendo costosa y, por lo tanto, menos accesible para
su implementacion en la practica clinica de rutina (Mardis, 2013). Esta limitacion
econdmica ha impulsado el desarrollo de enfoques mas especificos, como la
secuenciacion de paneles de genes, que permite analizar unicamente aquellas
regiones del genoma que tienen una alta probabilidad de ser clinicamente
relevantes para el paciente. De esta manera, se optimizan los recursos al
focalizarse en genes o regiones gendmicas especificas que han demostrado
tener un impacto directo en el pronéstico o tratamiento del cancer (Murtaza et
al., 2013; Zehir et al., 2017)

La secuenciacién con una gran profundidad de lectura en estas regiones
seleccionadas es esencial para detectar alteraciones en subclones tumorales, lo
cual aporta una sensibilidad diagndstica superior en comparacion con técnicas
de menor resolucion. Este enfoque justifica la eleccion metodoldgica del
presente trabajo, donde se emplea un panel de genes de alta relevancia clinica
y se prioriza una secuenciacion de alta profundidad, optimizando asi la relacién
costo-beneficio y facilitando una aplicacion practica en el diagnéstico oncoldgico.

Ademas, esto permite una implementacién mas viable en la practica clinica al
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enfocarse en alteraciones genéticas especificas que son directamente

accionables en términos terapéuticos.

La creacién de un panel de genes 6ptimo para evaluar alteraciones genémicas
en tumores de diferentes origenes tisulares, sumado al estudio de la
inestabilidad de microsatélites, generalmente se realiza de manera fragmentada,
lo que implica la participacion de varios laboratorios y un mayor volumen de
muestras. La capacidad de analizar todas estas regiones en una Uunica
secuenciacion sigue siendo un desafio que se abordara en este trabajo de tesis.
Adicionalmente, la interpretacion de los resultados representa otro reto
considerable, debido al aumento en el numero de genes evaluados. Es crucial
limitar los genes incluidos a aquellos que han demostrado tener una relevancia
clinica, asi como realizar revisiones periddicas de las variantes detectadas y
monitorear a los portadores para esperar nuevos hallazgos que aporten mas
evidencia cientifica para su futura clasificacion clinica (Rosado-Jiménez et al.,
2023).
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4. Objetivos:

Objetivo general: Validacién de un panel de genes que permite detectar

alteraciones genéticas accionables en muestras de tumores en parafina

(FFPE) mediante secuenciacion masiva (NGS)

Objetivos especificos:

Evaluar y seleccionar un kit de extraccion de ADN desde tumores en
parafina (FFPE) que permita obtener material adecuado para ser utilizado

en secuenciacion masiva.

Determinar las condiciones de amplificacion y combinacion de dos
paneles independientes para obtener una unica libreria de secuenciacion

por muestra.

Evaluar el desempenio del panel tanto en muestras comerciales como en

muestras tumorales reales de archivo.
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5. Diseno de investigacion y metodologia:

A nivel esquematico se presenta el flujo de trabajo en la figura 5. En breve, la
metodologia empleada en este estudio abarcé desde la extraccion del ADN,
hasta la interpretacion de los resultados obtenidos del analisis por secuenciacion
de nueva generacion (NGS). El protocolo de analisis integral de la muestra
incluye la extraccién de ADN, cuantificacion y evaluacion de la calidad del ADN

obtenido, preparacion de bibliotecas, secuenciacion y analisis bioinformatico.

MK
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v — \ > | e —
LY/ QUBIT NanoDrop
Muestras de tumor en Seleccion de KIT para la extraccion de ADN Cuantificacién y evaluacion de la calidad del ADN
FFPE (comercial y de
archivo)
—> v — — —
!
pool pool pool =
1 2 3
Preparacién de librerias de Evaluacién y cuantificacion Secuenciacion (NGS) en lon Andlisis Bioinformatico de
secuenciacién combinando dos de librerias en 2100 GeneStudio™ S5 System los datos de secuenciacién
paneles de genes Bioanalyzer (Plataforma de Secuenciaciéon (lecturas) obtenidos
Masiva IIBCE)

Figura 5: Esquema de la metodologia empleada para el analisis de muestras de tumor en FFPE

y posterior andlisis mediante NGS.

5.1. Seleccion de las regiones a estudiar y diserio de panel:

La seleccion de genes y regiones especificas para la secuenciacion se realizé
en base a una revision exhaustiva de la bibliografia, con el objetivo de identificar
genes que contienen mutaciones accionables, es decir, alteraciones genéticas

que tienen relevancia clinica y pueden guiar la seleccion de tratamientos
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especificos en pacientes con cancer. En algunos genes candidatos se evaluaran
toda la region codificante debido a la alta diversidad de mutaciones que suelen
presentar, como ocurre comunmente en los genes supresores de tumor. En otros
casos, se analizaran unicamente regiones conocidas como "hotspots" o sitios
recurrentes de mutacion, que han demostrado tener implicancia en la
proliferacion tumoral y en la respuesta a terapias dirigidas, como sucede con los
oncogenes. Los genes analizados a nivel de hotspots se encuentran marcados

con un asterisco en la tabla 1.

Con el fin de optimizar recursos y realizar un analisis integral, se emplearon dos
paneles distintos para estudiar tanto los genes blanco como la inestabilidad de
microsatélites. El primer panel, de diseio personalizado (OAD239222), incluye
un total de 17 genes seleccionados por su implicancia en diversos tipos de
cancer y la disponibilidad de terapias dirigidas para sus mutaciones. Este panel
invulucra 926 amplicones, agrupados en dos grupos (pools) para mejorar la
eficiencia de la amplificacion y tiene un tamafio de 59,45kb. El segundo panel es
un panel comercial, denominado lon AmpliSeq™ Microsatellite Instability
Research Panel de ThermoFisher Scientific, que fue disefiado especificamente
para la deteccion de inestabilidad de microsatélites (MSI). Este panel utiliza
cebadores especificos para amplificar 76 regiones de microsatélites
(amplicones), optimizando asi la deteccién de inestabilidad en multiples loci
gendmicos. Este panel cubre 6,5 kb y los amplicones generados estan ubicados
en los cromosomas del 1 al 20 y en el cromosoma X. Identificar la inestabilidad
de microsatélites en tumores permite el tratamiento con Pembrolizumab y

Nivolumab.

La utilizacion de estos dos paneles permite una caracterizacion exhaustiva de
las muestras tumorales, cubriendo tanto las alteraciones genéticas accionables
en genes criticos como la evaluacién de MSI en una sola prueba. El uso del
panel personalizado asegura una alta especificidad para mutaciones relevantes
en la clinica, mientras que el panel comercial de MSI proporciona un analisis

robusto y estandarizado de la inestabilidad gendmica. La combinacion de estos
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enfoques garantiza una cobertura 6ptima y permite realizar un analisis detallado

y economicamente rentable en condiciones similares a las de un entorno de

diagndstico clinico.

La lista detallada de los genes incluidos en el panel de genes personalizado
(OAD239222) se presenta en la tabla 1.

Tabla 1: Genes seleccionados para su estudio en el panel de genes. Se incluye el origen
tisular en el cual suelen estar mutados y el fArmaco dirigido a una mutacién en ese gen.
Oncogenes marcados con un asterisco (*), se secuencian zonas “hotspot”. (GeneCards -
Human Genes | Gene Database | Gene Search, s. f.).

GEN DIANA TIPO DE CANCER AGENTES TERAPEUTICOS
ATM Cancer de mama, cancer de  Doxorubicin, Rucaparib, Cyclophosphamide
ovario
BARDI1 Cancer de mama Carboplatin, Docetaxel, Trastuzumab,
Olaparib
BRAF* Melanoma, cancer de Vemurafenib, Dabrafenib, Trametinib,
tiroides, cancer de pulmon  Cobimetinib, Encorafenib, Binimetinib
BRCAI Cancer de mama, cancer de Olaparib, Rucaparib, Talazoparib
ovario, cancer de prostata
BRCA2 Cancer de mama, cancer de Olaparib, Rucaparib, Talazoparib
ovario, cancer de prostata
BRIP1 Céancer de ovario Rucaparib
CDK12 Cancer de prostata Nivolumab, Olaparib, Pembrolizumab,
Abiraterone
CDKN2A Melanoma, cancer de Palbociclib, Ribociclib, Abemaciclib
pancreas, cancer de pulmon
CHEKI1 Cancer de mama, cancer de Cisplatin, Etoposide, Gemcitabine,
ovario Floxuridine
CHEK2 Cancer de mama Fostamatinib, Rucaparib, Floxuridine,
Gefitinib, Olaparib
EGFR* Cancer de pulmoén, cancer  Erlotinib, Gefitinib, Afatinib, Osimertinib,
colorrectal Cetuximab, Panitumumab, Necitumumab
FANCL Canceres relacionados con  Adenosine phosphate 24

anemia de Fanconi
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KRAS* Cancer colorrectal, cancer de Sotorasib, Adagrasib, Cetuximab,
g
pulmoén, cancer de pancreas Panitumumab

MET* Cancer de pulmoén Crizotinib, Capmatinib, Tepotinib
NRAS* Melanoma, cancer de Carboplatin, Cetuximab, Cisplatin,
tiroides Dabrafenib, Gemcitabine
PALB2 Cancer de mama, cancer de Olaparib
pancreas
PIK3CA Cancer de mama, cancer Alpelisib, Everolimus
colorrectal

5.2. Extraccion de ADN de muestras de tumores en FFPE:

Las muestras de ADN utilizadas en este estudio fueron seleccionadas para
representar condiciones que simulan un entorno de laboratorio clinico y que
permiten evaluar el desempefio de los paneles de secuenciacion en la deteccion
de mutaciones accionables. Se incluyeron tanto muestras comerciales de
control, adquiridas de Horizon Discovery, como muestras archivadas de
pacientes reales obtenidas del Banco de Tumores del Hospital Central de las
Fuerzas Armadas, las cuales estan embebidas en bloques de parafina (FFPE).
Las muestras comerciales presentan mutaciones conocidas con frecuencias
alélicas definidas, lo que permite evaluar la sensibilidad y especificidad del
método en condiciones controladas y estandarizadas. Las muestras comerciales
empleadas con sus numeros de catalogo se presentan en la tabla 2. Esto es
especialmente relevante para validar la deteccién de variantes genéticas con
importancia clinica. Por otro lado, las muestras de archivo representan un
modelo clinico real, con antigledades y calidades de ADN variables que pueden
reflejar las limitaciones y desafios del procesamiento de tejidos en FFPE en
entornos de diagndstico. Esta combinacion de muestras controladas y clinicas
asegura una validacion integral del panel en condiciones equivalentes a las

esperadas para el empleo de esta tecnologia en la etapa final.
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Tabla 2: Muestras comerciales control utilizadas para la validacion del panel

Codigo de N° de genes Genes mutados incluidos en Frecuencia
catalogo mutados nuestro panel alélica
HDI125 1 1: EGFR 5%
HDS810 5 4: BRCAI, BRCA2, BRIPI, BARDI 7.5% -100%
HD8&32 151 10: BARDI1, BRAF, BRCAL, 1% -92.5%

BRCA2, CDK12, EGFR, KRAS,
MET, NRAS, PIK3CA

Para obtener el ADN de estas muestras se ensayaron dos kits de extraccion de
ADN especificos para muestras en parafina (FFPE): QlAamp DNA FFPE kit (Cat
#56404 Qiagen, USA) y Cobas® DNA Sample Preparation kit (M/N:
05985536190, Roche). Estos kits son ampliamente utilizados para este fin con
buen rendimiento (Bonnet et al., 2018) (Kumar et al., 2016a). Luego de la
evaluacion y en base a la calidad del ADN obtenido se termin6é optando por
trabajar con el kit de QlAamp de aqui en adelante. Los protocolos de extraccion
de ambos kits comparten principios fundamentales, como el uso de xileno y
etanol para quitar la parafina de las muestras, seguidos de una lisis enzimatica
con proteinasa K y una incubacion a alta temperatura para liberar el ADN y
revertir parcialmente los enlaces inespecificos producidos por la formalina. Sin
embargo, estos kits presentan diferencias importantes en los métodos de
captura y purificacion del ADN. El kit Cobas® utiliza un sistema de union a fibras
de vidrio, donde el ADN se retiene en un filtro durante los pasos de
centrifugacion, mientras que el QlAamp se basa en una membrana de silica en
columnas MinElute, ofreciendo una mayor flexibilidad en el volumen de elucion
final. Ademas, el QlAamp permite la automatizacion del protocolo en sistemas
QIAcube, facilitando el procesamiento de multiples muestras de manera
simultanea, lo que podria representar una ventaja en términos de eficiencia en
laboratorios de alto rendimiento. Esta comparacion entre ambos kits permitio
evaluar cual ofrece mejor rendimiento en términos de cantidad y pureza del ADN

extraido, factores relevantes para los analisis posteriores de este trabajo.
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A suvez, ensayamos 15 muestras tumorales de archivo, provenientes del Banco de

Tumores del Hospital Central de las Fuerzas Armadas.

5.3. Cuantificacion y evaluacion del ADN obtenido:

Para verificar que el ADN obtenido por el kit es adecuado para utilizar NGS, se
procedera a determinar la presencia de contaminantes en la muestra, utilizando
espectrofotometria de microvolumenes (NanoDrop 1000 Spectrophotometer,
ThermoFisher Scientific). En primer lugar, se determinaran las relaciones de
absorbancia 260/280 y 260/230, las cuales nos informan sobre la pureza de la
extraccion. El cociente esperado para estas muestras es de ~1.8 para 260/280

y en el rango 2.0 — 2.2 para la relacién 260/230.

A pesar de que NanoDrop también nos informa la concentracion de la muestra,
para obtener este valor utilizamos un método mas especifico para estas
muestras: la fluorimetria utilizando kits de Qubit (ThermoFisher Scientific). Este
método se basa en el uso de sondas fluorescentes para determinar la
concentracion de acidos nucleicos y proteinas en una muestra. Cada sonda es
especifica para un tipo de molécula: ADN, ARN o proteina. Estas sondas tienen
una fluorescencia despreciable al encontrarse libres en solucion. Sin embargo,
al unirse con sus moléculas objetivo: ADN, ARN o proteina, las sondas se
vuelven intensamente fluorescentes (Kumar et al, 2016b). Mas
especificamente, se utilizé el kit Qubit dsDNA HS assay (ThermoFisher
Scientific) con los tubos correspondientes (Qubit™ Assay Tubes, Cat #:
Q32856).

Para evaluar la integridad del ADN extraido de muestras embebidas en parafina
(FFPE), se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 2%, comparando los
resultados obtenidos con datos reportados en la bibliografia de otros estudios
que trabajan con ADN de muestras en FFPE. Posteriormente, se llevaron a cabo
dos PCR de prueba: una con cebadores que amplifican fragmentos de 195 pares

de bases y otra para un fragmento de 153 pb. Estas PCR de control tienen como
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objetivo confirmar que, a pesar de la fragmentacién caracteristica del ADN

obtenido a partir de muestras en FFPE, el material conserva suficiente integridad

para ser amplificado en productos de esta longitud.

Tabla 3: Lista de cebadores utilizados para esta PCR

L ardo Tm Tedrica Tm Producto  Region
Cebadores Secuencia (5'->3") ( bg) (Primer  experimental  (pb) que
P blast NCBI) amplifica
Cebador 1 ) - AGGGACTGACGGGTGAT 20 59,37 62 153 ,
sentido (F) Exon 7 de
C%ebaQor L CTCCTGGGTTCCTACCCTCC 20 60,69 62 153 MUTYH
antisentido (R)
Cebador 2
) GTGGTATTGCAGGCCTCTGT 20 60,04 62 195 ;
sentido (F) Exon 3 de
Cebador2 .\ CGAGTTAGGGTGGAGGG 20 59,95 62 195 ~ MUTYH

antisentido (R)

5.4. Preparacion de librerias de secuenciacion:

Para la preparacion de librerias de secuenciacion empleamos el kit lon AmpliSeq
Library Kit Plus, un kit comercial optimizado para la preparacion rapida y
eficiente de librerias de amplicones mediante paneles de lon AmpliSeq. En la
figura 6 se presenta un esquema del procedimiento empleado. Adaptamos el
protocolo estandar proporcionado por el fabricante para ajustarlo a las
necesidades especificas de nuestro estudio. Una descripcion detallada del
protocolo modificado se encuentra en el anexo (seccion 11.1). En términos
generales, cada pool de cebadores se amplifica mediante una PCR individual;
luego, los productos de PCR se combinan en proporciones equimolares,
permitiendo la secuenciacién conjunta de ambos paneles. Posteriormente, se
realiza una digestion con la enzima FuPa, y se incorporan barcodes y
adaptadores. Finalmente, se efectua una amplificacion por PCR adicional. La
libreria resultante es cuantificada utilizando Qubit, y su calidad se evaltua

mediante el analisis en Bioanalyzer.

29



- - T I
T — F
— — TITTTTTITTITT —

PCR de ADN con Unién de Digestién con Ligacién PCR final Cuantificacion
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Figura 6: Esquema de la metodologia empleada para la elaboracion de librerias de
secuenciacion (BioRender, s. f.)

El kit lon AmpliSeq Library Kit Plus permite realizar reacciones de PCR en
multiples sitios de manera escalable, con capacidad para amplificar
simultaneamente desde 12 hasta 24,000 regiones gendmicas objetivo en un solo
pocillo. Gracias a esta capacidad, es posible preparar librerias para
secuenciacion de proxima generacion a partir de cantidades infimas de ADN
inicial, incluso tan baja como 1 ng, lo cual es especialmente ventajoso cuando
se trabaja con muestras escasas o fragmentadas, como aquellas embebidas en
parafina (FFPE) (lon AmpliSeq™ Library Kit Plus, s. f.).

Entre las caracteristicas destacadas del kit lon AmpliSeq Library Kit Plus se
encuentran la preparacion de librerias altamente multiplexadas, la posibilidad de
realizar la amplificacion de miles de regiones objetivo con una cobertura
uniforme y alta especificidad. También se incluye la eliminacién de las
secuencias de cebadores durante la preparacion de la libreria, lo que permite el
analisis preciso de las regiones obijetivo. El kit emplea un formato en placas que
facilita el manejo de muestras, permitiendo compatibilidad con laboratorios de

alto rendimiento y protocolos automatizados.

Adicionalmente, el kit incluye la opcion de realizar multiplexado con codigos de
barras mediante los adaptadores de cddigo de barras lon Xpress o lonCode,
permitiendo la combinacion de multiples muestras en un solo chip de
secuenciacion. Esto optimiza tanto el tiempo como el costo de las corridas de
secuenciacidon y asegura comparaciones precisas entre muestras. La

preparacion de librerias mediante el lon AmpliSeq Library Kit Plus resulta en un
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producto listo para la preparacion de molde en el sistema lon Chef, seguido de

secuenciacion (lon AmpliSeq™ Library Kit Plus, s. f.).

Adaptamos el protocolo de lon AmpliSeq™ para realizar la secuenciacion
unificada del panel de genes y del panel de inestabilidad de microsatélites (MSI).
Para lograr esto fue necesario combinar los productos de PCR generados por
ambos paneles. Establecimos ciertos supuestos en la mezcla de los productos
de PCR, con el objetivo de asegurar que, al secuenciar la mezcla conjunta, se
logre una cobertura y profundidad adecuada para ambos paneles, de forma que
se pueda garantizar un analisis equilibrado y confiable de todas las regiones de

interés en simultaneo.

Una vez obtenidas las librerias, dada su baja concentracion, fueron evaluadas
utilizando electroforesis automatizada, en un 2100 Bioanalyzer Instrument
(Agilent Technologies) utilizando el High Sensitivity DNA Kit. Este método nos
permite separar y estimar el tamafo de fragmentos de ADN que poseen
concentraciones en el orden de pico y nanogramos, utilizando solamente 1 uL
de muestra. Es necesario utilizar este equipo ya que evaluar el tamafno de los
amplicones utilizando una electroforesis convencional en gel de agarosa 2%

consumiria la totalidad de la libreria producida.

5.5. Secuenciacion de proxima generacion:

Para realizar la secuenciacion (NGS), se utilizo el sistema lon GeneStudio S5
(Thermo Fisher Scientific) disponible en la plataforma de secuenciacion masiva
del Instituto de Investigaciones Biologicas Clemente Estable (IIBCE). Este
equipo permite obtener datos de alta calidad optimizando los tiempos de
procesamiento y ofreciendo una gran precision en la identificacion de variantes

genéticas (lon GeneStudio System Features - UY, s. f.).

Para la secuenciacion, se selecciond el chip lon 530, disefado para proporcionar
una alta capacidad de datos en un formato compacto, lo cual resulta adecuado
para estudios que requieren una cobertura de profundidad media a alta. Este

chip permite procesar hasta 850 flujos, lo cual es ideal para este tipo de
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proyectos, asegurando dar lugar a lecturas del largo adecuado para el analisis
de genes especificos o regiones del genoma (lon 530™ Chip Kit, s. f.). Los datos
obtenidos de la secuenciacion fueron procesados y analizados en el software de
analisis de Thermo Fisher Scientific (Torrent Server), que ofrece herramientas
estandarizadas para las tareas generales de analisis de datos de NGS. Esto
permiti6 una deteccidn precisa de las variantes gendmicas presentes en
nuestras muestras. Esta metodologia garantiza un alto nivel de precision en la
identificacion de variantes, incluso en muestras FFPE, conocidas por su

degradacion inherente.

5.6. Analisis de los datos de secuenciacion.

5.6.1 Andlisis automatizado con lon Torrent Server

Para el andlisis de los datos de secuenciacion se utilizé el software lon Torrent
Server, que permite realizar un procesamiento automatizado de las secuencias
obtenidas, evaluar la cobertura y variantes en las regiones objetivo. En primer
lugar, el software realiza el alineamiento o mapeo de las lecturas sobre el
genoma humano de referencia que se le indica. Posteriormente, se aplico el
plugin de cobertura, que cuantifica la profundidad y uniformidad de las lecturas
en cada region del panel, generando conteos que expresan la cantidad de
lecturas que corresponden a cada amplicon. Este analisis es fundamental para
corroborar que se obtenga una cobertura suficiente en las areas de interés,
detectando cualquier zona con baja profundidad que podria comprometer la

calidad del analisis.

A continuacion, se procedié con el llamado de variantes, un proceso
automatizado que identifica cambios en las secuencias de ADN, como SNPs
(polimorfismos de nucledétido unico) e indels (inserciones y deleciones). Se utilizo
el lon Torrent Server, con el plugin Variant caller y seleccionando la opcion de
Somatic, low stringency. Este analisis da como resultado un archivo de variantes,
especificamente en formato vcf (Variant Call Format). Este archivo se realiza

comparando las secuencias obtenidas para cada muestra con el genoma de
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referencia lo que da lugar a un listado de las diferencias observadas. También
indica para las variantes detectadas, informacion sobre su calidad y profundidad
de cobertura, permitiendo una evaluacion detallada de las mutaciones presentes

en la muestra.

Ademas, se incluydé un analisis de inestabilidad de microsatélites (MSI) cuya
ejecucion queda sujeta a la disponibilidad de recursos y calidad de los datos. En
conjunto, este flujo automatizado en lon Torrent Server permite un analisis
integral de los datos de secuenciacion, proporcionando informacion clave sobre
la calidad de las lecturas, la presencia de variantes y la estabilidad de las

secuencias en las regiones de interes.

5.6.2. Andalisis bioinformaticos con herramientas de uso libre

Para el analisis bioinformatico de las lecturas de secuenciacion, utilizamos
herramientas de uso libre que permitieron diversas manipulaciones y analisis de
los datos. En particular nos centramos en la evaluacion de la cobertura en las
regiones objetivo. Gran parte de este trabajo se realiz6 utilizando programas de
uso libre que corren en linea de comando en un servidor con Sistema Operativo
Linux. El detalle del conjunto de comandos se presenta en el Anexo (seccion
11.2) Primero, las lecturas de secuenciacion fueron alineadas al genoma
humano de referencia (version hg19) utilizando Bowtie2, una herramienta de
mapeo rapida y precisa. Este paso permitié identificar la ubicacién exacta de
cada lectura en el genoma, generando un archivo de mapeo (formato SAM) que
contiene informacion sobre la posicion de cada lectura y la calidad de la
alineacion. Este alineamiento es fundamental para asignar la correspondencia
entre las lecturas obtenidas y las regiones gendmicas donde se generaron.
Posteriormente, los archivos de mapeo generados en formato SAM se
convirtieron al formato binario BAM, lo cual permite una compresion y
almacenamiento mas eficiente de los datos. Una vez en formato BAM, el archivo

fue ordenado segun la posicion de las lecturas en el genoma, optimizando su
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organizacion para analisis posteriores. Ademas, se genero un archivo indice en
formato BAI, lo que permite acceder rapidamente a regiones especificas del
genoma en el archivo BAM, permitiendo la observacion de las areas de interés

durante el andlisis de variantes y cobertura en visualizadores gendmicos.

Luego, se utilizé el paquete Bedtools para calcular la cobertura de cada region
de interés. Esta herramienta cuantifica el nimero de veces que cada regién o
amplicén fue cubierto por las lecturas obtenidas, generando métricas que indican
la profundidad de cobertura en cada region. Este analisis es clave para evaluar
la eficiencia del panel de secuenciacion, ya que permite verificar que cada
amplicon haya recibido una cobertura adecuada para poder determinar variantes
en esas regiones. En conjunto, estos pasos nos proporcionaron un analisis
bioinformatico exhaustivo que asegura tanto la calidad de las alineaciones como

la cobertura en las regiones objetivo.

Por otro lado, una vez obtenido el analisis de variantes a partir del Servidor de
lon Torrent, se procedio a realizar una identificacion de las variantes en los 17
genes mediante herramientas de uso libre online. Utilizando el archivo .vcf
obtenido de lon Torrent este fue anotado utilizando wANNOVAR (WANNOVAR,
s. f.), lo que dio lugar a una tabla para cada muestra que presenta las variantes
halladas y toda la informacion anotada sobre ellas, tales como frecuencia alélica
en 1000 genomas y en gnomAD (Genome Aggregation Database), calidad de la
lectura (Phred score), asi como las predicciones in silico utilizando varias

herramientas tales como SIFT, Polyphen2 entre otras.
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6. Resultados y Discusion:

6.1. Obtencion y evaluacion de ADN

6.1.1. Seleccion de kit de extraccion

Para evaluar y seleccionar el kit de extraccion de ADN mas adecuado para las
muestras comerciales y de archivo embebidas en parafina, realizamos en
primera instancia la extraccion de dos muestras de tumorales de archivo. Cada
muestra fue tratada utilizando un kit de extraccién diferente: el QlAamp DNA
FFPE Kit y el Cobas® DNA Sample Preparation Kit. Para poder cuantificar el
ADN extraido y validar la presencia de contaminantes, utilizamos los métodos
de cuantificacion Qubit (método fluorimétrico Qubit™ Assay Tubes, Cat #:
Q32856) y Nanodrop (NanoDrop 1000 Spectrophotometer, ThermoFisher
Scientific). Esta comparacion directa nos permitié identificar cual de los kits de
extraccion ofrece un rendimiento superior en términos de calidad y cantidad de
ADN extraido, lo cual nos sirvio para poder elegir el método mas adecuado y
efectivo para nuestras muestras de estudio. La guia utilizada para cada
extraccion fue la brindada por el comerciante de cada kit comercial (HB-0353-
004 _HB_QA_DNA FFPE 0220 _WW/, s. f.)(Cobas DNA protocol, s. f.).

Las muestras 1 y 3 corresponden al mismo tejido de tumor, al igual que las

muestras 2 y 4, que también provienen de un unico tumor.
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Tabla 4. Comparacion resultados de extraccion de ADN con kit Qiagen vs Cobas.

N° de Kitde Volumen Abs Relacion  Relacion Concentracion Concentracion Cantidad
muestra extraccion  final 260n Abs Abs ADN ADN ADN
(uL) m  260/280nm 260/230nm  NanoDrop Qubit (ng)

(ng/uL) (ng/uL)  obtenido
1 Cobas 100 0,612 1,71 1,57 30,6 2,54 254
2 Cobas 100 1,256 1,81 1,83 62,8 6,12 612
3 Qiagen 30 3,193 1,90 2,16 159,7 8,98 269
4 Qiagen 30 2,516 1,91 2,17 125,8 5,66 170

En primer lugar, evaluamos la relacion de absorbancia 260/280 nm, que es
indicativa la presencia de proteinas contaminantes (con maximo de absorcién a
280nm) en nuestra muestra de ADN (maximo de absorcion a 260nm). Al
comparar los resultados obtenidos para las muestras 1y 3 y las muestras 2 y 4,
se observa que la relacion de absorbancia 260/280 muestra mejores valores en
las extracciones realizadas con el kit de Qiagen. Este kit logra ratios entre 1.8 y
2.0, lo cual es indicativo de un ADN de pureza adecuada segun los estandares

establecidos.

Ademas, evaluamos la relacion de absorbancia 260/230 nm, lo que nos informa
sobre la presencia de contaminantes como sales, fenoles u otros compuestos
organicos que tienen un maximo de absorcion en el rango de los 230 nm. Los
resultados en este caso también favorecen al kit de Qiagen, con valores
comprendidos entre 2.0 y 2.2. Estos resultados sugieren que el kit de Qiagen es
superior en términos de pureza del ADN extraido, tanto en la eliminacién de

proteinas como de otros contaminantes.

Al observar la concentracion de ADN obtenida con cada kit, notamos que los
valores reportados por NanoDrop y Qubit para la misma muestra no son
comparables, ya que generalmente NanoDrop informa concentraciones hasta
diez 0 20 veces mayores que Qubit. Esta diferencia se discutira en la proxima
seccion. Si se consideran los valores obtenidos por Qubit para las muestras 1y

3, asi como 2 y 4, podemos ver que el kit QlAamp de Qiagen proporciona una
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mayor concentracion de ADN en comparacion con el kit Cobas. Sin embargo, al
evaluar la cantidad total de ADN extraido, el kit Cobas resulta superior, logrando
un mayor rendimiento en cantidad de ADN. De acuerdo con la bibliografia
revisada, otros estudios también muestran que el kit Cobas permite extraer una
mayor cantidad de ADN, mientras que el kit QlAamp de Qiagen mantiene una
mayor calidad, con un mayor porcentaje de muestras en el rango ideal de pureza
(ratio 260/280 entre 1.8 y 2.0). Esto sugiere que el kit Cobas es adecuado para
aplicaciones que requieren altas cantidades de ADN, mientras que el kit QlAamp
es preferible cuando se prioriza la pureza del ADN extraido (Sarnecka et al.,
2019).

Considerando tanto nuestros resultados como la evidencia bibliografica,
concluimos que el kit QlAamp de Qiagen ofrece un mejor rendimiento en
términos de pureza, por lo que utilizaremos este kit en futuras extracciones de
ADN. Ademas, una vez extraido el ADN, realizamos una electroforesis en gel de
agarosa al 2% para evaluar su integridad. En la figura 7 se muestran los

resultados de esta electroforesis.

Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa 2%, muestras 1 -4 ADN extraido con
kits comercial, como marcador de peso molecular utilizamos el Hyper Ladder™
50pb.
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Observamos que las muestras 3 y 4 presentan una mayor intensidad en el gel
de agarosa versus las muestras 1 y 2. También, vemos que el ADN aparece
como una banda difusa, sin bandas definidas. Este mismo resultado ha sido
reportado por otros investigadores, quienes sefialan que el ADN en muestras
embebidas en parafina suele estar altamente fragmentado (Einaga et al., 2017).
Al someterlo a electroforesis en gel de agarosa, este tipo de ADN genera un

perfil caracteristico con un patréon difuso en lugar de bandas discretas nitidas.

6.1.2. Cuantificacion de ADN (Qubit vs NanoDrop)

De aqui en adelante, la extraccion de ADN tanto de muestras comerciales como
de muestras de archivo se realizé utilizando el kit comercial QlAamp de Qiagen..
Aunque el protocolo permite un rango de volumen de elucion final entre 30y 100
ML, se optod por eluir con 100 pL con el objetivo de maximizar el rendimiento del

ADN obtenido, garantizando asi suficiente material para los analisis posteriores.

La cuantificacién y evaluacion de la pureza del ADN se llevaron a cabo mediante
los equipos Qubit y NanoDrop. Los resultados obtenidos para las distintas

muestras analizadas se presentan en la Tabla 5.

Tabla 5: Cuantificacion y validacion de ADN extraido con kit QlIAamp de Qiagen

. . . Concentracion Concentracion
N° muestra Ab;ggb;rl;ma Izig%)a/c;ogl OAntr)rSl };{g(l)a/c;o; 01?11;:1 ADN NanoDrop ADN Qubit
(ng/pL) (ng/puL)

1 0,612 1,71 1,57 30,6 2,54
2 1,256 1,81 1,83 62,8 6,12
3 3,193 1,90 2,16 159,7 8,98
4 2,516 1,91 2,17 125,8 5,66
5 0,793 2,14 1,84 39,7 52

6 0,779 1,98 1,88 38,9 3,46
7 2,02 1,85 2,22 101 10

8 0,482 1,97 2,30 24 2,74
9 0,191 1,77 1,09 9,6 2,06
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

0,504
0,939
1,394
0,538
2,164
2,909
2,869
4,434
0,153
0,108
0,331
0,497
0,165

0,157

1,99
1,93
1,84
1,96
2,01
2,12
2,31
2,04
1,71
2,71
1,83
1,78
1,76

1,32

1,10
1,85
1,84
1,71
2,20
0,32
0,37
1,03
1,55
0,47
1,78
1,68
1,14

0,67

252
46,9
69,7
26,9
108,2
46,4
533
2282
11,9
2,5
29,5
41,7
9,4

53

5.4
21,6
20,6
2,02
26,0
3,94
7,26
61,6
5,76
1,07
12,5
27,2
4,47

5,3

Al comparar las concentraciones de ADN obtenidas mediante NanoDrop y Qubit,

se observa que NanoDrop reporta valores siempre superiores a los de Qubit, en

ocasiones hasta 10 o 20 veces mayorespara la misma muestra. Esta

discrepancia puede atribuirse a la capacidad de NanoDrop para detectar no solo

ADN, sino también contaminantes como ARN, proteinas y compuestos

organicos residuales de la parafina o del proceso de extraccion, lo que conduce

a una sobreestimacion de la concentracion de ADN. Por el contrario, Qubit utiliza

sondas fluorescentes altamente especificas para ADN de doble cadena, lo que

permite una cuantificacion mas precisa y menos susceptible a interferencias de

contaminantes. La distribucion de los valores de concentracion obtenidos por los

dos métodos de cuantificacion utilizados se observa en la figura 8:
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Figura 8: Comparacion de valores obtenidos al cuantificar ADN por NanoDrop y Qubit

Esta diferencia en las mediciones ha sido documentada en estudios previos. Por
ejemplo, en el articulo “DNA Qualification Workflow for Next Generation
Sequencing of Histopathological Samples” (Simbolo et al., 2013) donde
encontraron que NanoDrop tiende a sobreestimar la concentracion de ADN en
comparacién con Qubit, especialmente en muestras de ADN degradado o
contaminado. También, el estudio de Kumar y colaboradores (Kumar et al.,
2016c), reporté que las concentraciones de ADN medidas por NanoDrop eran
consistentemente mas altas que las obtenidas por Qubit, atribuyendo esta

diferencia a la deteccién inespecifica de contaminantes por parte de NanoDrop.

En el contexto de muestras embebidas en parafina, es comun que el ADN esté
fragmentado y presente contaminantes residuales del proceso de fijacién vy
embebido. Estos factores pueden influir en las mediciones de absorbancia de
NanoDrop, resultando en una sobreestimacién de la concentracién de ADN. Por
lo tanto, para obtener una cuantificacion mas precisa del ADN en este tipo de
muestras, es recomendable utilizar métodos como Qubit, que ofrecen mayor
especificidad y sensibilidad, minimizando la interferencia de los contaminantes y
proporcionando resultados mas fiables para aplicaciones posteriores (Masago

et al., 2021; Sarnecka et al., 2019). Por lo tanto, los valores de concentracién
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que consideramos de aqui en adelante para la preparacion de librerias fueron

los que obtuvimos por Qubit.

6.1.3. Control de Amplificacion del ADN

Como control adicional para confirmar que el ADN es apto para amplificaciéon
mediante PCR durante la preparacién de las librerias, realizamos dos PCR de
control empleando cebadores disponibles en el laboratorio. Estas reacciones de
control incluyeron amplicones de diferentes tamafos: uno de 195 pares de bases
y otro de 153 pares de bases. Aunque las regiones amplificadas por estos
cebadores no coinciden con las regiones de interés del estudio, es decir que no
estan incluidas en el panel de secuenciacién, su uso resulta fundamental para

evaluar la calidad del ADN en la muestra y su capacidad de amplificacion.

La obtencion de amplicones mediante estas PCR de prueba confirma la
integridad suficiente del material obtenido y sugiere la ausencia de inhibidores o
contaminantes que pudieran obstaculizar el proceso de amplificacion. En la
Figura 8 se presenta la electroforesis en gel de agarosa al 2% de los productos
de estas reacciones, lo cual proporciona una visualizacion clara de los resultados

obtenidos.
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Figura 9: Electroforesis en gel de agarosa 2%, productos de PCR. Productos de PCR de
153 pb. PM: Marcador de peso molecular: KAPA Express Ladder.

41



Los resultados obtenidos indicaron que el ADN extraido es efectivamente apto
para amplificacion, ya que logramos generar amplicones tanto de 195 y de 153
pares de bases en nuestras pruebas. Teniendo en cuenta que los amplicones
generados en nuestro panel de genes tienen un tamano promedio de 175 pares
de bases, mientras que los correspondientes al panel de inestabilidad de
microsatélites alcanzan 86 pares de bases vemos que el ADN obtenido podria
ser amplificado en nuestras regiones de interés. Este control confirma que el
ADN obtenido en las muestras presenta una calidad adecuada y deberia ser
amplificable por los cebadores utilizados para generar las librerias de

secuenciacion.

6.2. Optimizacion de secuenciacion

6.2.1. Preparacion de librerias

Como mencionamos anteriormente, contamos con dos paneles distintos para la
secuenciacion: un panel de 17 genes y otro de inestabilidad de microsatélites
(MSI). Con el fin de optimizar costos y evitar la necesidad de preparar 2 librerias
y secuenciar la misma muestra dos veces (una vez con cada panel), optamos
por combinar los productos de PCR de ambos paneles antes de la preparacion
de las librerias. Para ello, adaptamos el protocolo recomendado en la guia de
lon AmpliSeq Library Kit Plus User (TFS- AssetsLSGmanualsMAN0017003
_lonAmpliSeqLibaryKitPlus_UG.pdf, s. f.), distribuyendo el ADN obtenido en las
mezclas de reaccion de los tres pooles como si fueran de un mismo panel
(ilustracion figura 10). Para luego combinar los productos de PCR obtenidos en
cada reaccién (figura 11). Dado que el fabricante no recomienda combinar
productos de PCR de diferentes paneles, implementamos una serie de pruebas
para optimizar la proporcién de cada producto en la mezcla, buscando una

combinacion que asegure una cobertura balanceada de lecturas.
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Figura 10: llustraciéon de la distribucion de ADN realizada en tres pooles. En nuestro
caso el pool 1y 2 corresponden al panel de 17 genes y el pool 3 corresponde al panel
MSI. Obtenida de lon AmpliSeq Library Kit Plus User.

Productos PCR  Productos PCR
panel de genes panel de MSI

pool
3

Figura 11: llustracién de la combinacién de los productos de PCR a partir de los dos
paneles utilizados. Obtenida de (BioRender, s. f.)

En la primera secuenciaciéon realizada, utilizamos una muestra de control de

ADN comercial de alta calidad y probamos diferentes proporciones de mezcla
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para determinar el volumen adecuado de cada producto de PCR y lograr asi un

equilibrio en la profundidad de lecturas entre los dos paneles.

Primera suposicion de la relacion de mezcla de volumenes de producto de PCR a

emplear:

Utilizando el lon chip 530™, que permite una carga maxima de 40 muestras y
rinde 15 millones de lecturas, calculamos que cada muestra podria obtener

aproximadamente 375,000 lecturas, ecuacion 1.

15.000.000 (lecturas)
40(muestras)

= 375.000 Ec(1)

Para el panel de genes, tiene un tamafo de 59,45 kb y estimamos una cobertura
deseada de 5000 lecturas por amplicon (de tamafio 175 pb), lo que nos dio un

requerimiento de alrededor de 1.700.000 lecturas para este panel, ecuacion 2.

59.450 (pb) X5000 (lecturas) __

500 = 1.700.000 Ec (2)

Por otro lado, el panel de MSI tiene un tamafo de 6,5kb y estimando una
cobertura deseada de 5000 lecturas por amplicon (de tamafio 85 pb) necesitaria
aproximadamente 400,000 lecturas para alcanzar la misma cobertura. Esto nos
llevé a una relacion ideal de 4.25:1 en la profundidad necesaria entre el panel

de genes y el de MSI, ecuacion 3 y 4.

6.500 (pb) x 5000 (lecturas)
85 (pb)

= 400.000 Ec (3)

1.700.000

200,000 =425 Ec(4)

Dado que buscamos una mezcla equimolar de ambos paneles, ajustamos los
volumenes de los productos de PCR para aproximarnos a esta relacion.

Ademas, considerando que el 60% de las lecturas del panel MSI suelen perderse
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por problemas de calidad (esta informacién fue brindada por el fabricante del kit
utilizado), incrementamos ligeramente el volumen del producto de MSI en la
mezcla final, anadiendo 10 yL del producto de PCR del panel de genes y 5 uL
del panel de MSI.

Segunda suposicion de la relacion de mezcla de volumenes de producto de PCR

a emplear:

Para realizar una segunda suposicion de mezcla equimolar entre los dos
paneles, tuvimos en cuenta el tamaino de cada panel. Teniendo el panel de genes
59,45 kb y el panel de MSI 6,5 kb, la relacion por tamafo unicamente de ambos

paneles es de 9.1 :1, ecuacion 5.

59,45 kb

e =91 Ec(5)

Teniendo en cuenta esta relacion, colocamos 10 pL proveniente de los productos
de PCR del panel de genes y 1,1 uL del panel de MSI.

Otro factor evaluado fue el numero de ciclos en la PCR de cada panel. El panel
de genes, que amplifica cerca de 460 amplicones por pool, requiere 16 ciclos
para ADN de buena calidad y 19 ciclos para ADN de baja calidad. Por otro lado,
el panel de MSI genera 76 amplicones y requiere 19 ciclos para ADN de buena
calidad y 22 para ADN de baja calidad.

Esta informacién se detalla en la tabla 6, obtenida del manual lon AmpliSeq™
Library Kit Plus.

Tabla 6: Ciclos recomendados por fabricante segun calidad de ADN, tabla obtenida del
manual del Ion AmpliSeq™ Library Kit Plus.
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Recommended number of amplification cycles (10 ng
DNA, 3,000 copies)
Primer pairs per pool : Anneal/extend time
High quality DNA Low quallotyr ‘I:)fhll)l; LI;FPE DNA
12-24 21 24 4 minutes
25-48 20 23 4 minutes
49-96 19 22 4 minutes
97-192 18 21 4 minutes
193-384 17 20 4 minutes
385-768 16 19 4 minutes
769-1,536 15 18 8 minutes
1,537-3,072 14 17 8 minutes
3,073-6,144 13 16 16 minutes
6,145-24,576 12 15 16 minutes

Dado que el ADN utilizado inicialmente es de origen comercial y, por lo tanto, de
alta calidad, probamos unificar ambos paneles en 19 ciclos. Ademas, evaluamos
la posibilidad de realizar PCRs separadas para cada panel (16 ciclos para el
panel de genesy 19 para el de MSI), comparando también distintas proporciones
de ADN en estas pruebas. Estos ensayos adicionales permitieron evaluar el
impacto tanto de la proporcién de volumenes de PCR como del numero de ciclos,
ayudando a optimizar la eficiencia de amplificacion y la calidad de las lecturas

en ambos paneles.

Finalmente, antes de realizar esta primera secuenciacion, evaluamos la cantidad
de ADN necesaria para detectar las mutaciones presentes en la muestra
tumoral. Probamos muestras con 30 ng de ADN y otras con 15 ng, lo cual nos
permitié reducir a la mitad el uso de reactivos de libreria y optimizar el consumo
del kit. Nuestro objetivo principal es mantener la rentabilidad econdmica
mediante distintas pruebas que aseguren una combinacién equimolar, una
cobertura adecuada y la profundidad de lectura necesaria, sin comprometer la

calidad de la informacién obtenida.

En esta primera secuenciacién, se utilizé6 una unica muestra de ADN comercial
de alta calidad (Control DNA (from Individual 1347-02) N° de catalogo #403062
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(Thermo Fisher Scientific).A continuacién, se describen las caracteristicas de

cada muestra preparada, las cuales se encuentran resumidas en la tabla 7.

e Muestras 1y 3: En estas muestras, los productos de PCR se mezclaron

segun el numero de lecturas esperadas para cada panel. Ambas
muestras tienen la misma proporcion de mezcla de productos de PCR,
pero difieren en la cantidad total de ADN empleado. Esto nos permitio
evaluar como la cantidad de ADN influye en la eficiencia de la

secuenciacion y en profundidad obtenida.

e Muestra 2: Aqui, la mezcla de productos de PCR se realizé en base al
tamano total de cada panel. Al ajustar las proporciones considerando el
tamano en kilobases, buscamos equilibrar la contribucion de cada panel

en la secuenciacion final y asegurar una cobertura uniforme.

e Muestra 4: Se utilizé la misma proporcion de mezcla de productos de PCR
que en las muestras 1 y 3. Sin embargo, en este caso aplicamos un
numero de ciclos diferencial durante la PCR: se realizaron 19 ciclos para
el panel de genes y 16 ciclos para el panel de MSI. Esta variacion nos
permitié investigar el impacto del numero de ciclos en la amplificacién de
cada panel y optimizar las condiciones para obtener una profundidad
adecuada sin sobreamplificar ninguno de los productos.

Tabla 7: Detalles de la combinacion en microlitros de los productos de PCR de los diferentes
paneles, numero de ciclos aplicados y cantidad de ADN utilizado en la primera
secuenciacion.

Muestra Volumen de producto de PCR (uL) Cantidad Ne ciclos
ADN (ng) PCR

1 10 10 5 30 19 unificando
ciclos

2 10 10 1,1 30 19 unificando
ciclos

3 5 5 2,5 15 19 unificando
ciclos

4 5 5 2,5 15 16/19
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6.2. Evaluacion v cuantificacion de librerias:

Una vez completada la preparacién de las librerias de secuenciacion, realizamos
un analisis de control de calidad utilizando electroforesis automatizada
(Bioanalyzer). Este paso es fundamental para confirmar la presencia de
amplicones de los tamafos esperados, asegurando que el proceso de
amplificacion y preparacion de librerias se haya realizado correctamente. El
Bioanalyzer permite visualizar y cuantificar los fragmentos de ADN, verificando
que las bandas correspondan a los tamafios especificos definidos en el disefio
del panel. Este control de calidad previo a la secuenciacién es esencial para
evitar problemas en la lectura y asegurar que las librerias estan correctamente
preparadas para obtener resultados confiables. En las figuras 12 y 13 se
muestran las primeras librerias realizadas como ejemplo de como se visualizan

los resultados arrojados por el equipo 2100 Bioanalyzer Instrument.

10380 —

3

L f—

1000 —

[T

300 —
200 — o
100 —
35 —

Figura 12: Resultados obtenidos de la electroforesis automatizada realizada en 2100 Bioanalyzer
Instrument para la primera secuenciacion.
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Figura 13: Distribucion de tamafio de los amplicones obtenidos. En el eje de las X se muestra el
tamafio en pb y en el eje de las Y la intensidad de fluorescencia en unidades de fluorescencia (FU).
Para cada muestra se obtiene un pico a 35 pb y otro a 10380 pb los cuales corresponden a los
marcadores de peso inferior y superior internos de cada carril. La flecha indica la distribucion de
amplicones obtenida cuyo rango de tamafo se encuentra entre 100 y 280 pb.

Los resultados obtenidos del analisis de control de calidad mediante el 2100
Bioanalyzer Instrument (Figuras 11 y 12) muestran una distribucién de
amplicones que corresponde con las expectativas para la primera
secuenciacion. En la Figura 11, se observa la electroforesis automatizada de las
muestras 1 a 4, evidenciando fragmentos claramente definidos, lo que sugiere
una correcta preparacion de las librerias y la integridad de los amplicones. Las
bandas en las posiciones esperadas indican que los fragmentos de ADN
generados estan en el rango de tamarfos adecuado, asegurando que las

regiones objetivo fueron amplificadas de manera efectiva.

En la Figura 12, se presenta la distribucién detallada de los amplicones para
cada muestra, donde se observan picos de ADN en el entorno de 200 pb, tamafio
concordante con los disefios del panel. Este perfil es caracteristico de
amplicones generados para secuenciacion en paneles de genes especificos, y
la aparicion de picos nitidos en todas las muestras sugiere que no hubo

contaminaciéon ni amplificacidon inespecifica significativa. La intensidad de los
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picos es uniforme entre las muestras, lo que indica una preparacién homogénea

y una cantidad de ADN comparable entre ellas.

Estos resultados son consistentes con estudios previos que indican que
amplicones de aproximadamente 200 pb son Optimos para secuenciacion en
plataformas de lon Torrent, utilizando el chip 530. En conjunto, estos datos
confirman que las librerias estan correctamente preparadas y que los
amplicones generados cumplen con los requisitos de tamafno y pureza, lo que

asegura una secuenciacion eficiente y confiable en pasos posteriores.

6.3. Resultados primera secuenciacion.: Optimizacion

Para evaluar las diferentes condiciones de las muestras secuenciadas en la
primera instancia, analizamos el promedio de profundidad de lectura por
amplicon. La profundidad de lectura es un indicador fundamental de la cobertura
y fiabilidad del panel, ya que asegura que las regiones de interés estén
suficientemente representadas para una deteccién precisa de variantes. Este
analisis fue realizado tanto para el panel de 17 genes como para el panel de

inestabilidad de microsatélites (MSI).

En la Tabla 8 se presentan los valores de la media de profundidad por amplicon
para ambos paneles, y los resultados graficos se muestran en la Figura 14. En
esta figura, se observa la distribucion de la cobertura promedio por amplicén en
cada panel y corrida, lo cual permite visualizar las variaciones en profundidad
de lectura entre el panel de 17 genes y el panel de MSI en cada secuenciacion.
Este enfoque nos facilita identificar diferencias en la profundidad alcanzada para
cada panel y optimizar las condiciones de secuenciacién para asegurar una

representacion equilibrada y precisa de los amplicones en futuros experimentos.
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Tabla 8: Anélisis de secuenciacion, valor de la media de profundidad por amplicon para
el panel de genes y MSI:

Muestra Media panel 17 genes Media panel MSI
1 983 199
2 1005 45
3 1019 197
4 878 1426
10000+
3 T
= o0 B3 — =
3 T 1
z 100+
a8
2 -
= L - L
= 10+ .
E
1

17 MSI 17 MSI 17 MSI 17 MSI

MUESTRA: 1 2 3 4

Figura 14: Evaluacion de profundidad por amplicon de las muestras 1, 2, 3 y 4. 17: refiere al
panel de 17 genes MSI: refiere al panel de inestabilidad de microsatélites

Al observar la profundidad promedio obtenida para el panel de 17 genes,
notamos que las diferentes muestras presentan una profundidad relativamente
similar. La muestra 3, en particular, muestra una mayor profundidad de lectura;
esta muestra fue preparada con una relacién de volumen de producto de PCR
del doble para el panel genes y un mismo numero de ciclos de PCR para los dos
paneles. En contraste, la corrida 4 fue la que presentd la menor profundidad en

el panel de genes.

En cuanto a la cobertura para el panel de MSI, la corrida 4 se destaca con una

profundidad significativamente mayor en comparacion con las otras corridas.
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Esto podria atribuirse al uso de un numero de ciclos diferenciales en la PCR de
esta muestra, donde se realizaron 19 ciclos para el panel de MSl y 16 ciclos para
el panel de genes. Esta diferencia en el niumero de ciclos podria estar sugiriendo
que un mayor numero de ciclos para el panel de genes resulta en una mayor
captacion de lecturas en la secuenciacion, reduciendo asi las lecturas para el
panel de MSI.

Otro aspecto relevante es que el uso de 15 ng de ADN en las muestras 3 y 4 no
parece afectar negativamente la profundidad ni la cobertura de los amplicones,
lo que indica que esta cantidad es suficiente para obtener buenos resultados en

ambos paneles.

En conclusidn, los resultados de esta primera secuenciacion sugieren varias
observaciones importantes: es posible trabajar con 15 ng de ADN y mantener
una buena profundidad de lectura; el uso de ciclos de PCR separados para cada
panel mejora la proporcidn de lecturas entre MSI y genes; y la proporciéon de
mezcla 5:5:2.5 resulta efectiva. Estos hallazgos ofrecen una base sélida para
optimizar futuras secuenciaciones manteniendo una cobertura balanceada y

rentable para ambos paneles.

6.4. Desemperio del panel en muestras tumorales

Tras las primeras conclusiones obtenidas en la secuenciacion inicial, realizamos
una segunda secuenciacion que incluyo tanto muestras de pacientes reales
como ADN comercial con mutaciones y frecuencias alélicas conocidas. Para
esta fase, utilizamos una proporcion de mezcla de productos de PCR de 5:5:2.5
y aplicamos un ciclado diferencial para cada pool de cebadores, siguiendo un
disefio optimizado para equilibrar la cobertura entre los paneles de genes y de

inestabilidad de microsatélites (MSI).

Como parte de la evaluacion de esta secuenciacion, analizamos la profundidad
de lectura obtenida para cada amplicén, es decir, el numero de veces que cada

region del ADN fue leida durante la secuenciacion. Los resultados de esta
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evaluacion se presentan en la figura 15, donde se observa la media de la

profundidad de lectura para cada amplicon.

En primer lugar, vemos la distribucion de la profundidad de los amplicones
(figura 15 - A) donde podemos observar que la mayoria de ellos alcanz6 una
profundidad suficiente, con una variacion moderada entre los diferentes
amplicones. Esta uniformidad es crucial para asegurar una representacion
homogénea en el panel de genes, indicando que la proporcién de mezcla

utilizada resulté adecuada para lograr una cobertura equilibrada.

En el segundo grafico, correspondiente al panel de MSI, observamos la
profundidad de lectura para cada amplicon en ese panel. La mayoria de los
amplicones se encuentran en un rango de profundidad aceptable, aunque
algunos presentan variaciones mas amplias, lo que podria estar relacionado con

la complejidad de las regiones repetitivas evaluadas en el panel de MSI.

A

10000 =

meqls&a:

T T T T T T T T
0 50 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Profundidad promedio / amplicon

Amplicones ordenados por profundidad (panel 17 genes)

10000 =

Percentil 76 =
Mediana =
1000

Percentil 25 =

Profundidad promedio / amplicon

Amplicones ordenados por profundidad (panel MSI)

Figura 15: Distribucion de la profundidad de lectura por amplicon en la segunda secuenciacion. A:
Distribucion de profundidad para amplicones del panel de 17 genes. B: Distribucion de profundidad
para amplicones del panel de MSI.
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Estos resultados sugieren que la combinacién de productos de PCR en la
proporcion 5:5:2.5, junto con el ciclado diferencial, fue eficaz para obtener una
cobertura adecuada en ambos paneles. La media de profundidad alcanzada en
cada amplicon demuestra que esta metodologia permite una secuenciacion
confiable tanto para genes especificos como para regiones de inestabilidad de
microsatélites, lo cual es fundamental para el diagndstico molecular en el contexto

clinico de cancer.

6.5. Identificacion de variantes v comparacion utilizando muestras

comerciales

Luego del procesamiento de los datos, obtenemos el numero de lecturas en las
cuales se detectd la mutacién y la cantidad de lecturas totales para ese
amplicén. El resultado de los analisis también nos arroja la frecuencia alélica de

la mutacién, la ubicacion gendmica entre otros datos.

A modo de control en primera instancia, analizamos los datos obtenidos para las
muestras comerciales y comparamos las variantes detectadas en nuestro panel
de genes y MSI, con las mutaciones tedricas proporcionadas por los fabricantes

de las muestras de ADN comercial.

La tabla 9 presenta los resultados de esta comparacion para una de las muestras
de ADN comercial (#HD832, Horizon Discovery), destacando tanto la frecuencia

alélica esperada como la frecuencia alélica obtenida en nuestro analisis.

Tabla 9: Comparacion de variantes detectadas en el panel de secuenciacién con
frecuencias alélicas esperadas en muestras de ADN comercial (#HD832)

. Frecuencia Frecuencia
Cromosoma Gen Variante i1- i1 )
alélica esperada alélica obtenida
7 BRAF p.V600E 10,7% 10,05%
7 EGFR p-G719S 24,5% 23,75%
7 EGFR p.L858R 2,80% 4,05%
7 EGFR p.Q787Q 15,0% 11,50%
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12 KRAS p.G13D 15,0% 13,07%

12 KRAS p-G12D 6,30% 5,84%
7 MET p-A1357A 7,0% 6,14%
7 MET p.L238f5*25 7,0% 7,25%
1 NRAS p-Q61K 12,5% 12,10%
3 PIK3CA p.E545K 8,80% 7,30%
3 PIK3CA p.-H1047R 17,5% 17,58%

La deteccidn de variantes en genes relevantes, como BRAF, EGFR, KRAS, MET,
NRAS y PIK3CA, confirma la precisién de nuestro panel de secuenciacion para
identificar mutaciones en genes de interés clinico. Observamos que la
frecuencia alélica obtenida en la mayoria de los casos es similar a la frecuencia
tedrica esperada, con algunas variaciones menores. Por ejemplo, en el caso de
la variante p.G719S del gen EGFR, la frecuencia alélica esperada era de 24.5%,
mientras que obtuvimos un valor muy cercano, de 23.75%. Estas coincidencias
indican que el panel es adecuado para detectar variantes de baja frecuencia con
un alto grado de precision, lo cual es fundamental para estudios en los que
pequefias diferencias en la frecuencia alélica pueden tener implicaciones

clinicas significativas.

La fabla 10 presenta los resultados de esta comparacion para otra de las
muestras de ADN comercial (#HD810, Horizon Discovery), destacando tanto la
frecuencia alélica esperada como la frecuencia alélica obtenida en nuestro

analisis.
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Tabla 10: Comparacion de variantes detectadas en el panel de secuenciacidn con
frecuencias alélicas esperadas en muestras de ADN comercial (#HD810)

Frecuencia alélica

Frecuencia alélica

Cromosoma Gen Variante esperada (%) obtenida (%)
17 (1:3151 S1634G** 7,5 8.4
17 351 K1183R 7,5 9
17 351 K820F 75 8.9
17 oY RI443STOP 32,5 343
17 331 D435Y 7,5 83
17 (?:1 PS7IL 15 17,6
13 352 N289H 7,5 13,6
13 352 V2466A 100 99,5
13 352 N991D 7,5 9,3
13 352 K1691fs 32,5 32,8
13 o8 N1784fs 40 34,6
13 352 D1420Y 32,5 31
13 (}:352 12675fs 10 16,1
17 BPRII S919p 100 99,6
2 }f’]‘; R378S 42,5 46,7

Para ambas muestras, se observan pequefias desviaciones en algunas

variantes. Estas diferencias pueden atribuirse a factores técnicos, como la

eficiencia de la amplificacién o el numero de ciclos de PCR aplicados, o0 a la

calidad del ADN en las muestras comerciales. A pesar de estas variaciones, los

resultados generales reflejan una alta concordancia entre las frecuencias

alélicas esperadas y las obtenidas, lo que valida el uso de nuestro panel de

secuenciacion para la identificacion precisa de mutaciones en muestras clinicas.
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6.5.1. Aproximacion a la deteccion del limite inferior de frecuencia alélica con este

diserio experimental

Con el objetivo de determinar el limite inferior de frecuencia alélica detectable
con este panel, es que ensayamos una muestra comercial secuenciando la
misma libreria en dos secuenciaciones diferentes con profundidades diferentes.
Para ello, utilizamos la muestra de ADN comercial (#HD 125, Horizon Discovery),
la cual posee 5% de frecuencia alélica del cambio C > T en la posicion 55249071
del cromosoma 7 (hg19), lo que produce una mutacion en el gen EGFR con
cambio en la secuencia aminoacidica (p.T790M). Los resultados obtenidos se

muestran en la tabla 11.

Tabla 11: Resultados obtenidos de secuenciar la misma libreria de muestra con diferente
profundidad

Lecturas Largo promedio de las  Lecturas de la Lecturas totales  Frecuencia Alélica

totales lecturas (pb) mutacion para el sitio experimental
2498632 111 158 2960 5,3%
597878 112 25 656 3,8%

Observando los resultados obtenidos en la tabla 11, vemos que al dar una
profundidad mayor a la secuenciacion obtenemos una frecuencia alélica
experimental de 5,3% la cual se aproxima al valor esperado. Por otra parte,
cuando la misma libreria es secuenciada asignandole una profundidad de 4

veces menor aun es detectable la mutacion presente en este tejido.

La secuenciacion a una profundidad cercana a 500K de lecturas es un escenario
similar al esperado en un contexto de desarrollo del test teniendo en cuenta el
costo por muestra. Observamos que al bajar la profundidad asignada a la
muestra obtenemos una frecuencia alélica experimental menor a la esperada.
Esta desviacion es esperada ya que al asignar un numero menor de lectura se
pierda precision en la frecuencia alélica esperada. Igualmente, destacamos la

deteccion de alteraciones en un tejido con muy baja frecuencia mutacional.
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Estos resultados respaldan la capacidad de nuestro panel para ser utilizado en
el diagnostico molecular, proporcionando una herramienta confiable para la
deteccién de mutaciones en genes clave involucrados en la oncogénesis. La
buena correlacidén entre las frecuencias esperadas y obtenidas sugiere que el
sistema es adecuado para aplicaciones clinicas y que puede detectar variantes
con una frecuencia alélica cercana a los valores tedricos proporcionados por los

fabricantes

6.6 Desempenio muestras con diferente antigtiedad

En esta fase del analisis, evaluamos el desempeio del panel de secuenciacion
en muestras tumorales reales de pacientes de diferente antigiedad de
extracciéon del tumor. Los resultados de la secuenciacion obtenidos para estas

muestras tumorales y comerciales se presentan en la tabla 12.

Tabla 12: Resultados de secuenciacion: muestras analizadas de diferente antigiiedad de
extraccion

Muestra Descripcion Antigiiedad / origen de la Largo promedio de

muestra las lecturas (pb)
ADN ..
control ADC{\O[iZg.Z’;CO -/ en solucion 114
CEPH !
2 ADN tumoral de > [ aio / FFPE 89
paciente
3 Muestra real de > [ aio / FFPE 76
paciente
ADN comercial
5 HEID832 -/ FFPE 113
6 ADN tumoral de > [ aio / FFPE 88
paciente
7 ADN tumoral de > [ aio / FFPE 78
paciente
ADN comercial
8 4HD25 -/ FFPE 111
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ADN tumoral de
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ADN tumoral de
paciente

ADN tumoral de
paciente

ADN tumoral de
paciente

ADN tumoral de
paciente

ADN tumoral de
paciente

< [ afio / FFPE

< [ afio / FFPE

< [ aiio / FFPE

< [ anio/ FFPE

< [ anio/ FFPE

< [ anio/ FFPE

> | anio / FFPE

< [ anio/ FFPE

> | ario / FFPE

> [ afio / FFPE

> [ afio / FFPE

< [ afio / FFPE

114

115

112

104

108

108

79

106

96

83

71

111

En primer lugar, observamos que el tamafio promedio de lecturas es menor en

muestras tumorales de mayor antigiedad de extraccion (> 1 afio de extraccién de

ADN). También, vemos que las muestras que fueron extraidas hace menos de un

ano, presentan un largo promedio similar al que tienen las muestras control de

ADN comercial. Las muestras extraidas recientemente tienen un largo promedio

de lecturas de 109,7 pb y las muestras extraidas hace mas de un afno tienen un

largo promedio de 82,5 pb. Estos resultados muestran que hay una diferencia
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significativa en el largo de lectura obtenido entre muestras antiguas y recientes,

con un p-valor de 0.0003 por el test de T de Mann Whitney.

Este resultado puede atribuirse a la fragmentacion del ADN, que es
significativamente mas pronunciada en muestras FFPE de mayor antigiedad.
Esto podria explicarse por el deterioro y la mayor fragmentacién del ADN debido
a los efectos de la fijaciébn con formalina y el tiempo de almacenamiento
prolongado. La formalina genera entrecruzamientos y dafios quimicos en las
moléculas de ADN, lo que con el tiempo reduce la integridad del material genético.
Este proceso impacta negativamente en la calidad de los fragmentos obtenidos,

resultando en lecturas mas cortas en las muestras mas antiguas.
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Figura 16: Porcentaje de lecturas mapeadas en los paneles de 17 genes y de inestabilidad de
microsatélites (MSI) en muestras de diferente antigiiedad. Esperado: Distribucion esperada de
las lecturas segun la cantidad de amplicones de cada panel (926 para el panel de genes y 76 para
el panel de MSI)

Observamos que las muestras mas antiguas presentan un mayor porcentaje de
lecturas mapeadas en el panel de MSI en comparaciéon con el panel de 17

genes. Dado que el panel de MSI se compone de amplicones mas cortos
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(promedio de 86 pb) en comparacién con el panel de 17 genes (promedio de
175 pb), el ADN fragmentado en muestras antiguas es mas compatible con el

tamano de los amplicones de MSI, facilitando su amplificacion y mapeo.

Este hallazgo sugiere que la antigliedad y el estado de fragmentacion del ADN
pueden influir en la eficiencia de mapeo en funcion del tamafo de los amplicones
en cada panel. Especificamente, las muestras antiguas, al contener fragmentos

de ADN mas cortos, podrian favorecer el rendimiento del panel de MSI.

Estas observaciones son importantes para la interpretacion de resultados en
estudios que involucren muestras de ADN almacenadas por periodos
prolongados, ya que indica que la eficiencia de deteccion puede variar segun el

panel utilizado y la calidad del ADN en funcién de su antigliedad.
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7. Conclusiones y perspectivas

En esta investigacion, logramos establecer una proporcién 6ptima entre los dos
paneles evaluados, permitiendo realizar una unica secuenciacion por muestra
que brinda una cobertura y profundidad adecuadas para cada tipo de analisis.
Asimismo, nuestro panel corrobor¢ las variantes génicas presentes en el ADN
de referencia, mostrando frecuencias comparables a las reportadas por sus
fabricantes. Esto valida el correcto desempefo de nuestro panel en condiciones

experimentales controladas.

Por otra parte, fue posible utilizar este test para evaluar muestras de tumor
(FFPE) de pacientes obteniendo coberturas y profundidades similares a las

obtenidas en las muestras comerciales.

Para futuras investigaciones, es fundamental ampliar la validacién del panel
utilizando un mayor numero de muestras tumorales para confirmar su
aplicabilidad en un contexto clinico. Ademas, se recomienda determinar el
umbral minimo de frecuencia alélica detectable en funcion de las lecturas totales
obtenidas, lo cual optimizara la precision en la identificacién de variantes de baja
frecuencia. Sera también necesario llevar a cabo un analisis exhaustivo de las
regiones con baja cobertura para descartar la presencia de mutaciones
relevantes en estas areas y mejorar la interpretacion de los resultados.
Finalmente, se plantea realizar el analisis de inestabilidad de microsatélites tanto
con lon Reporter como con diferentes herramientas de uso libre y evaluar el
desempefo de ambas estrategias para determinar el estado de inestabilidad

para cada muestra.
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8. Aspectos Eticos

Este proyecto ha sido aprobado por el CECISH (Comité Etico y Cientifico de
Investigacion en Seres Humanos) de la Direccion Nacional de Sanidad de las

Fuerzas Armadas en febrero de 2021.

0. Financiacidon

Esta tesina se desarroll6 en el contexto del Proyecto de investigacion aplicada
financiado por el Fondo Maria Vifas, Agencia Nacional de Investigacién e
Innovacion (FMV_3_2020_1_162775), responsable cientifica Cecilia Mathd
titulado “Desarrollo de un test para la identificacion integrada de multiples tipos de

alteraciones genomicas accionables en pan-cancer mediante NGS.”
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11.Anexo

11.1 Protocolo de preparacion de librerias

1. Amplificacion de los genes de interés:

El protocolo que se muestra debajo fue adaptado a partir del Apéndice B del
Manual del lonAmpliSeq Library Kit Plus. Se sigui6 el protocolo de 3 pool panels
at 2X concentration, debido a que los cebadores tienen esta caracteristica y se
muestra el ejemplo utilizando 15 ng de ADN gendmico obtenido de FFPE como
partida y la mitad de volumenes de los reactivos de librerias sugeridos por el

fabricante.

Preparacion de Ila Master Mix: En tubos eppendorf Lo-Bind

5 X lon Ampliseq HiFi Mix 3.5 pl
ADN <5 pl (15 ng finales) (conc. minima 3 ng/pl)

Nuclease free water hasta 8.5 pl volumen final

A partir de esta Master mix se ponen 2.5 ul en cada tubo de PCR (3 tubos) y se
agregan a estos 2.5 pl de pool de cebadores 1y 2.5 yl de pool de cebadores 2

y 2.5 pl de pool de cebadores para MSI.

Programa de ciclado

1 Ciclo Activacion de la enzima | 99°C | 2 minutos

19 Ciclos Desnaturalizacion 99°C | 15 segundos
Anneal & extend 60°C | 4 minutos

Hold - 10°C 0
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(*) Los 19 Ciclos estan asociados al numero de cebadores en los pools. Ver

tabla debajo.

Los pooles 1y 2 requieren 16 ciclos o 19 ciclos (dependiendo si es ADN de

buena calidad o baja calidad, respectivamente.) El pool 3 que es el panel de

MSI llevaria 19 o 22 ciclos segun la tabla extraida de la guia:

Recommended number of amplification
cycles
i # (10 ng DNA, 3,000 copies)
il pallrs pee - Anneal/extend time
poo Low quality DNA
High quality DNA (FFPE DNA or
cfDNA)
12-24 21 24 4 minutes
25-48 20 23 4 minutes
49-96 19 22 4 minutes
97-192 18 21 4 minutes
193-384 17 20 4 minutes
385-768 16 19 4 minutes
769-1,536 15 18 8 minutes
1,537-3,072 14 17 8 minutes
3,073-6,144 13 16 16 minutes
6,145-24,576 12 15 16 minutes

En todos los casos dicen de partir de 10 ng que es lo que hicimos porque

partimos de 30 ng y lo repartimos en 3 tubos. Al utilizar la mitad del kit de

libreria utilizamos en algunos casos 15 ng de ADN total de muestra.

--- STOPPING POINT --- Estos productos de PCR se pueden guardar a 10°C

overnight (heladera) o a -20°C por mas tiempo.

2) Digestion parcial de los amplicones

Juntar los tubos de las 3 PCRs correspondientes a cada pool antes de agregar

la FuPa, las proporciones de cada una van a variar, el volumen final deberia
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ser 15 pl. Colocamos 5 ul de pool 1y 2y 2.5 pl del pool de MSI, completando
con 2.5 pl para llegar a los 15 pl.

Se agregan 1.5 pl de FuPa a cada tubo y pipetear suavemente 5 veces cada

tubo para homogeneizar (hacerlo en frio)

Programa de Ciclado:

50°C - 10 min
55°C - 10 min
60°C - 20 min

10°C - hold (hasta 1 hr maximo)

3) Ligar adaptadores a amplicones

a. Dilucién de adaptadores (1:4)

lon P1 adapter 1l

lon Xpress Barcode | 1pl

Nuclease free water | 2l

Total 4 ul - Se toman 3 pl para cada tubo del mismo paciente.

b. Ligacion:

Switch Solution 3 ul

Barcode dilution (de parte a) | 1.5 ul

Amplicones digeridos 16.5 pl

Total 42 ul




Agregar 1.5 pl de ADN ligasa, cada tubo queda con 22.5 yl, realizar vortex y

spin.

Programa de ciclado PCR:

22°C - 30 min
68°C - 5 min
72°C - 5 min

10°C - hold hasta 24 hs

--- STOPPING POINT --- Estos productos se pueden guardar a 10°C overnight

(heladera) o a -20°C por mas tiempo.

4) Purificacion con AMPURE.

1. Preparar etanol 70% suficiente para el numero de muestras (se necesitan
realizar 2 lavados de 300 ul cada uno por muestra, calcular entonces 620

Ml por muestra)

2. Poner en lo-bind tubes todo el volumen del paso anterior (22.5 ul) mas
33.75 pl de Agencourt AMPure XP Reagent (1,5 X sample volume) pipetear
arriba y abajo 5 veces y vortexear. (Este es el ultimo punto donde

escalamos por tener 3 pooles).

3. Incubar las muestras a temperatura ambiente por 5 minutos (mientras tanto

poner a descongelar el low TE).

4. Spinear por 2 segundos si es necesario y quedaron gotas en las paredes,

no pelletear las beads!!
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5. Poner los tubos en un rack magnético e incubar un minimo de 2 minutos o

hasta que la solucion se aclare.

6. Sacar cuidadosamente y descartar el sobrenadante sin distorsionar el

pellet.

7. Agregar ~200-300 ul de etanol 70%, asegurarse que las beads queden

totalmente cubiertas.
8. Girar rapido el tubo en el rack magnético (2 vueltas)

9. Sacar cuidadosamente y descartar el sobrenadante sin distorsionar el

pellet (no sacar del rack magnético)

10. Agregar ~200-300 pl de etanol 70%, asegurarse que las beads queden

totalmente cubiertas.
11. Girar rapido el tubo en el rack magnético (2 vueltas)

12. Sacar cuidadosamente y descartar el sobrenadante sin distorsionar el

pellet (no sacar del rack magnético)

13. Asegurarse que no quede etanol en el tubo, sacando bien con pipeta. Si es

necesario spineary sacar con pieptapipeta p20 el resto de etanol.

14. Dejar secar 5 minutos en el rack magnético con la tapa abierta para que se
evapore el etanol,sin sobre-secar Tiene que haber perdido el brillo y estar

opaco.

5) Amplificacion de las librerias

1. Sacar los tubos del magneto y adicionarle 25 ul de 1X Library Amp Mixy y
1yl de 25X Library Amp Primers.



2. Vortexear bien la mezcla y breve centrifugacion.
3. Poner los tubos en el magneto, y esperar por al menos 2 minutos.

4. Transferir cuidadosamente ~25 pl de sobrenadante a un tubo de PCR sin

distorsionar el pellet.

Programa de ciclado PCR:

98°C- 2 min 1 ciclo
98°C- 15 seg

5 ciclos
64°C- 1 min

10°C- hold hasta 24 hs

6) Purificacion de las librerias amplificadas

6.1 Primera ronda de purificacion con AMPure al 0.5 X:

1.Centrifugar los tubos post PCR

2.Agregar 12.5 pl (0.5X) a cada tubo que contiene ~25 ul de libreria y mezclar

bien.
3. Incubar la muestra por 5 min a temperatura ambiente.

4. Poner los tubos en un rack magnético e incubar un minimo de 5 minutos o

hasta que la solucion se aclare.

5. Cuidadosamente trasnferir el sobrenadante de cada pocillo a un tubo
wppendorf ADN lo-bind.

6.2 Sequnda ronda de purificacién con AMPure al 1.2 X:

1.Agregar 30 pl (1.2X del volumen inicial de libreria post-amplificacion) a los

tubos lo -bindl ppipetear arriba y abajo 5 veces y vortexear.
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2. Incubar las muestras a temperatura ambiente por 5 minutos

3. Centrifugar brevemente Spinear por 2 segundos si es necesario y quedaron

gotas en las paredes, no pelletear las beads!!

4. Poner los tubos en un rack magnético e incubar un minimo de 2 minutos o

hasta que la solucion se aclare.
5. Sacar cuidadosamente y descartar el sobrenadante sin distorsionar el pellet.

6.Agregar ~200-300 pl de etanol 70%, asegurarse que las beads queden

totalmente cubiertas.
7.Girar rapido el tubo en el rack magnético (2 vueltas)

8. Sacar cuidadosamente y descartar el sobrenadante sin distorsionar el pellet

(no sacar del rack magnético)

9. Agregar ~200-300 pl de etanol 70%, asegurarse que las beads queden

totalmente cubiertas.
10. Girar rapido el tubo en el rack magnético (2 vueltas)

11. Sacar cuidadosamente y descartar el sobrenadante sin distorsionar el pellet

(no sacar del rack magnético)

12.Dejar secar 5 minutos en el rack magnético con la tapa abierta para que se

evapore el etanol,sin sobre-secar

13. Sacar el tubo del rack magnético y agregar 30 pl de low TE para dispersar

las beads magnéticas, subiendo y bajando volumen mas de 5 veces.
14. Incubar a temperatura ambiente por lo menos 2 minutos.

15. Colocar el tubo en el rack magnético, esperar al menos dos minutos y

recoger el sobrenadante, el cual contiene la libreria.

16. Evaluar la cantidad de la libreria utilizando Qubit y la distribucién de

fragmentos obtenidos utilizando Bioanalyzer.
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11.2 Comandos utilizados en el analisis bioinformatico

A continuacion, se listan los programas utilizados y el comando ejemplo que se
utilizé para cada uno de ellos. Se presenta en /talicas los nombres genéricos de
los archivos. Los comandos se presentan en un orden cronolégico donde,
generalmente, el archivo de salida de un programa se carga como entrada en el

siguiente y asi sucesivamente.

1. Bowtie2.

Utilizamos este programa para mapear nuestras lecturas al genoma humano.
Previo a utilizar bowtie2 se debe indexar el genoma humano de referencia (archivo
fasta, en este caso del hg19) lo que nos produce 4 archivos que quedan bajo el
prefijo que nosotros le asignemos en el paso de indexado. Ese prefijo es el que
se debe aportar al momento de realizar el comando de mapeo que presentamos

a continuacion.

bowtie2 -p4 --local -x ruta_a _referencia/prefijo_referencia

archivo_Llecturas.fastq -S archivo_mapeo.sam

2. Samtools

Se utilizé la suite de programas conocida como Samtools para manipular los
archivos de mapeo que genera el mapeador (archivo de texto plano .sam). En
breve, el primer programa genera un archivo de mapeo binario (.bam) que es de
menor tamafo y da lugar a una consulta mucho mas rapida para los siguientes
programas. Luego, empleando el programa sort, los datos de mapeo de cada
lectura se ordenan segun las coordenadas del genoma. Por ultimo, el programa
index construye un indice que es necesario en el caso de que se quiera

inspeccionar los mapeos en un visualizador genémico (Por ejemplo, IGV viewer)
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2a. Samtools view
samtools view -bS archivo_mapeo.sam > archivo_mapeo_binario.bam
2b. Samtools sort

samtools sort archivo_mapeo _binario.bam -0

archivo_mapeo_binario_ordenado.bam
2c. Samtools index

samtools index -b archivo_mapeo_binario_ordenado.bam -0

archivo_mapeo_binario_ordenado.bam.bail

3. BedTools counts

Previo a realizar los conteos preparamos un archivo de anotacion (archivo .gff) a
partir de los archivos de regiones (archivos .bed) que Ampliseq nos provee para
cada panel. Para esto utilizamos comandos de manipulacion de archivos de texto
de linux para compaginar la informacion de ambos archivos. Luego usamos una
herramienta de conversiéon de BED a GFF (BED-to-GFF converter) del Servidor
Online de Galaxy (https://usegalaxy.org/root?tool id=bed2gff1).

La asignacion de las lecturas a cada amplicon no resulta trivial en el caso de
exones grandes donde existen amplicones contiguos que presentan
solapamiento. Luego de evaluar varias alternativas, consideramos que aplicar las
opciones —f 0.90 y —F 0.90 de modo alternativo (opcion -e) nos ofrecia resultados
aceptables para seguir trabajando. En particular la opcién —f 0.90 exige que la
lectura en cuestion cubra el 90% de la region (amplicon) donde se quiere asignar.
La opcion —F 0.90 exige que el 90% de la lectura esté incluida en la region en
cuestion para ser considerada. Al incluir la opcién -e, esto significa que se van a
contar las lecturas que cumplan una u otra de las condiciones (-f o -F). Lo que
observamos en nuestros datos es que esta configuracion minimiza los conteos

por duplicado para amplicones que presentan mucho solapamiento, al tiempo que
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esto recupera muchas lecturas cortas incompletas que son comunes para el caso
de los amplicones del panel de inestabilidad y también es comun que se

produzcan cuando la calidad del ADN no es 6ptima.

bedtools coverage -counts -e -f 0.90 -F 0.90 -a
archivo_amplicones.gff -b archivo_mapeo_binario_ordenado.bam >

archivo_conteo. txt

4. Exportar a archivos xIs y graficas en GraphPad

Los archivos de conteo obtenidos son archivos de texto plano tabulares y
presentan para cada amplicon el numero de lecturas asignado al mismo.
Compilamos en una hoja de calculo los conteos obtenidos para los amplicones en
cada una de nuestras muestras de secuenciacién para llevar adelante los analisis.
Se realizaron graficos y analisis estadisticos utilizando el software GraphPad
Prism v8.0.2.
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