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Resumen

Introduccion. El melanoma cutdaneo (MC) es el cancer de piel con mayor tasa de mortalidad. Un
desafio actual es establecer pardmetros que permitan un rapido seguimiento de la respuesta
clinica de los pacientes a diferentes terapias. Por lo que planteamos como hipdtesis de trabajo
gue la determinacién de los niveles de ADN circulante tumoral (ADNct) en muestras de biopsias
liqguidas de pacientes con melanoma metastasico seria un biomarcador de la carga tumoral
sistémica del paciente, con impacto tanto en el prondstico inicial como en la respuesta clinica al
tratamiento asignado. Y como objetivo analizar los niveles de oncogenes prevalentes en ADNct
en biopsias liquidas de plasma sanguineo de una poblacién de pacientes con melanoma cutdneo
metastdsico, y su correlacién con la evolucion clinica.

Metodologia. Se analizé una cohorte de 19 pacientes con MC: 4 estadio Ill y 15 estadio IV; 5
pacientes recibieron inhibidores y 14 inmunoterapia. Se recolecté sangre anticoagulada con EDTA
a las 0,6, y 12 semanas desde el inicio del tratamiento, purificando el ADN circulante libre de
células del plasma. Se trabajé en la optimizacion de ensayos para la deteccién de biomarcadores
en oncogenes prevalentes en MC por PCR digital: BRAF junto a BRAF"®%* (BRAF'%MUT),
NRAS?™¥ junto a NRAS?®® (NRAS ™UT) v bTERT™** junto a pTERT™*® (pTERT). Los ensayos de
deteccidn por sondas de hidrdlisis (sistema fluoréforo/bloqueador) fueron disefados en el
laboratorio y optimizados en forma secuencial por PCR de punto final, PCR cuantitativa, y PCR
digital.

Resultados. Se optimizaron las reacciones BRAFV™"y NRAS®®'™* para PCR digital, estableciendo
un LOB/LOD de 1/5y 5,47/10,90 respectivamente. Con respecto al analisis de las biopsias liquidas
de los pacientes, se obtuvo ADN circulante libre de células en todas las muestras de plasma

FY600MUT " an aquellos

(n=48), con biomarcador evaluable en 16/19 casos. En los casos BRA
pacientes libres de enfermedad no se detecté ADNct. En aquellos con enfermedad estable o
respuesta parcial, se observd una disminucidon a cero de los niveles de ADNct. Aquellos que
progresaron presentaron ADNct>10% al inicio y ADNct>0% al final del periodo de seguimiento. En
los casos BRAF™" uno con enfermedad estable presenté disminucién a cero de ADNct

NRAS™MUT 'y otro con progresion niveles estables de ADNct.

Conclusiones. El analisis de esta poblacidn inicial revela que se detecté ADNct en pacientes con
MC de diferentes estadios clinicos, tratados con inhibidores o con inmunoterapia. Los niveles
iniciales de ADNct y sus variaciones reflejaron la respuesta clinica al tratamiento. Estos resultados
destacan el potencial de las biopsias liquidas para monitorear la evolucidn clinica de los pacientes
en tiempo real y en forma no invasiva.

Palabras clave: biopsias liquidas, melanoma cutaneo, oncogenes, ADN circulante tumoral, PCR
digital



Siglas

Control sin templado (NTC, non-template control)
Melanoma cutaneo (MC)

Proteina quinasa activada por mitogenos (MAPK)
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Glutamina (Q)
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Transcriptasa reversa del gen de la telomerasa (TERT)
Promotor TERT (TERTp)

Factores de transcripcion E-26 (ETS)

Factor complejo ternario (TCF)

ADN libre de células circulantes (ADNclc)

PCR cuantitativa (qPCR)

Acido desoxirribonucleico (ADN)

ADN circulante tumoral (ADNCct)

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

PCR digital por gotas (ddPCR)

Marcadores de peso molecular (MPM)
Deoxinucledtidos trifosfato (ANTP)

Limite de blanco (LoB)

Limite de deteccidn (LoD)

Instituto Alexander Fleming (IAF)

Touchdown (TD)

NGS (next generation sequencing)

Factores de intercambio de guanina (GEF)

Proteinas activadoras de GTPasa (GAP)

Neurofibromina 1 (NF1)

Proteinas MAP quinasas quinasa quinasa 1 activada por mitégeno (MAP2K1)
Proteina quinasa quinasa 2 activada por mitégeno (MAP2K2)
Proteina quinasa 3 activada por mitégeno (MAPK3 o ERK1)
Proteina quinasa 1 activada por mitégeno (MAPK1 o ERK2)
Receptor tirosina quinasa (RTK)

Factor complejo ternario (TCF)

Mecanismos de mantenimiento de los telémeros (TMM)
PCR en tiempo real (RT-qPCR)

Células tumorales circulantes (CTC)

MicroARN (miARN)



ARN no codificantes (ARNnc)

Gen Septin-9 (SEPT9)

Promedio de falsos positivos (/AFP)

Copias de ADNc por pocillo de reaccidon (ADNc CPP)
Copias de ADNc por ml de plasma (ADNc CPMP)
Fraccion alélica mutacional (FAM)



Los resultados de esta tesis fueron parcialmente presentados en el IV Congreso Latinoamericano
de Farmacogenética y Medicina Personalizada (2021):

ANALISIS DE BIOMARCADORES PREVALENTES POR PCR DIGITAL EN BIOPSIAS LIQUIDAS DE
MELANOMA CUTANEO

LL Correa, MM Barrio, MB Sanchez, A Blanco, P Mandd, Y Pfliiger, M Angel, M Bianchini, V Taly, M
Chacon, J Mordoh, M Aris

Este trabajo obtuvo una mencion por mejor trabajo, otorgado por la Sociedad Latinoamericana
de Farmacogenética y Medicina Personalizada.



INTRODUCCION

1-Melanoma cutaneo (MC)

El melanoma es un tumor maligno de los melanocitos, células que producen el pigmento
melanina y que derivan de la cresta neural. La mayoria de los melanomas son cutaneos (MC), se
originan en la piel, pero también surgen en las mucosas o en otros sitios a los que migran los
melanocitos desde la cresta neural, como la Uvea del ojo (melanoma ocular). Los melanomas
uveales son muy diferentes al melanoma cutaneo en aspectos como la incidencia, los factores
prondsticos, las caracteristicas moleculares y el tratamiento (NIH, 2022).

Aunque el melanoma cutaneo constituye ~5% de todos los canceres de piel, representa
>75% de las muertes. La tasa de supervivencia relativa a 5 afios de los pacientes con enfermedad
localizada o regional es del 98% y 64%, respectivamente. Por el contrario, la tasa de supervivencia
a 5 afios cae al 23% en pacientes con melanoma metastasico. Una de las complicaciones mas
comunes que experimentan los pacientes con melanoma avanzado es la metastasis en el cerebro,
gue se diagnostica en >60 % de los casos y se identifica en hasta el 80% de los pacientes en la
autopsia (Rebecca W. et al, 2020).

El melanoma cutdneo presenta una incidencia creciente principalmente en las poblaciones
de piel clara de todo el mundo. El aumento del riesgo de melanoma cutdneo se debe a un una
exposicion elevada y en crecimiento a la radiacidn ultravioleta; asi como a factores que incluyen
antecedentes familiares, fenotipos pigmentarios, nimero de nevos melanociticos, la longitud de
los teldmeros e inmunosupresién (Landi et al., 2020).

La Figura 1 es una representacion esquematica de la estructura normal de la piel en la que
se indican los principales tipos de células que se encuentran en cada compartimento. En
términos generales, existen dos compartimentos grandes, la epidermis avascular y la dermis
vascular, con muchos tipos de células distribuidas en una matriz de tejido conectivo, formada en
gran parte por fibroblastos. En condicidn fisioldgica, los melanocitos se disponen a nivel de la
capa basal epidérmica y contactan con los queratinocitos por medio de sus dendritas, a razén de
un melanocito por cada 40 queratinocitos (unidad melanica epidérmica), o un melanocito por
cada 9 células basales. La piel normal tiene melanocitos, que son las células en las que se origina
el melanoma (NIH, 2022). Los melanocitos se derivan de las células de la cresta neural y migran al
compartimento epidérmico cerca de la octava semana de edad gestacional. Los melanocitos
contienen melanina, que se empaqueta en los melanosomas y se transporta a los queratinocitos
cercanos para inducir la pigmentacion de la piel (NIH, 2022).



/ / Tallo del pelo
3 Glandula sebacea
‘ : " Epidermis
/.

~Dermis

| Tejido
subcutaneo

Vaso linfatico
Nervio

Foliculo piloso

Tejido graso

—Célula basal Glandula sudoripara

—Membrana basal

—~Melanocito

© 2008 Terese Winslow
U.S. Govt. has certain rights

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura normal de la piel (NIH,2022).

En la Figura 2 se observan lesiones de melanomas con asimetria, bordes irregulares,
variacién de color y didmetro grande.

Figura 2. Distintas lesiones de melanoma cutaneo (NIH, 2022).

Una vez diagnosticado un melanoma, se hacen pruebas para saber si las células cancerosas
se diseminaron en la piel y en otras partes del cuerpo. La estadificacion es la determinacion del
estado de progresién de la enfermedad tumoral, y depende del espesor del tumor primario, su
diseminacion del cancer a los ganglios linfaticos regionales y a otras partes del cuerpo (sistema
TNM, AJCC-UICC), junto a otros factores clinicos e histopatolégicos (Gershenwald et al., 2018). La
informacion que se obtiene de este proceso determina el estadio de la enfermedad, lo cual es
importante para planificar el tratamiento.



Los siguientes estadios clinicos se utilizan en la estadificacidon del melanoma cutaneo:
Estadio 0 (melanoma in situ)

En el estadio O (Figura 3), se encuentran melanocitos anormales en la epidermis. Es
posible que estos melanocitos anormales se vuelvan cancerosos y se diseminen al tejido normal

cercano. El estadio 0 también se llama melanoma in situ (NIH, 2021).

Stage 0 Melanoma

Abnormal _—Epidermis
melanocytesbo— 7
—Dermis
:_Subcutaneous
i\ | tissue

Figura 3: Representacion del estadio O (melanoma in situ) de melanoma cutaneo (NIH, 2021).

Estadio |

En el estadio | (Figura 4), el cancer se formd, ocurridé la transformacién tumoral de los
melanocitos en melanoma. El estadio | se divide en los estadios IAy IB. En el estadio IA, el tumor
no mide mds de 1 mm de grosor. En el estadio IB, el tumor mide mas de 1 mm, pero no mas de 2
mm de grosor. A veces puede haber ruptura de la epidermis o ulceracidon. Los melanomas que
estan ulcerados tienden a presentar un peor prondstico (NIH, 2021).

Tumor is 1 mm Stage IA Melanoma

or less v

u
1 mm

Tumor is more than
1 mm but not more
than 2 mm

v ! Stage IB Melanoma

OR
No ulcer

_—Epidermis

—Dermis

7_Subcutaneous
| tissue

Figura 4: Representacion del estadio IA y IB de melanoma cutdneo (NIH, 2021).

-10-



Estadio Il

El estadio Il se divide en los estadios IIA, IIB y IIC, dependiendo de la medida del tumor
(mm), del grosor (mm), y de la presencia o ausencia de ulceracién (NIH, 2021).
Estadio Il

El estadio Il (Figura 5) se divide en los estadios IlIA, 1lIB, [IIC y IIID. En todos los casos se
encuentra cancer en por lo menos 1 ganglio linfatico regional al tumor primario. Varia la medida
del tumor (mm), la presencia o ausencia de ulceracion, el nimero de ganglios linfaticos
afectados, si son micro/macrometastasis, y si hay ruptura capsular del ganglio (NIH, 2021).

Stage Il Melanoma

Lymph

Figura 5: Representacion del estadio Il de melanoma cutaneo (NIH, 2021).

Estadio IV

En el estadio IV (Figura 6), el cancer se ha diseminado a lugares alejados del sitio original,
como piel o ganglios linfaticos lejanos, pulmdn, higado, médula espinal, hueso, tejido blando
(incluso el musculo), tubo gastrointestinal, y cerebro (NIH, 2021).

Stage IV Melanoma Melanoma has spread

to other parts of the

/ ) body:
Metastatic | 57— Brain
cancer \ 7

Cancer cells in 1 1 Spinal cord
lymph system.

Cancer cells
in the blood

Primary
cancer |

Gl tract

Distant lymph nodes

Figura 6.Representacién del estadio IV de melanoma cutaneo (NIH, 2021).
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El cdncer se disemina en el cuerpo de tres maneras: a través del tejido, del sistema
linfatico y la sangre. En el tejido, el cancer se disemina desde donde comenzd y se extiende hacia
las dreas cercanas. También puede colonizar el sistema linfatico, y de ahi entrar en circulacion
linfatica y/o sanguinea, llegando a otros tejidos y formando metastasis en otras partes del
cuerpo. El tumor metastdsico es el mismo tipo de cancer que el tumor primario. Por ejemplo, si el
melanoma se disemina al pulmédn, las células cancerosas en el pulmdn son, en realidad, células
tumorales de melanoma. La enfermedad es melanoma metastdsico, no cancer de pulmén. En
ocasiones el melanoma recidiva después del tratamiento, es decir que el cdncer puede regresar
en el area donde comenzd o en otras partes del cuerpo, como los pulmones o el higado (NIH,
2021).

El inicio y la progresion del melanoma cutdaneo estdn finamente impulsados por
alteraciones genéticas especificas. Aunque se pueden encontrar cientos de genes mutados en un
solo caso de melanoma cutdneo, sélo algunas mutaciones en genes clave son verdaderos
"impulsores" del tumor (driver mutations). El melanoma puede presentar mutaciones en
oncogenes conocidos que luego resultan hiperactivos en las células del melanoma, lo que
garantiza un crecimiento tumoral descontrolado. También pueden ocurrir mutaciones en los
genes supresores de tumores que controlan el crecimiento celular y que cuando mutan, estos
genes pierden su funcién permitiendo el crecimiento tumoral sin control (Scatena, 2021).

Una vez analizado el estadio del cdncer se puede determinar el tratamiento mas
adecuado para el paciente de melanoma. Los tratamientos estandar son:

Cirugia: Es el tratamiento primario que se usa para el melanoma en cualquier estadio
(NIH, 2021).

Quimioterapia: se usan medicamentos para interrumpir la formacion de células
cancerosas, ya sea mediante su destruccién o al impedir su multiplicacion (NIH, 2021).

Radioterapia: se usan rayos X de alta energia u otros tipos de radiacién para destruir
células cancerosas o impedir que se multipliquen (NIH, 2021).

Terapia dirigida: La terapia dirigida es un tipo de tratamiento para el que se utilizan
medicamentos u otras sustancias a fin de identificar y atacar células cancerosas especificas. Por lo
general, las terapias dirigidas causan menos dafio a las células normales que la quimioterapia o la
radioterapia (NIH, 2021).

e La terapia con inhibidores de la transduccion de sefiales se usa para tratar pacientes con
melanoma avanzado o tumores que no es posible extirpar, algunos de ellos son:

Inhibidores BRAF (dabrafenib, vemurafenib, encorafenib) que bloquean la actividad de

proteinas elaboradas por los genes BRAF mutados (NIH, 2021).

Inhibidores MEK (trametinib, cobimetinib, binimetinib) que bloquean unas proteinas
llamadas MEK1 y MEK2 que afectan la multiplicaciéon y supervivencia de las células
cancerosas (NIH, 2021).
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Las combinaciones de inhibidores BRAF e inhibidores MEK que se usan para tratar el melanoma
son Dabrafenib y trametinib, Vemurafenib y cobimetinib o Encorafenib y binimetinib (NIH, 2021).

Inmunoterapia: Se usa el sistema inmunitario del paciente para combatir el cancer. Se utilizan
sustancias elaboradas por el cuerpo o en el laboratorio para impulsar, dirigir o restaurar al
sistema inmunoldgico del cuerpo contra el cdncer (NIH, 2021). Hay distintos tipos de
inmunoterapias, las principales son:

e Terapia con inhibidores de puntos de control inmunolégico.
e Terapia con inhibidor de CTLA-4:

CTLA-4 es una proteina en la superficie de las células T que ayuda al cuerpo a mantener
bajo control las respuestas inmunitarias y evitar una reaccién exacerbada. Cuando CTLA-4
se une a otra proteina que se llama B7 en una célula cancerosa, impide que la célula T
destruya la célula cancerosa. Los inhibidores de CTLA-4 se unen a CTLA-4 y permiten que
las células T destruyan las células cancerosas al impedir la unién con B7. El ipilimumab es
un anticuerpo monoclonal inhibidor de CTLA-4 (NIH, 2021).

e Terapia con inhibidores de PD-1y PD-L1:

PD-1 es una proteina de la superficie de las células T que ayuda a mantener bajo control
las respuestas inmunitarias del cuerpo. PD-L1 es una proteina que se encuentra en
algunos tipos de células cancerosas. Cuando PD-1 se une a PD-L1, impide que la célula T
destruya la célula cancerosa. Los inhibidores de PD-1 y PD-L1 evitan que las proteinas
PD-1 y PD-L1 se unan entre si, lo que permite que las células T destruyan células
cancerosas. El pembrolizumab y el nivolumab son anticuerpos monoclonales inhibidores
de PD-1 (NIH, 2021).

1.1-Biologia Molecular del Melanoma Cutaneo

La via RAS/MAPK consiste en una cadena de proteinas intracelulares que regula las
funciones fisioldgicas de las células, incluido el crecimiento, la diferenciacion, la proliferaciény la
apoptosis. Los genes RAS incluyen NRAS, HRAS y KRAS, una familia multigénica que codifica
GTPasas unidas a nucledtidos de guanosina. La via de sefializacién comienza con la interaccién
entre un ligando y un receptor de superficie celular, ya sea un receptor acoplado a proteina G o
un receptor tirosina quinasa (Figura 7). Esto conduce a la activacién de RAS mediante la
conversion de RAS-GDP en RAS-GTP. A diferencia de los factores de intercambio de guanina (GEF),
las proteinas activadoras de GTPasa (GAP) catalizan la hidrdlisis de GTP por RAS, ya que RAS en si
tiene una actividad de GTPasa intrinseca baja (Al Mahi et al.,2022). En particular, la
neurofibromina 1 (NF1) regula negativamente este paso a través de la actividad de la proteina
activadora de GTPasa que convierte el RAS-GTP activo en el RAS-GDP inactivo (Al Mahi et
al.,2022).
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Figura 7: Esquema de la Via MAPK (Al Mabhi et al.,2022).

La proteina RAS activa interactia con muchos mediadores rio abajo, sobre todo al unirse
al dominio de unién a RAS del protooncogén BRAF o Raf-1, serina/treonina quinasa (RAF1). Esto
da como resultado la homo y heterodimerizacion y la activacion de RAF que luego activa las
proteinas MAP quinasas quinasa quinasa 1 activada por mitégeno (MAP2K1) y proteina quinasa
quinasa 2 activada por mitégeno (MAP2K2) a través de su fosforilacion. Estos a su vez fosforilan y
activan la proteina quinasa 3 activada por mitégeno (MAPK3 o ERK1) y/o la proteina quinasa 1
activada por mitégeno (MAPK1 o ERK2), los efectores de la via que controlan la progresion del
ciclo celular (Al Mahi et al.,2022). Por lo tanto, la desregulacién de la via MAPK es uno de los
eventos clave en la oncogénesis del MC, y la mayoria de los melanomas muestran la activacién de
esta via (Kiuru et al.,2017).

Amplificaciones cromosémicas o mutaciones activadoras del receptor tirosina quinasa
(RTK) KIT se encuentran en 5 a 10% de los melanomas cutdneos y confieren independencia de los
factores de crecimiento externos, por lo que representan una fuente importantes de
hiperactivacion de la via MAPK (Al Mahi et al.,2022). La proteina NF1, neurofibromina 1, regula
negativamente las proteinas RAS a través de su actividad GTPasa. Los melanomas con mutaciones
en NF1 generalmente ocurren en pieles expuestas al sol de manera crénica o en personas
mayores, muestran una alta carga de mutaciones y son de tipo salvaje (WT) para BRAF y NRAS. El
gen NF1 en 17ql1.2 consta de 60 exones y genera varias isoformas empalmadas

alternativamente. La mayoria de las mutaciones en NF1 son mutaciones de pérdida de funcidn.
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Estos incluyen mutaciones de sentido erréneo, sin sentido, de cambio de marco y del sitio de
empalme, inserciones, deleciones, deleciones grandes, incluido el gen NF1 y posiblemente otros
genes flanqueantes, y translocaciones. Por lo tanto, el gen ha sido clasificado como un supresor
de tumores (Kiuru et al.,2017).

En conclusidn, las lesiones genéticas causan la hiperactivacion de la via MAPK que impulsa
la transformacion oncogénica y mantiene el crecimiento del céncer, siendo la via MAPK la
principal via afectada en el melanoma cutaneo.

Las mutaciones de los oncogenes BRAF y NRAS son las alteraciones genéticas mas
frecuentes con tasas de mutacién de aproximadamente 50% y 28%, respectivamente (Vallée et
al., 2019) (Hayward et al., 2017). La activacidon de los oncogenes BRAF y NRAS por mutaciones
conducen a la sefalizacidén constitutiva de la via de la proteina quinasa activada por mitédgenos
(MAPK) vy, por lo tanto, promueven el crecimiento tumoral y la progresién tumoral (Heppt et al.,
2017). Estas mutaciones suelen ser mutuamente excluyentes (Garcia Alvarez et al., 2021). Los
datos de secuenciacidon de genoma completo de los melanomas mostraron que, ademads de las
mutaciones en melanomas BRAF y NRAS, las mutaciones recurrentes del promotor TERT fueron
las alteraciones gendmicas mas frecuentes con un porcentaje del 69% (Hayward et al., 2017).

El gen BRAF se encuentra en el cromosoma 7 (7934) y codifica la proteina BRAF, una enzima
intracelular de 94 kDa de 766 aminoacidos involucrada en la via de senalizacién MAPK. BRAF, asi
como las isoformas ARAF y CRAF, es una MAPK quinasa quinasa (MAPKKK) (Ottaviano et al.,
2021).

En cuanto al melanoma cutaneo, las alteraciones mas frecuentes y relevantes en la
secuencia del gen BRAF son mutaciones puntuales (SNP) en el exdén 15, afectando al codén V600.
BRAF'®% es, a nivel mundial, la mutacién mas frecuente observada en pacientes con melanoma
cutdneo, y representa el 70% de todas las mutaciones BRAF (50%) conocidas en la posicion V600.
Consiste en un cambio de aminodcido de valina (V) a acido glutdmico (E), lo que resulta en una
conformacion cataliticamente activa de BRAF, con un aumento de 480 veces en la actividad
quinasa en comparaciéon con la proteina nativa. BRAF'*®* es |a segunda mutacién mas comun
(10-20% de todas las mutaciones BRAF'*®) y consiste en un cambio de aminodcido, una valina (V)
reemplazada por una lisina (K) (Ottaviano et al., 2021) (Hayward et al., 2017). Los melanomas
cutdneos que albergan mutaciones BRAFY*®® y BRAF'**, incluso si son similares desde un punto
de vista molecular, tienen caracteristicas clinico-patoldgicas distintas. De hecho, los melanomas

FY*%% se consideran mas agresivos que los BRAF'*®* (Ottaviano et

cutdneos con mutaciones BRA
al, 2021). Los melanomas BRAF"*®* suelen aparecer en pacientes de edad avanzada, en la cabeza,
el cuello y en la piel dafiada cronicamente por el sol. Los datos muestran una carga mutacional
tumoral mds alta en los melanomas V600K y que varios grupos de genes, en particular genes
supresores de tumores y proto-oncogenes, estan mutados con mayor frecuencia en este
genotipo (Da Silva et al., 2020).

NRAS fue el primer oncogén reconocido en el melanoma y las mutaciones en NRAS
representan el 28% (Garcia Alvarez et al., 2021). El oncogén NRAS es un miembro de la
superfamilia de GTPasas p21, que tienen actividad GTPasa intrinseca, actuando como un
interruptor molecular para la transmisidon de sefiales de células reguladoras. Estas proteinas
participan en la activacién de la via MAPK / Fosfatidilinositol-3-Quinasa (MAPK / PI3K), durante la
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proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular (Scatena et al., 2021). Aunque las mutaciones
NRAS asociadas con la transformacion maligna se han detectado predominantemente en los
codones 12, 13 (exdén 2) y 61 (exdn 3), la mutacién del gen NRAS mdas comun en el melanoma
cutaneo ocurre en la posicion aminoacidica 61 con una frecuencia del 80% (Scatena et al., 2021).
En esta Ultima posicion se han reportado mutaciones que llevan al cambio del aminoacido
glutamina (Q) por arginina (R=38%), lisina (K=34%) 6 leucina (L=10%) (Garcia Alvarez et al., 2021).
Estas mutaciones bloquean NRAS en un estado de unién a GTP que deteriora su actividad
GTPasa, dando como resultado una activacion constitutiva de la sefializacion de MAPK. Estas
alteraciones provocan la desregulacién del ciclo celular y las sefiales de proliferacion celular
(Garcia Alvarez et al., 2021). El melanoma con mutacién en NRAS difiere del melanoma con
mutaciéon en BRAF desde un punto de vista clinico. Los pacientes suelen ser mayores (> 55 afios),
con historia de exposicién previa a los rayos UV. Las lesiones tienen predisposicién a las
extremidades superiores, y presentan mayor profundidad (indice de Breslow). En cuanto al
prondstico, similar al melanoma mutante en BRAF, la mutacién NRAS se ha relacionado con
rasgos de enfermedad agresivos, y con un mayor riesgo de afectacion visceral y cerebral (Garcia
Alvarez et al., 2021).

El gen TERT estd situado en el cromosoma 5p15.33 en humanos y es una parte integral y
esencial de la holoenzima telomerasa, cuya funcién es mantener la integridad de los teldmeros.
El gen TERT tiene una longitud de 42 kb y consta de 15 intrones y 16 exones con un nucleo
promotor de 260 pb. El dominio de la transcriptasa inversa esta codificado por 5-9 exones. La
region del promotor del gen TERT (pTERT) contiene cajas de GC donde se une el factor de
transcripcion Spl por motivos dedos de zinc, que aumenta la transcripcién del gen TERT, y cajas E
donde se pueden unir tanto a los potenciadores como a los represores de la transcripcion. TERTp
carece de una caja TATA pero contiene sitios de unién para numerosos factores de transcripcién
(Dratwa et al., 2020). Mas del 80% de los tumores adoptan diversas estrategias reguladoras,
conocidas como mecanismos de mantenimiento de los telémeros (TMM), que se basan en la
reactivacion de la telomerasa (Dratwa et al., 2020). Se han informado mutaciones somaticas C —
T altamente recurrentes en el promotor del gen TERT en una frecuencia aproximada del 69% en
melanoma cutaneo (Thomas et al., 2019). La mayoria son transiciones que ocurren en las
posiciones -124 o -146 rio arriba del sitio de inicio de la transcripcidén. Las mutaciones en estas
posiciones crean tramos de nucledtidos idénticos de 11 pb que contienen un sitio de unidn por
consenso para los factores de transcripcion E-26 (ETS) en la subfamilia del factor complejo
ternario (TCF) (Thomas et al., 2019). Otro punto de acceso TERT son las mutaciones promotoras
notificadas en melanomas que crean sitios de union ETS / TCF que ocurren en las posiciones
-57A>C, -124 125CC>TT 0-138 139CC> TT desde el sitio de inicio (Thomas et al., 2019).

1.2-Diagndstico molecular

Las técnicas de diagndstico basadas en pruebas moleculares son una gran alternativa para
brindar un diagndstico adecuado durante el curso de ciertas enfermedades. Los sistemas de
identificacidon de mutaciones que se aplican de forma rutinaria en los laboratorios de anatomia
patoldgica se pueden clasificar en métodos de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
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secuenciaciéon y métodos basados en PCR en tiempo real (RT-gPCR) (Rodriguez-peralto et al.
2014).

La secuenciacion por Sanger es la técnica molecular mas utilizada para el analisis y
detecciéon de mutaciones puntuales. Permite detectar qué cambio nucleotidico se encuentra en la
region de estudio cuando se lo compara con la secuencia consenso, es una técnica de costo
accesible. Sin embargo, aunque ha ido mejorando es una técnica con un limite de sensibilidad del
20%, que puede dar lugar a falsos negativos (Curry et al. 2012).

Otro de los métodos mas utilizados en los servicios de anatomia patoldgica es PCR
cuantitativa en tiempo real, donde se realiza la identificacion de biomarcadores moleculares en
tumores, mediante el lector de fluorescencia (Anexo, pag. 78). Entre las ventajas del método de
RT-gPCR se destaca una alta sensibilidad del 95%. Sin embargo, esta metodologia esta
inicialmente disefiada para detectar una sola mutacion.

Por otro lado, la prueba diagndstica cobas 4800 BRAF/V600 fue inicialmente disefiada

para determinar mutaciones en el oncogén BRAF®%

pero también es capaz de detectar el 70%
de las mutaciones en V600K, asi como las mutaciones de V600D y V600E2. Entre sus ventajas
destacan que es una técnica muy rapida en un sistema automatizado (Richter et al. 2013). Entre
sus desventajas se destacan que no permite la identificacion del cambio nucleotidico que se

realiza en la secuencia en el oncogén BRAF.

La PCR digital por gotas (ddPCR) es uno de los métodos mds sensibles para la deteccion de
mutaciones somaticas y actualmente es uno de los mejores métodos utilizados en el andlisis de
ADNCct. La ddPCR se basa en la particién de una mezcla de reaccién de PCR con ADN molde en
10.000-20.000 gotas, de forma tal que cada gota tiene una secuencia objetivo (Anexo, pag.78).

La tecnologia de secuenciacion sigue evolucionando y ofrece un andlisis mas profundo y
complejo de los componentes genéticos de un melanoma. La secuenciacién de prdoxima
generacion (NGS, next generation sequencing), o secuenciacidon masiva en paralelo, permite la
secuenciacion de todo el exdn o todo el genoma. Las plataformas moleculares de secuenciacién
multiple estan disponibles para examinar mutaciones en el oncogén BRAF en el melanoma
cutaneo, y el mejor enfoque tecnoldgico continua siendo desarrollado, todas estas técnicas son
eficientes con buena reproducibilidad para deteccion. De esta manera, se puede obtener un
balance positivo entre costo y beneficio de cada una de estas técnicas para el diagndstico
molecular.

2-Biopsias liquidas

La genotipificacion de tejidos tumorales es “el” método estandar tradicionalmente
aceptado en el diagndstico del cancer para identificar alteraciones gendmicas humanas. Sin
embargo, esta técnica tiene sus limitaciones. Es un método invasivo, no es aplicable para
pequeias cantidades de tejido tumoral, cuando el tumor no es operable, o en el seguimiento en
el tiempo de regimenes de tratamientos contra el cancer. La biopsia liquida es una alternativa
prometedora que se basa en la deteccidon de biomarcadores presentes en los fluidos corporales.
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Segln el Instituto Nacional del Cancer, un biomarcador se define como "una molécula biolégica
gue se encuentra en la sangre, otros fluidos corporales o tejidos que es un signo de un proceso
normal o anormal, o de una condicién o enfermedad". Un biomarcador apropiado debe ser
estable, para sobrevivir a los procedimientos de muestreo y almacenamiento, y facilmente
detectable. La aplicacion de la biopsia liquida tiene varias ventajas sobre las biopsias de tejido,
como el procedimiento de muestreo no invasivo que permite tomar muestras en forma reiterada
en el tiempo, y asi realizar un monitoreo en tiempo real del estado clinico del paciente (Szilagyi et
al., 2020). La principal biopsia liquida utilizada es la sangre, que consiste en el aislamiento y
analisis de componentes derivados o asociados a tumores que circulan en el torrente sanguineo
(Figura 8).

BIOPSIA LIQUIDA BIOPSIA DE TEJIDO

Fluidos corporales

Cirugia o biopsia con aguja
(generamente sangre) o B ol

No invasivo Invasivo y arriesgado
Facil y repetible Dificil de repetir
Deteccién en tiempo real del Instantdnea Unica en el tiempo
perfil integral del cancer y el espacio
Baja sensibilidad (desafio) Alta sensibilidad

Células cancerigenas
Falta de estandarizacion

Estandar de oro en la practica

Nuevas tecnologfas utilizadas _
establecida

en la investigacion traslacional

Vaso sanguineo

Leucocitos  Globulos rojos Plaquetas Exosomas ADNct ARNct ARN no codificante CTC

Figura 8: Componentes derivados o asociados a tumores que circulan en el torrente sanguineo: Células
tumorales circulantes (CTC), leucocitos circulantes, ADN tumoral circulante libre de células (ADNct), microARN
(miARN) y ARN no codificantes (ARNnc) (Russano et al., 2020).

El ADN circulante libre de células (ADNclc) son fragmentos cortos (normalmente 130-180
pares de bases) de ADN bicatenario que estd presente en la sangre y otros fluidos corporales. Se
cree que su origen se debe principalmente a la muerte celular apoptética o necrética, aunque
también se han sugerido mecanismos de liberacion activa (Valpione et al., 2018). Este ultimo
implica la formacion de microvesiculas (exosomas) o complejos de proteinas con acido nucleico
circulante, presentando una alta estabilidad en los fluidos corporales, lo que los convierte en
candidatos de biomarcadores adecuados detectables mediante métodos como PCR o
secuenciacion (Szilagyi et al. ,2020). La evidencia acumulada sugiere que los ADNclc podrian ser
biomarcadores prometedores en el diagndstico y prondstico del cancer, enfermedades
cardiovasculares, neuroldgicas y diabetes (Szilagyi et al., 2020). En pacientes con céncer, los
niveles de ADN circulante tumoral (ADNct) se encuentran frecuentemente elevados, incluyendo
al melanoma cutaneo (Valpione et al., 2018). Uno de los usos mds poderosos de ADNct esta
relacionado con la identificacion de mutaciones especificas de tumores que se derivan de las
células cancerosas, siendo necesaria la estandarizacion de métodos para su deteccion. El analisis

del ADNct permite la aplicacidn clinica de biopsias liquidas tanto para el diagndstico como para la
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implementacion de estrategias de medicina personalizada y su seguimiento en el tiempo
(Valpione et al., 2018).

2.1-Relevancia clinica

El uso de biopsias liquidas en el ambito clinico ha ido en aumento en los ultimos afos, no
solo por la facilidad de obtencidn de muestras del paciente sino también por la posibilidad de
obtener informaciéon en diferentes estadios de la enfermedad y de deteccidn y prondstico
precoces. Las caracteristicas de ADNclc son diferentes en pacientes con cancer que en pacientes
sanos. Se han notificado niveles bajos de ADN libre de células en pacientes sanos que
normalmente no superan los 25ng/ml de plasma (Rodriguez J., 2021). En pacientes con cancer
existen niveles mas altos de ADNclc debido a los niveles elevados de ADNct, particularmente en
enfermedad metastasica de cualquiera de los tumores sélidos analizados hasta el momento
(Rodriguez J., 2021). Esto se correlaciona con la carga tumoral, el estadio, la vascularizacion, el
recambio celular y la respuesta a la terapia. Sin embargo, no todos los tumores metastasicos
parecen tener el mismo impacto en los niveles de ADNct, y por ello se requiere mas
investigacién. La armonizacidn de estudios y estudios comparativos es crucial para proporcionar
evidencia clara de la utilidad clinica de ADNct en tumores sdlidos metastdsicos. Por lo tanto, las
biopsias liquidas proporcionan informacion que es Util para la deteccién temprana y de casos de
alto riesgo, la eleccidon y respuesta al tratamiento vy, la deteccidn temprana de recaidas en
pacientes con cancer. De hecho, las imdagenes radioldgicas sélo pueden detectar tumores cuando
tienen un tamafio de aproximadamente 7 a 10mm, donde ya contienen alrededor de mil millones
de células (Rodriguez J., 2021). En este contexto, sin duda existe un potencial para el uso de
biopsias liquidas en una etapa en la que puede ser curable. Ademads, existe una correlacion entre
los niveles de ADNclc y el cdncer antes de que comience el tratamiento; los niveles altos y
persistentes de este tipo de ADN pueden indicar una recaida y probablemente sean un signo de
mal prondstico. En el caso de pacientes con cancer localizado, la presencia de células tumorales
circulantes o altos niveles de ADNct podria contribuir a la identificacion de pacientes con mayor
riesgo de recurrencia, en los que se podria considerar la terapia adyuvante (Rodriguez J., 2021).
Los altos niveles de ADNct también permiten la determinacién de mutaciones especificas en los
genes conductores de cancer, como los que codifican EGFR, KRAS, BRAF y PIK3CA, que son
predictivos de la respuesta a diferentes inhibidores. Se pueden encontrar biomarcadores
personalizados que posteriormente se utilizan para detectar enfermedad residual o monitorear
los niveles tumorales durante la terapia (Rodriguez J., 2021). Otro uso de las biopsias liquidas en
la practica clinica es la deteccion de resistencia adquirida a las terapias dirigidas teniendo en
cuenta que los tumores adquieren resistencia a través de la aparicion de mutaciones de
resistencia, que a su vez dan lugar a la activacién de vias de sefializacidon alternativas, aumento de
la expresidn de genes antiapoptdticos o reduccién de la unidn a farmacos. Por lo tanto, la biopsia
liguida es una herramienta util en la recaida del paciente, la necesidad potencial de seguimiento
continuo y la seleccidon apropiada de una segunda linea de respuesta efectiva para el paciente
(Rodriguez J., 2021). Actualmente, el nimero de proyectos/estudios de investigacion académicos
y privados para encontrar nuevas aplicaciones para el ADNct en el cdncer estda aumentando en
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todo el mundo. Por lo tanto, ADNct podria convertirse en una herramienta comun en los
laboratorios clinicos y patoldgicos, siendo necesario su estandarizacion (Eslami-S Z et al.,2020).

Un ejemplo de caso, es un estudio en 640 pacientes en lo que se ha detectado ADNct en
>75% de las biopsias liquidas analizadas de pacientes con tumores de pancreas, ovario, CCR,
vejiga, gastrointestinal, mama, hepatocelular, cabeza y cuello, y MC. Ademas, se detectd ADN
circulante en muestras donde no se pudieron detectar células tumorales circulantes, lo que
provee evidencia de que son entidades diferentes y de las bondades de estudiar al ADN
circulante como primera aproximacion (Bettegowda C, et al. 2014).

En pacientes con MC tratados tanto con terapias dirigidas como con inmunoterapia, se
reportaron trabajos de asociacion de los niveles de ADNct a la respuesta , progresion libre de
enfermedad y supervivencia (Santiago-Walker A. et al., 2015)(Schreuer M. et al, 2016)(Cabel L., et al.,
2017) (Lee J.H., et al., 2017). Niveles iniciales de ADNct elevados estuvieron asociados a un mal
prondstico, y su incremento durante el tratamiento anticipd su progresion; mientras que niveles
no detectables de ADNct se asociaron a una respuesta favorable luego de su discontinuacion.

Por otro lado, existen pruebas basadas en ADNct aprobadas por la FDA como el ensayo de
metilacién del gen Septin-9 (SEPT9) para la deteccidon del cancer colorrectal (Song et al. 2017) o el
“dispositivo innovador”, CancerSEEK, un método basado en la evaluacion de proteinas circulantes
y ADNct por espectrometria de masas y, secuenciacién para la deteccién de cancer en etapa
temprana en pacientes asintomaticos mayores de 65 afios (Eslami-S Z et al.,2020).

Como antecedentes relacionados a biopsias liquidas en el CIO-FUCA, se establecidé una
colaboracidn con el Instituto Alexander Fleming (IAF) para evaluar en una poblacién de pacientes
con MC los niveles de ADNct en biopsias liquidas de plasma sanguineo y su correlacién con la
evolucion clinica. Este proyecto fue iniciado por mi directora de Tesis, la Dra. Mariana Aris, donde

FVe9%E Este proyecto dio

se analizd por PCR digital (ddPCR) la variante prevalente en MC BRA
origen al objetivo de esta tesis, que es la optimizacidén y analisis de las variantes prevalentes en

MC BRAF"%¢, NRAS®™, NRAS®!®, pTERT?*, pTERT**°.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1-Hipatesis

La determinacién de los niveles de ADN circulante tumoral (ADNct) en muestras de biopsias
liqguidas de pacientes con melanoma metastasico seria un biomarcador de la carga tumoral
sistémica del paciente, con impacto tanto en el prondstico inicial como en la respuesta clinica al
tratamiento asignado.

2-Objetivo general

El objetivo de este proyecto consistié en analizar los niveles de oncogenes prevalentes en
ADN circulante tumoral (ADNct) en biopsias liquidas de plasma sanguineo de una poblacidn de
pacientes con melanoma cutdneo regional metastasico, y su correlacion con la evolucidn clinica.

3-Objetivos especificos

1. Optimizacién de la deteccion de los niveles de variantes prevalentes de los oncogenes
BRAF, NRAS y TERT por PCR digital: BRAF'®°%, NRAS?®*, NRAS®® pTERT?*, pTERT ¢
2. Determinacion de los niveles de ADN circulante tumoral por deteccién de variantes

prevalentes en BRAF, NRAS y hTERT por PCR digital, en muestras de plasma sanguineo de una
poblacién de pacientes con melanoma metastdsico al momento del diagndstico y con
seguimiento al tratamiento asignado a las 6 y 12 semanas.

3. Evaluacidn de la correlacidn de los parametros analizados en el ADN circulante tumoral
con la evolucion clinica de los pacientes de este estudio.
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MATERIALES Y METODOS

1- Poblacidn de estudio

Se analizaron muestras de plasma sanguineo de pacientes con MC metastdsico (estadios
II-IV AJCC-UICC) del Instituto Alexander Fleming (IAF), con seguimiento clinico y acceso a los
datos clinicos correspondientes. Este proyecto de investigacién ha sido aprobado por el Comité
de Bioética del IAF. Todos los pacientes que prestaron su conformidad por escrito fueron
incluidos en el estudio. Los datos fueron analizados de manera anonimizada por codificacion,
para asegurar la proteccion de datos personales (Ley 25.326). Se analizd una cohorte inicial de 19
pacientes con MC: 4 estadio Ill y 15 estadio IV (n=19); 5 recibieron inhibidores y 14
inmunoterapia.

2- Obtencion de biopsias liquidas

Se contd, previo al inicio del proyecto, con muestras de plasma provenientes de 20 ml de
sangre de los pacientes participantes de este estudio al inicio del tratamiento (t0), alas 6 (t1) y a
las 12 semanas (t2). El plasma se obtuvo por centrifugacién en gradiente de la sangre a través del
medio Ficoll-Paque, y fue almacenado en alicuotas a -802C hasta su procesamiento para la
purificacién de ADN circulante.

El ADN circulante libre de células de biopsias liquidas se aisld con el kit QlAamp Circulating
Nucleic Acid Kit (Qiagen) segun las instrucciones del fabricante. El procedimiento consta de 4
pasos (lisis, unién, lavado y elucion) y se llevé a cabo utilizando columnas QIAmp en un colector
de vacio. El ADNclc fue almacenado en alicuotas a -802C hasta su analisis por PCR digital.

3-Optimizacion de la determinacion de los niveles de BRAF, NRAS y TERT por PCR cuantitativa

Para la deteccidn de las variantes puntuales por PCR digital se usaron primers especificos de
la regidon en combinacion con sondas de hibridacién (sistema fluoréforo-extintor) de disefio
propio, que detectan el alelo WT (fluoréforo HEX o VIC segun corresponda) ¢ el alelo mutado de
interés (fluoréforo FAM) en una sola reaccién. Se optimizo la deteccién de las variantes BRAFY6%,
NRAS®™ NRAS®® TERT'* y TERT™® en forma secuencial. En primer lugar se optimizé las
condiciones de ciclado de la PCR con los primers, evaluando diferentes concentraciones de
primers, uso de aditivos, y condiciones de ciclado: temperatura y tiempo de annealing y, nimero
de ciclos por PCR de punto final (Anexo, pag. 76). Se evalud la eficiencia y especificidad de
amplificacidon por curvas de desnaturalizacidn y electroforesis, utilizando una mezcla de reaccién
con un fluoréforo que detecta ADN doble cadena (Eva Green). Una vez establecido el ciclado de
reaccion, se evalud la especificidad de las sondas por PCR cuantitativa, usando como controles
lineas celulares y plasmidos disponibles en el laboratorio. Finalmente se optimizé el sistema por
PCR digital previo al analisis de las muestras.
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Figura 9: Representacion de los pasos de optimizacién para la determinacion de los niveles de BRAF, NRAS y TERT por
PCR cuantitativa.

Si bien la aplicacion final de este trabajo es la PCR digital, considerando que la
optimizacion de las sondas fue por gPCR ya que el equipo de PCR digital fue un servicio externo,
buscamos obtener un sistema que pueda utilizarse para ambas técnicas contemplando las
condiciones 6ptimas para cada una.

3.1. Obtencion de controles

Se realizd el cultivo de lineas celulares de melanoma cutaneo humano para utilizar el ADN
gendémico como control positivo en la deteccién de las variantes de NRAS (NRAS®*, NRAS®!F),
BRAF (BRAF'5%°%  BRAFY®€) y TERT (TERT*?*, TERT*%).

Para las variantes de NRAS se cultivaron las lineas celulares MEL-XY1 (NRAS®
Heterocigota) y MEL-XY9 (NRAS®¥); para las variantes de BRAF se cultivaron las lineas celulares
MEL-XX4 (BRAF'™) y MEL-XY10 (BRAF'*°); y para TERT las lineas MEL-XX15 (TERT*?*, TERT 1) y

MEL-XY2 (TERT**¢). Como control wild type (wt) se utilizaron células mononucleares de sangre
periférica (PBMC), obtenidas a partir de voluntarios sanos.

Los genotipos de las lineas celulares se determinaron por cromatograma de Sanger (A. Bianchi,
“CORRELACION ENTRE ALTERACIONES GENETICAS Y LA EVOLUCION CLINICA DE PACIENTES CON
MELANOMA CUTANEO HUMANO TRATADOS CON LA VACUNA CSF-470 O CON INTERFERON ALFA-2B”, Tesis
de Licenciatura en Biotecnologia, UADE 2017).

Para la obtencion del ADN genémico (ADNg) de las lineas celulares se utilizé el protocolo
correspondiente al reactivo DNAZOL (Invitrogen) segun las indicaciones del fabricante.

En forma complementaria, como control positivo se purificd ADN plasmidico. Se utilizaron
plasmidos pGEM-T con insertos de 301 pb especificos de las variantes NRAS®* y NRAS®™,
PGEM-T-hNRAS(Q61K) (p580) y pGEM-T-hNRAS(Q61R) (p584). Se realizé el cultivo de bacterias ya
transfectadas con los respectivos plasmidos con medio selectivo LB-ampicilina. Se hizo crecer las
bacterias a 372C durante 16hs (ON) en agitacion (180 rpm) con la tapa en posicién intermedia
para que entre aire. La transformacién de las bacterias fue realizada en experimentos previos del
laboratorio.
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Para la purificacion de los plasmidos se utilizo el kit de minipreparacién de Invitrogen™
PureLink™. Luego se determind la absorbancia del ADN por espectrofotometria (Nanodrop,
Thermo Scientific). Se analizé la absorbancia del ADN a 230, 260 y 280nm. Estas relaciones de
absorbancia son una medida de la pureza del ADN que absorbe a 260 nm, mientras que las
proteinas y ciertos grupos fendlicos absorben a 280 nm y contaminantes como sales caotrdpicas,
fenoles o carbohidratos absorben a 230 nm.

Los genotipos de los plasmidos se determinaron por cromatograma de Sanger (en
colaboracién con Sanchez Maria Belen (ClIO-FUCA), datos no publicados).

Por otro lado, también se utilizaron productos de PCR como controles homocigotas para las
variantes de BRAF y NRAS en concentraciones de 10*8 mol/ul.

Como control de especificidad se utilizd en todas las reacciones de PCR un control sin
templado (NTC), para evaluar que no haya contaminacion de los reactivos. Si se obtuviera
producto de PCR en el NTC podria deberse a la formacion de dimeros de primers 6 a la
contaminacién de algun reactivo.

3.2.Disefio de primers y sondas

NRAS

Se realizé el disefio de primers especificos, a través de la herramienta bioinformatica
Primer-BLAST, que flanquean las mutaciones puntuales de interés (NRAS®* y NRAS®*®) con el fin
de generar amplicones de 89 pb.

Primers disefiados (Amplicon 89 pb):
Forward (sentido -): GTTATAGATGGTGAAACCTGTTTGT (Tm:59.6°C)
Reverse (sentido +): TCCTCATGTATTGGTCTCTCATGG (Tm:59.7°C)

Se emplearon sondas de hidrdlisis de diseifio propio, con sistema 5°-3" fluoréforo-extintor
(5'FAM/HEX-3IABkFQ) y nucledtidos LNA (IDT), especificas para cada variante (NRAS®,
NRAS®™ NRAS®). Cuando se incorporan a una sonda de oligonucleétidos, los monémeros de
acido nucleico bloqueado (LNA) imparten una mayor estabilidad estructural, lo que da como
resultado una mayor temperatura de hibridacién.

Las sondas para los alelos mutantes estaban asociadas al fluoréforo FAM, y la sonda para la
deteccién del alelo WT estaba asociada al fluoréforo HEX. Se utilizd esta estrategia de detectar
ambas variantes en un mismo canal ya que el equipo de PCR digital (QX200, BioRad) utilizado
permite sdlo la deteccién de dos intensidades de fluorescencia (FAM y HEX/VIC).

BRAF

Se conté con primers especificos, por experimentos realizados previamente, para la
deteccion de la variante BRAFY®™, que flanquean las mutaciones puntuales de interés (BRAF"*%*
y BRAFY®*), con el fin de generar amplicones de 72 pb.

Primers disefiados:
Forward (sentido -): GAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTG (Tm: 57,63°C)
Reverse (sentido +): CTGATGGGACCCACTCCATC (Tm:59,53°C)
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Se utilizaron sondas de hidrdlisis de disefio propio, con sistema fluoréforo-extintor
Tagman-MGB (5'FAM/VIC-3'NFQ), es decir que en su extremo 5’ tienen un indicador fluorescente
y en el extremo 3’ un extintor no fluorescente (NFQ).

Las sondas para los alelos mutantes BRAF'®* y BRAF'®°* estan asociadas al fluoréforo
FAM, y la sonda para la deteccidn del alelo WT estaba asociada al fluoréforo VIC.

TERT

Se disefiaron y evaluaron 9 pares de primers que flanquean las mutaciones puntuales del
promotor de TERT (pTERT** y pTERT ™), que generan amplicones entre 83 y 160 pb. Esto fue
necesario ya que es una region rica en GC, de dificil amplificacidon y deteccidn.

Se muestran los 2 juegos de primers especificos mas representativos.

Combinacidn #1:

Forward 1(sentido -): GCGCCGCGAGGAGAGG (Tm: 62,84°C)
Reverse 1(sentido +): CCTGCCCCTTCACCTTCCAG (Tm:62,49°C)
Tamano amplicén: 143 pb

Combinacion #2:

Forward 2(sentido -): GCGCCGCGAGGAGAGG (Tm:62,84°C)
Reverse 2(sentido +): GGACCCCGCCCCGT (Tm:60,37°C)
Tamano amplicén: 106 pb

Se usaron sondas de hidrdlisis de disefio propio, con sistema 5°-3" fluoréforo-extintor
(5'FAM/HEX - 3'NFQ) y nucleétidos LNA (IDT), especificas para cada variante. Se usé una sola
sonda para la deteccion de las 2 variantes, asociada al fluoréforo FAM. Las sondas para los alelos
mutantes estdn asociadas al fluoréforo FAM y la sonda para la deteccién del alelo WT esta
asociada al fluoréforo HEX.

3.3.0ptimizacién de primers por PCR de punto final

La especificidad de los primers forward y reverse para cada reaccién se evalué mediante la
amplificacion por PCR de punto final de dos pasos. Para ello se buscé optimizar las condiciones
de la PCR con la mezcla de reaccién, Mix Type-it Eva Green 2X (Qiagen), que permite evaluar
curvas de desnaturalizacion (melting) post-PCR. Las optimizaciones de primers se llevaron a cabo
en un termociclador Veriti de Applied Biosystems.

Para evaluar las condiciones de reaccion, se tomé en cuenta la temperatura de melting de
cada combinacion de primers, calculada a partir de su secuencia con Primer Blast.

En todas las combinaciones evaluadas se probaron distintas concentraciones de primers
para que estas reacciones fueran aplicables tanto para qPCR como para dPCR teniendo en cuenta
que si bien ambos métodos buscan una deteccion eficaz de las diferentes variantes, mientras que
para qPCR se busca una reaccidén con una eficiencia de amplificacidon idealmente del 100%, en
dPCR esto no es necesario pero si lo es la amplificacion y deteccion del amplicdn de interés.
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NRAS

Se optimizé el ciclado en un rango de temperatura 56-57-58-59-60°C y la mezcla de
reaccion a utilizar (Tabla 2), evaluando las concentraciones de primers 0,8u UMy 0,25 uM (Tabla
1) con la linea celular MEL-XY1 como control positivo.

Tabla 1: Optimizacion de primers: Reactivos para la mezcla de reaccidn con [primers]=0,8 uM vy [primers]= 0,25 uM

para la amplificacion de la region NRAS®! .
REACTIVOS cc Stock cc Final Volumen (ul) 1X
Type-it HRM PCR Kit (Qiagen) 2X 1X 10
Primer Fw 10 uM 0,8 uM* 1,6
Primer Rv 10 uM 0,8 uM* 1,6
ADN gendmico 20 ng/ul 40 ng/reaccién 2
H,0 - - 4,8
Volumen Final - - 20 ul

*Para una concentracion (cc) final de primers de 0,25uM se usé un volumen de 0,5 pl por reaccién.

Tabla 2: Optimizacién de primers: Condiciones de ciclado para la amplificacién de la region NRAS®™,

Ciclado
Desnaturalizacion inicial 95°Cx 10’
Desnaturalizacion 95°C x 15"
Gradiente de temperatura y tiempo de B 45X
o . 56-57-58-59-60°C x 30
hibridacion/extension
Desnaturalizacion final 98°Cx 10°
4°Cx 10°

BRAF

En este caso no fue necesario hacer la optimizacion de los primers porque ya estaba puesta a
punto para BRAFY®,

TERT
=> Combinacidn #1 de primers:

Se probd optimizar la reaccién de PCR para este juego de primers en un rango de
temperatura de 59-61°C a una concentracién de primers 0,4 UM y en un rango de 56-58°C con
una concentracién de primers 0,25 uM (Tabla 3 y 4).

Tabla 3. Optimizacidén de primers: Reactivos para la mezcla de reaccion con [primers]= 0,4 uMy [primers]= 0,25 uM
de la combinacidn #1 para la amplificacién de la regidon pTERT.

REACTIVOS cc Stock cc Final Volumen (ul) 1X
Type-it HRM PCR Kit (Qiagen) 2X 1X 10
Primer Fw 10 uM 0,4 uM* 0,8
Primer Rv 10 uM 0,4 uM* 0,8
ADN gendémico 20 ng/ul 40 ng/reaccién 2
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H,0 - - 6,4
Volumen Final - - 20 ul

*Para una concentracion (cc) final de primers de 0,25uM se usé un volumen de 0,5 pul por reaccion.

Tabla 4. Optimizacién de primers: Condiciones de ciclado con la combinacidn #1 de primers para la amplificacion de
la region pTERT.

Ciclado
Desnaturalizacion inicial 98°Cx 5’
Desnaturalizacion 98°Cx 15"
Gradiente de temperatura y tiempo de . 40X*
o, 59-60-61°Cx 25" *
extension/hibridacion

Desnaturalizacion final 98°Cx 5’

4°Cx 10"

*Segunda reaccion (0,25 uM): 56-58°C x 25 seg y 40 ciclos.

=> Combinacidn #2 de primers:
Se probd optimizar el sistema en un rango de temperatura de 58-59-60-61°C y con una

concentracién de primers 0,4 uM (Tabla 5 y 6).

Ademas se probd un ciclado de PCR TOUCHDOWN (Ciclado 2) para un rango de
temperatura de 58-59-60°C a una concentracién de primers 0,4uM (Tabla 5y 7).

Se probé un ciclado TOUCH UP (Ciclado 3) en un rango de temperatura de 56-57-58°C a una
concentracion de primers 0,25uM con un tiempo de hibridacién/extension de 25 segundos y con
el uso del aditivo Enhancer 20X (REACTIVOS*!, Tabla 5 y 8) con la finalidad de buscar condiciones
de amplificacién especificas. También se evalué un rango de temperatura de 59-60-61 °C con un
tiempo de hibridacién/extensiéon de 20 segundos con las mismas condiciones de reaccion.

El aditivo Enhancer se basa en la combinacién de los reactivos, Betaina, DTT, DMSO y BSA
con una concentracion final de 0,54 M, 1.34 mM 1.34% vy 11 ug/ml respectivamente.

Tabla 5. Optimizacién de primers: Reactivos para la mezcla de reaccién con [primers]=0,8 uM , 0,4 uM y 0,25 uM de
la combinacién #2 para la amplificacion de la regidén pTERT.

REACTIVOS*! cc Stock cc Final Volumen (ul) 1X
Type-it HRM PCR Kit (Qiagen) 2X 1X 10
Primer Fw 10 uM 0,4 uM* 0,8
Primer Rv 10 uM 0,4 uM* 0,8
ADN gendmico 20 ng/ul 40 ng/reaccién 2
H,0 - - 4,8
Volumen Final - - 20 ul

*Para una concentracion (cc) final de primers 0,25uM se utilizé un volumen de 0,5 pl por reaccion.
*1Aditivo Enhancer 20X: 1ul por reaccidn
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Tabla 6: Optimizacién de primers: Condiciones de ciclado con la combinacion #2 de primers para la amplificacion de
la regidn pTERT.

Ciclado (1)
Desnaturalizacion inicial 98°Cx 5’
Desnaturalizacion 98°Cx 15”7
Gradiente de temperatura y tiempo de B 40X
g s 58-59-60-61°C x 25

extension/hibridacion
Desnaturalizacion final 98°Cx 5’

4°Cx 10°

Tabla 7: Optimizacidn de primers: Condiciones de ciclado TOUCHDOWN con la combinacién #2 de primers para la
amplificacién de la region pTERT.

Ciclado Touchdown (2)

Desnaturalizacion inicial 98°Cx 5’
Desnaturalizacion 98°Cx 15
Gradiente de temperatura y tiempo de
. P o y P [1577982C /25" 68°C] AT=0,6°C 15X
extension/hibridacién

[15798eC / 25" 58-59-60°C] 20X

Desnaturalizacion final 98°Cx 5’

4°Cx 10°

Tabla 8: Condiciones del ciclado TOUCH-UP con la combinacion #2 de primers para la amplificacion de la region
pTERT.

Ciclado TOUCH-UP (3)
Desnaturalizacion inicial 98°Cx 5’

Desnaturalizacion 98°Cx 15~

Gradiente de temperatura y tiempo de
mperatura y tiemp [15" 982C /20" 53°C] AT=+0,6°C | 10X
extensidon/hibridacién

157 98°C
257 56-57-58°C 0 20" 59-60-61°C]
Desnaturalizacidn final 98°Cx "’
4°Cx 10’

35X

3.4.Analisis de los productos de PCR

Curva de desnaturalizacion (melting)

Las curvas de disociacién del producto de PCR se realizaron luego de la desnaturalizacion
final a 95°C. Primero se genera una hibridacion completa a una temperatura basada en los
valores de Tm, seguido de un aumento gradual de |la temperatura hasta 95°C. La intensidad de la
fluorescencia se controla durante este aumento de temperatura, lo que da como resultado, a
través del software del equipo Rotor-Gene Q de Qiagen, la generacion de una curva de
desnaturalizacion. Al analizar la primera derivada de dicha curva (dF/dT vs Temperatura de fusion
en °C), puede evaluarse facilmente la homogeneidad de los productos de la PCR, incluida la
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presencia de dimeros de primers, determinando asi la especificidad de la reaccién de PCR
(Qiagen, 2022).

Cada pico de una curva de desnaturalizacidon corresponde a la temperatura (Tm) donde la
mitad (50%) de las moléculas de ADN se encuentran asociadas al fluoréforo. Generalmente se
espera que para un amplicén haya un sélo pico de fusidon pero, hay que considerar que puede
ocurrir una desnaturalizaciéon parcial del ADN (estado intermedio que no sea ni ADN doble
cadena ni ADN monocatenario), por ejemplo en productos ricos en GC, obteniendo mas de un
pico, entonces para una misma banda obtenida por electroforesis se pueden obtener mas de un
pico en la curva de fusién (Downey, N., 2017).

Electroforesis

Los productos de PCR para las diferentes condiciones analizadas también se evallan por
electroforesis. Como las moléculas de ADN tienen carga negativa uniforme, su separacién en el
campo electroforético estara condicionada por el tamano del amplicén.

Se realizaron electroforesis en geles de Agarosa 2% a 90 voltios constantes por 60 minutos
utilizando Buffer TBE pH=8. Se utilizé el Ladder de Promega para 100 pb.
Composicion del Buffer TBE 5X (1000 ml) pH 8.3: 54 g Tris(hidroximetillaminometano + 27,5 g
acido borico + 20 ml EDTA 0,5M (pH 8.0).

3.5.PCR Cuantitativa

Para evaluar la deteccidén especifica de cada sonda se las analizd por PCR cuantitativa con
los controles correspondientes. Estas optimizaciones se llevaron a cabo en un termociclador
Rotor-Gene Q de Qiagen. Una vez que se observd que cada sonda es especifica por separado, se
continud a optimizar el sistema de PCR digital para el analisis de las muestras.

NRAS

Se adicionaron las sondas de hibridacion con una relacién de concentraciéon 1:1 con los
primers, a la reaccion de PCR optimizada (temperatura de hibridacidn/extension=60°C), para
evaluar su especificidad de deteccién por PCR cuantitativa (Tabla 9, Tabla 10). Esto se realizé de
dos maneras, combinando las tres sondas en una reaccién y evaluando cada sonda por separado
en simultaneo. Se decidid combinar las tres sondas para optimizar el uso de las muestras.

Para llevar a cabo esta reaccion se utilizé la Mix de ddPCR Supermix de BioRad, que es la
gue se va a utilizar en la PCR digital. Como controles se utilizaron el ADN gendmico de la linea
PBMC  (NRAS®™T) el plasmido pGEM-T-hNRAS(Q61K) (p580) vy el plasmido
PGEM-T-hNRAS(Q61R) (p584). La concentracién del stock de pldasmidos fue de 50 pg/ul lo cual es
equivalente a 5.10~7 cpm (Copias de ADN por microlitro).

Los resultados se observan en curvas de intensidad de fluorescencia versus niumero de
ciclos, a través del equipo Rotor Gene (Qiagen). El valor umbral Ct (threshold cycle) hace
referencia al ciclo en el que se produce un cambio significativo de fluorescencia.

Ademds, se realizd la misma reaccidon pero con una relacion de primers/sonda 4:1 para
comprobar si para las condiciones dptimas para ddPCR hay amplificacidén y deteccidon especifica.
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Tabla 9: Optimizacién de primers/sondas (1:1): Reactivos para la mezcla de reaccidn para la deteccién de las regiones
NRAS®! NRAS™, NRAS®F,

REACTIVOS cc Stock cc Final Volumen (ul) 1X
Mix ddPCR (BioRad) 2X 1X 10
Primer Fw 10 uM 0,25 uM 0,5
Primer Rv 10 uM 0,25 uM 0,5
Sondas 20X 0,25uM 1,3
ADN 5.10~7 cpm* 5.10~6 cpm*/ul 2
H,0 - - 5,7
Volumen final - - 20

*Cpm: Copias de ADN por microlitro

cc: Concentracién

Tabla 10: Optimizacién de primers/sondas: Condiciones de ciclado para la deteccién de las regiones NRAS®,
NRAS*, NRAS®™® por PCR cuantitativa.

Ciclado

Desnaturalizacion inicial 95°Cx 5’

Desnaturalizacion 95°Cx 15
Gradiente de temperatura y tiempo de 3 B 45X
g s ., 60°C x 30
hibridacidon/extensidn
Desnaturalizacion final 98°Cx 5’
4°Cx 10°

BRAF

La relacion de primers/sonda utilizada fue 4:1 (0,8 uM /0,2 uM).Las condiciones de reaccion
corresponden a la reaccién previamente optimizada para BRAF'®*. Se utilizaron controles
homocigotas para la mutacién BRAF'** (A), el control WT BRAF'®*® (B) y el control homocigota

para la mutacidon BRAFY®%¢ (C).

Tabla 11. Optimizacién de primers/sondas (4:1): Reactivos para la mezcla de reaccién para la deteccién de las
regiones BRAF'®%°, BRAFY% y BRAFV6%%

REACTIVOS cc Stock cc Final Volumen (ul) 1X
Mix ddPCR BioRad 10X 1X 10
Mix Primers/Sonda 20X 1X
ADN 10~8 molec/pl [10~7 molec/ul
H,0 - -
Volumen final - - 20

cc: Concentracion
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Tabla 12. Optimizacion de primers/sondas: Preparacién de Mix de sondas/primers 20X con una relacién de

concentracion 2:1.

REACTIVOS cc Stock cc Final Mix Sonda/Primers 20X
Primer Fw 50 uM 0,8 uM 16 uM
Primer Rv 50 uM 0,8 uM 16 uM
Sonda mutada 100 uM 0,2 uM 4 uM
Sonda WT 100uMm 0,2uM 4 uM

cc: Concentracion

Tabla 13. Optimizacién de primers/sondas: Condiciones de ciclado para la deteccién de las regiones BRAF'®,
BRAFF y BRAFY®®* por PCR cuantitativa.

Ciclado
Desnaturalizacion inicial 95°Cx 5’
Desnaturalizacion 95°Cx 15"
Temperatura y tiempo de extensidn/hibridacién 60°C x 30” 45X
Desnaturalizacion final 98°Cx 5’
4°Cx 10°

TERT

Se adicionaron las sondas de hibridacién con los primers, a la reaccidon de PCR optimizada,
para evaluar su especificidad de deteccién por PCR cuantitativa. Se utilizaron las mismas
condiciones de ciclado y el aditivo 7-deaza-dGTP (7-desaza-2'-desoxiguanosina 5'-trifosfato), un
analogo de base (Guanina) desestabilizador de la estructura de ADN, para las dos combinaciones
de primers.

Cuando se evaluan las sondas, se usa la mix de ddPCR y se evalian las condiciones ideales
para esa mix (tiempo de extensidn=40 segundos; temperatura de hibridacidon/extension = 60°C) y
ddPCR (primers 0,8 uM).

Se muestra el ciclado (Tabla 14) utilizado para ambos juegos de primersy la preparacién de
la mezcla de sondas 20X (Tabla 15) necesaria para la reaccion final.

Tabla 14. Optimizacién de primers/sondas: Condiciones de ciclado generales para la deteccién de las regiones
pTERT*?*y pTERT ™ por PCR cuantitativa.

Ciclado
Desnaturalizacion inicial 95°C x 10°
Desnaturalizacién 98°Cx 15~
Temperatura y tiempo de extensién/hibridacién 60°C x 40” X
Desnaturalizacion final 98°Cx 5’
4°Cx 10°
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Tabla 15. Optimizacién de primers/sondas: Preparacion de Mix de sondas 20X.

MIX SONDAS cc Stock cc 1X cc 20X
Sonda Q61K 25 uM 0,2 uM 4 uM
Sonda Q61R 25 uM 0,2 uM 4 uM

Sonda Wt 25 pM 0,2 uM 4 pM

cc: Concentracion

Combinacion #1 primers/sondas:
A continuacién se presenta la tabla con los reactivos de la mezcla de reaccién para la PCR
cuantitativa.

Tabla 16. Optimizacion de primers/sondas combinacidn #1: Reactivos para la mezcla de reaccidon para la deteccion de
las regiones pTERT***y pTERT ™ por PCR cuantitativa.

REACTIVOS cc Stock cc Final Volumen (ul) 1X
Mix ddPCR BioRad 10X 1X 10
Primer Fw 10 uM 0,8 uM 1,6
Primer Rv 10 uM 0,8 uM 1,6
ADN 20 ng/ul | 40 ng/ul 2
Mix Sonda htert 20X 1X 1
7-deaza-dGTP 5000 uM 200 uMm 0,8
H,0 3
Volumen Final 20

cc: Concentracion

En el ejemplo de aplicacion, la muestra proveniente de un tumor se analizd con las
condiciones de reaccién mencionadas anteriormente mas la adicién de Betaina 0,5 M (Stock:
5M).

Combinacién #2 primers/sondas:

Contemplando que en reacciones realizadas previamente el aditivo Betaina favorece la
amplificacion de regiones ricas en GC, se decidio analizar la reaccién con vy sin este aditivo.
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Tabla 17. Optimizacién de primers/sondas combinacién #2: Reactivos para la mezcla de reaccion para la deteccion
de las regiones pTERT**y pTERT ™ por PCR cuantitativa.

REACTIVOS cc Stock cc Final Volumen por reaccion (ul)
Mix Type-it Qiagen Eva Green 2X 10X 1X 10
Primer Fw 10 uM 0,8 uM 1,6
Primer Rv 10 uM 0,8 uM 1,6
DNA 20 ng/ul | 40 ng/ul 2
7-deaza-dGTP 5000 uM 200 uM 0,8
Mix Sonda htert 20X 1X
Betaina 5M 0,5M 2
H,0
Volumen Final 20

cc: Concentracion

Determinacidn del estatus mutacional de oncogenes prevalentes en una muestra de MC

Se recibié una muestra de un paciente (L-C) con un tumor de metdstasis ganglionar de MC
fijada en formol e incluida en parafina. Se realizaron 5 cortes de 4 um del taco, se realizd la
purificacién de ADNg con el kit RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE
(Life-Technologies) segun las instrucciones del fabricante, verificando la cantidad y calidad del
ADN purificado por espectrofotometria segun lo descripto. A continuacidon se determind el
estatus mutacional del tumor en NRAS™(NRAS®®*, NRAS®'R), BRAF™(BRAF'*®¢ , BRAF'®%) y
pTERT (TERT*** TERT**°) por PCR cuantitativa con las reacciones puestas a punto.

NRAS
Se utilizd el control homocigota para la mutacién NRAS®** |, el control WT NRAS®! y el control
para la mutacion NRAS®*® obtenidos de productos de PCR (Concentracién stock= 1078 cpm).

BRAF

Se utilizd el control homocigota para la mutacidon BRAF®* (A), el control WT BRAF'*® (B) y el
control homocigota para la mutacion BRAF'™ (C) obtenidos de productos de PCR
(Concentracién stock= 1078 cpm).

TERT
Se utilizé la linea celular MEL-XY2 como control heterocigota, la linea celular PBMC como control
WT y el control sin templado.

4- Procesamiento de muestras para ddPCR

Las reacciones de ddPCR se preparan de manera similar a las reacciones en tiempo real.
Se utilizan sondas de hidrélisis marcadas con FAM y HEX (o VIC), primers y reactivos desarrollados
especificamente para la deteccion por ddPCR de Bio-Rad. En este caso, se utilizé la mezcla ddPCR
Supermix for Probes (No dUTP) de BioRad.
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Las sondas para cada alelo mutante estdn asociadas al fluoréforo FAM y la sonda para la
deteccién del alelo WT esta asociada al fluoréforo HEX o VIC, ya que el equipo de PCR digital
(QX200, BioRad) permite sélo la deteccidn de dos canales.

El sistema QX200 ddPCR de Bio-Rad combina la tecnologia de microgotas de emulsién de
agua y aceite con la microfluidica. Inicialmente las muestras se prepararon en placas de 96
pocillos ya que las mezclas de reaccién deben mezclarse muy bien previo a la generacién de
microgotas. Luego, las muestras se colocan en un generador de microgotas QX200 en placas DG8
(DG8 Cartridge). En los 8 pocillos inferiores se carga el aceite y en los 8 pocillos superiores se
forman las microgotas. Cada placa DG8 genera ocho pocillos de microgotas. Cualquier pocillo no
utilizado debe llenarse con buffer control ddPCR 1X. Para la generacién de microgotas, se
transfieren 20ul de una reaccién de PCR a las filas intermedias de la placa DG8. Lo recomendable
es preparar una reaccion inicial que sea un poco mas de 20 ul (22—-25 ul) para garantizar que se
transfieran 20 pl de mezcla. Las microgotas generadas se transfieren a una placa de 96 pocillos
para PCR en un termociclador. Las reacciones de PCR digital se llevaron a cabo en un
termociclador Veriti de Applied Biosystems.

Después de la amplificacion por PCR del acido nucleico objetivo en las microgotas, se
coloca la placa en un lector QX200, que analiza cada gota individualmente utilizando un sistema
de deteccién de dos fluordforos (configurado para detectar FAM y HEX [o VIC]). El muestreador
automatico del lector de microgotas recoge las microgotas de cada pocillo de la Placa de PCR.

El software QuantaSoft mide el nimero de microgotas positivas y negativas para cada
fluoréforo en cada muestra. Luego, el software ajusta la fraccion de gotitas positivas a un
Algoritmo de Poisson para determinar la concentracion de la molécula de ADN objetivo en
unidades de copias/ul de reaccion.

5- Optimizacidon de la determinacion de los niveles de BRAF, NRAS y TERT por PCR digital

Para los ciclados de reaccién de ddPCR se utilizd una transicion de temperaturas mas lenta
entre una temperatura y otra. En este caso, usamos una transicion 50% mas lenta que los
ciclados utilizados en un ciclado convencional de PCR, lo cual es equivalente a ~2°C/segundo que
es lo que recomienda BioRad.

NRAS

Para la determinacién de las variantes NRAS®* y NRAS®™®, se utilizd la reaccién de disefio
propio optimizada por gPCR para la amplificacion de la regidén de interés (89 pb) con las sondas
5°-3" fluoréforo-extintor (5'FAM/HEX - 3'NFQ) con nucledtidos LNA (IDT), especificas para cada
variante. Se decidio trabajar con la mezcla de las 3 sondas en una sola reaccién, para optimizar el
uso de las muestras de plasma. Ademas, en cuanto a su utilidad clinica, tiene la misma indicacién
terapéutica tanto la variante NRAS®** como la NRAS®**,

Como controles se utilizaron ADNg de la linea celular MEL-XY9 (NRAS®®*), PBMC de donantes
como control negativo, y un control sin templado (NTC).

La relacion de primers/sonda utilizada fue de 4:1 (0,8uM/0,2uM).
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Tabla 18. Optimizacion por ddPCR: Reactivos para la mezcla de reaccidén para la determinacion de los niveles de
NRAS®! NRAS™, NRAS®F,

REACTIVOS cc Stock cc Final Volumen (ul) 1X
Mix BioRad 2X 1X 11
Sondas (Q61K/Q61R/Wt) 20X 1X 1,1
Primers Fw 50 pM 0,8uM 0,352
Primers Rv 50 pM 0,8uM 0,352
ADN - - 9,196
H20 - - 1,804
Volumen final - - 22

cc: Concentracién

Tabla 19. Optimizacion por ddPCR: Preparacidn de la mezcla de sondas 20X.

Mix SONDAS cc Stock cc 1X cc 20X
Sonda Q61K 25 pM 0,2 UM 4 uM
Sonda Q61R 25 pM 0,2 uM 4 uM

Sonda Wt 25 uM 0,2 uM 4 pM

cc: Concentracion

Tabla 20. Optimizacién por ddPCR: Ciclado de ddPCR para la determinacién de los niveles de NRAS®®!, NRAS®®¥,
NRAS®R,

Ciclado ddPCR
Desnaturalizacion inicial 95°C x 10°
Desnaturalizacion 98°Cx 15~ 40X
. e ., Rampa al 50%
Temperatura y tiempo de extensiéon/hibridacion 60°Cx 30
(~29C/seg.)
Desnaturalizacion final 98°Cx 10’
4°C

BRAF

Se utilizd el sistema de sondas de hidrélisis optimizado, con sistema fluoréforo-extintor
Tagman-MGB (5'FAM/VIC - 3'NFQ). Las sondas para los alelos mutantes BRAF'*%¢ y BRAF'6%%
estan asociadas al fluoréforo FAM y la sonda para la deteccién del alelo WT estd asociada al
fluoréforo VIC. Como se menciond anteriormente, se utilizd esta estrategia de detectar ambas
variantes en un mismo canal ya que el equipo de PCR digital (QX200, BioRad) utilizado permite
sélo la deteccidn de dos intensidades (FAM/VIC).

Como controles se utilizaron ADNg de la linea celular MEL-XY3 (BRAF'®°®), PBMC de
donantes como control negativo, y un control sin templado (NTC).

Para el analisis de las muestras se utilizd una relacién de primers/sonda 4:1
(0,8uM/0,2uM). El ciclado de reaccion para el andlisis de las muestras fue el siguiente:
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Tabla 21. Optimizacion por ddPCR: Reactivos para

BRAFV600 BRAFVGOOE y BRAFVSOOK.

la mezcla de reaccion para la determinacién de los niveles de

REACTIVOS cc Stock cc Final Volumen (ul) 1X
Mix BioRad 2X 1X 11
Mix Sondas/Primers 20X 1X 1,1
ADN - - 9,9
H,O - - 0
Volumen final - - 22
cc: Concentracion
Tabla 22. Optimizacién por ddPCR: Preparacién de mezcla de primers/sondas 20X.
Mix Sondas/Primers cc Stock cc 1X cc 20X
Primer Fw 50 pM 0,8 uM 16 uM
Primer Rv 50 pM 0,8 uM 16 uM
Sonda Mt 100 uM 0,2 uM 4 uM
Sonda WT 100 pM 0,2 uM 4 uM

cc: Concentracion

Tabla 23. Optimizacion por ddPCR: Ciclado de ddPCR para la determinacién de los niveles de BRAF'®®, BRAF'®* y

BRAFV6OOK.
Ciclado ddPCR
Desnaturalizacion inicial 95°C x 10°
Desnaturalizacion 98°Cx 15" 40X
. e . Rampa al 50%
Temperatura y tiempo de extensidon/hibridacion 60°Cx 30
(~29C/seg.)
Desnaturalizacion final 98°Cx 10’
4°C

TERT

Se adicionaron las sondas de hibridacién con los primers, a la reaccidon de PCR optimizada,
para evaluar su especificidad de deteccién por ddPCR. Se probaron distintas concentraciones de
aditivos, teniendo en cuenta las condiciones ideales para la mix y la técnica. Se utilizd el aditivo
7-deaza-dGTP (7-desaza-2'-desoxiguanosina 5'-trifosfato).

En primer lugar, se evalud la reaccién por ddPCR con la linea celular MEL-XX15 como control
positivo y la linea celular PBMC como control negativo para ambas combinaciones de primers.

También se utilizaron controles sin templado.
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Tabla 24. Optimizacién por ddPCR (1): Reactivos para la mezcla de reaccidn para la determinacion de los niveles de

pTERT***y pTERT 4,

REACTIVOS cc Stock cc Final Volumen (ul) 1X
Mix BioRad 2X 1X 11
Sondas Mt+Wt 20X 1X 11
Pr Fw 10 pM 0,8uM 1,76
Pr Rv 10 uM 0,8uM 1,76
ADN 15 ng/ul 30 ng/reaccidn 2
7-deaza-dGTP 5000 uM 200 uM 0,88
H20 - - 3,5
Volumen final - - 22

cc: Concentracion

Tabla 25. Optimizacién por ddPCR: Preparacién de la mezcla de sondas 20X.

Mix Sondas cc Stock cc 1X cc 20X
Sonda Mt 25 uM 0,2 uM 4 uM
Sonda WT 25 uM 0,2 uM 4 uM

cc: Concentracion

Tabla 26. Ciclado de ddPCR (1) para la determinacién de los niveles de pTERT*** y pTERT %,

Ciclado ddPCR
Desnaturalizacion inicial 95°C x 10°
Desnaturalizacion 94°Cx 30" 40X
. o . Rampa al 50%
Temperatura y tiempo de extensién/hibridacién 60°C x 40
(~29C/seg.)
Desnaturalizacion final 98°C x 10°

Ademas, se evalué la adicidon del aditivo Betaina:
1-Sondas: [0,2 uM], aditivo 7-deaza-dGTP a 200uM vy aditivo Betaina 0,5 M
2-Sondas: [0,2 uM], aditivo 7-deaza-dGTP a 200uM
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Tabla 27. Optimizacién por ddPCR (2): Reactivos para la mezcla de reaccidn para la determinacion de los niveles de

pTERT***y pTERT 4,
REACTIVOS cc Stock cc Final Volumen (ul) 1X
Mix BioRad 4x 1X 5,5
Sondas Mt+Wt 20X (4 pM) 0,2 UM 1,1
Pr Fw 10 uM 0,8uM 1,76
Pr Rv 10 uM 0,8uM 1,76
ADN 20 ng/ul 40 ng/reaccién 2
7-deaza-dGTP 5000 uMm 200 uM 0,88
Betaina 5 uM 0,5 UM 2,2
H20 - - 6,8/ 92
Volumen final - - 22
cc: Concentracién
Tabla 28. Ciclado de ddPCR (3) para la determinacién de los niveles de pTERT*** y pTERT .
Ciclado ddPCR
Desnaturalizacion inicial 95°Cx 10°
Desnaturalizacion 94°Cx 30" 40X
R 1 50%
Temperatura y tiempo de extension/hibridacion 60°C x 40” ?f;zz/aseg )
Desnaturalizacidn final 98°Cx 10°

6- Analisis de biopsias liquidas por PCR digital

Se utilizaron controles para establecer el limite de blanco (LOB) y el limite de deteccién
para cada ensayo (LOD). El LOB se refiere al nimero de falsos positivos para cada reaccion de PCR
digital; y el LOD al minimo numero de microgotas que se pueden distinguir de manera confiable
del LOB o ruido.

La Tabla 29 informa la determinacién del LoB y LoD segun los niveles promedio de falsos
positivos (AFP) asumiendo un modelo de distribucion de Poisson. Para esto se hizo la
determinacion experimental del AFP con réplicas con 5000 copias de ADNg PBMC, WT para todas

las variantes analizadas, considerando la ecuacidn (1).

(1) AFP = ¥ Eventos falsos positivos

- . 1,1 (10% Volumen muerto)
Numero de reacciones
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Tabla 29. Valores de LoB y LoD calculados a partir de diferentes niveles promedio de falsos positivos (Milbury et al.,
2014).

AH’J LoB LoD
0 0 3
0-0.05 1 5
2
>0.05 A +1.645+/ A + 0.8 (1.645 + \/1.6452 + 4LoB) /4

Para realizar los calculos mostrados en la Tabla 32, 33 y 35 (Anexo) el programa de andlisis
Quantasoft suma los resultados de copias/ul de cada pocillo de las reacciones duplicadas de cada
muestra y los promedia con el fin de disminuir el error. Para calcular las copias/ml de plasma
(ecuacion 2), se multiplicd al promedio de las copias/ul de reaccidon por el volumen total de
reacciéon con su error correspondiente (10%), y se multiplic6 por dos para contemplar el
duplicado. A partir de la purificacion de 3 ml de plasma por muestra se lograron eluciones de
ADNCclc de 60 pl, es decir, por cada ml de plasma se obtuvieron 20 pl de ADNclc. A su vez, por
cada reaccion con cada marcador se utilizaron =10 pl de muestra y se realizaron por duplicado, es
decir que se utilizaron 20ul de ADNCclc totales por cada marcador estudiado provenientes de 1 ml
de plasma. Por lo tanto, si calculamos las copias obtenidas de las dos reacciones realizadas,
obtenemos las copias/ml plasma (ADNc-CPMP). Considerando que el limite de deteccién del
blanco (LOB) se resté Unicamente para los calculos de las variantes mutacionales, la ecuacion (2)
es la siguiente:

copias copias

(2) miplasma 2 * ((Promedio T reacclon * Volumen de reaccion * Error(vol)) — LoD)
Siendo,

LoD=se calcula a partir del LoB con la tabla 29
LoB=se determina experimentalmente
Volumen de reaccién= 20 pl

Error del volumen de reaccidon=10% (1,1)

Por lo tanto, la ecuacidn se puede simplificar de la siguiente manera:

(2) =P _ — 9 * ((Promedio —22%° _* 20ul * 1,1) — LoD)

ml plasma ul reaccion

(ADNc CPMP) = =% _ — 2 *(ADN¢c CPP — LoD)

mlplasma

Siendo,
ADNc CPP= Copias de ADNc por pocillo de reaccién
ADNc CPMP= Copias de ADNc por ml de plasma

Entonces,

si ADNc CPP -LoD >0 : evento positivo
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si ADNc - LoD < 0 : evento negativo

Por lo tanto, se calculd la fraccidn alélica mutacional (FAM%) a través de la siguiente ecuacion (3)
para las muestras con eventos positivos:

(3) FAM% = copias Mt/ml plasma * 100

copias Mt/ ml plasma + copias Wt/ml plasma

Siendo,
Copias Mt: copias de ADNclc mutado
Copias Wt: copias de ADNclc wild type

7- Analisis de correlaciones

Se evaluaron los niveles iniciales de ADNct en cada muestra y a lo largo del tiempo,
integrando todos los biomarcadores analizados (BRAF'®°%*, BRAFY®¢, BRAF'*® (WT), NRAS®
NRAS®™®  NRAS®! (WT)), y su posible asociacién con la evolucién clinica de los pacientes al
tratamiento asignado por métodos estadisticos.
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RESULTADOS

1- Optimizacion de la deteccidon de variantes prevalentes en oncogenes de melanoma cutdneo

1.1-NRAS

Primer paso de optimizacion: Optimizacién de la mezcla de reaccidn con un gradiente de
temperatura de hibridacién 56-60°C y con una concentracién de primers de 0,8 uM, utilizando
como control positivo la linea celular MEL-XY1 NRAS® heterocigota.

Curvas de desnaturalizacion

En la Figura 10 se observan las curvas de fusidn correspondientes a las primeras
condiciones de ciclado evaluadas (Materiales y métodos, Tabla 2) con la Mix Type-it Eva Green
2X de Qiagen, a una concentracién de primers de 0,8uM, analizando un gradiente de
temperatura para definir una Tpipidaciss idONea. Se utilizé la linea celular MEL-XY1 como control
positivo.

Se puede distinguir una Unica curva definida con un Unico pico para cada temperatura de
Tivridacion €Valuada y, ya que el pico de cada una de ellas coinciden en una misma temperatura de
fusidn podria estimarse que corresponde al mismo amplicdn objetivo. Por otro lado, se distingue
una curva de menor temperatura de fusién y menor intensidad de fluorescencia que se estima
que se debe a la formacion de dimeros de primers.

13
s 1: MEL-XY1
— 2. MEL-XY1
"l |—8: MEL-XY1
—4: MEL-XY1
— 5: MEL-XY1
—6: NTC

dFidT
NoOoWw B O D N © o

e

66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 Of
Temperatura (°C)

Figura 10. Optimizacién de condiciones de reaccién para la amplificacion de NRAS®' por PCR. Curvas de
desnaturalizacion de los productos de PCR amplificados obtenidas a partir de graficar la derivada de la fluorescencia
con respecto a la temperatura (dF/dT) contra la temperatura (2C). Se analizd un gradiente de temperatura de melting
de 56-60°C, referenciado del 1 al 5 respectivamente, con una concentracién de primers 0,8uM. NTC: control sin
templado (6).

Electroforesis en gel

En la Figura 11 se puede distinguir una uUnica banda bien definida, para las temperaturas de
hibridacién evaluadas (56-60°C), con el tamafio esperado del amplicdn (89 pb). En el caso de la
muestra NTC se observa una banda de menor tamafo al producto esperado, que podria
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corresponder a la formacién de dimeros de primers considerando que su tamafio tedrico es de 47
pb.

5' GGTTATAGATGGTGAAACCTGTTTGT

|l
3' GGTACTCTCTGGTTATGTACTCCT

Los resultados obtenidos por la curva de fusidn y el electroforesis en gel son coincidentes con lo
esperado, es decir, que las condiciones de reaccidn resultaron dptimas para todo el gradiente de
temperatura analizado, detectando un sélo producto del tamafio esperado. En consecuencia, se
prosiguid a optimizar la concentracion de primers con el fin de disminuir la amplificacion
inespecifica atribuible a la formacién de dimeros de primers.

1 2 3 4 5 B f

Figura 11 . electroforesis en gel de los productos de PCR obtenidos con una concentracion 0,8 uM de primers.
Calles: 1 Tann 569C; 2 Tann 572C; 3 Tann 582C; 4 Tann 599C; 5 Tann 60°C ; 6 NTC; 7 MPM

Segundo paso de optimizacion: Se establecid un gradiente de temperatura de hibridacidn
56°C-60°C con una concentracién de primers 0,25 uM utilizando la linea celular MEL-XY1 como
control positivo.

Si bien se observaron resultados similares a toda temperatura, desconociamos si al variar la
concentracién de primers la reaccién iba a continuar siendo igual de versatil. Por lo tanto,
decidimos estudiar esta variable nuevamente en todo el rango de temperatura para confirmar
que, ajustando la concentracién de primers en el sistema, continuaba funcionando
correctamente.

Curva de desnaturalizacion

En la Figura 12 se observa una Unica curva para todo el gradiente de temperatura
evaluado que coinciden en una misma temperatura de fusidon. No se observa ninguna curva para
la muestra NTC, pudiendo corresponder a la disminucion de la concentracién de primers a
0,25uM que evita la formacién de dimeros de primers. Teniendo en cuenta que los dimeros de
primers son productos inespecificos y que su formacién disminuye el rendimiento de la reacciéon
PCR, se puede explicar que al evitar dicha hibridacion aumenta el rendimiento, favoreciendo la
amplificacion especifica de producto.
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Figura 12. Optimizaciéon de condiciones de reaccion para la amplificacion de NRAS®! por PCR. Curvas de
desnaturalizacion de los productos de PCR amplificados obtenidas a partir de graficar la derivada de la fluorescencia
con respecto a la temperatura (dF/dT) contra la temperatura (°C). Se analizé un gradiente de temperatura de melting
de 56°C-60°C, referenciado del 1 al 5 respectivamente, con una concentracion de primers 0,25uM. NTC: control sin

templado.

Electroforesis en gel

En la Figura 13 se puede distinguir una Unica banda definida para cada temperatura
analizada correspondiente al amplicén esperado de 89 pb. En el caso de la muestra NTC no se
observa ninguna banda, lo que indica que ya no hay formacidon de dimeros de primers vy, que
coincide con los resultados obtenidos en el analisis por curvas de desnaturalizacién.

1 2 3 4 5 7] 7

| | (@

- -

Figura 13 . electroforesis en gel de los productos de PCR obtenidos con una concentracion 0,25uM de primers.
Calles: 1 Tann 56°C;2 Tann 57°C; 3 Tann 58°C; 4 Tann 59°C; 5 Tann 60°C; 6 NTC; 7 MPM

PCR Cuantitativa

Se evalud la especificidad de deteccion de las tres sondas juntas en una mezcla de
reaccién, combinando una sonda para detectar la secuencia WT NRAS®®* WT (HEX), una sonda
para la mutacion NRAS®® (FAM) y una sonda para la mutacion NRAS®™® (FAM). Se utilizd una
concentracion de primers 0,25uM (relacién primers/sonda 1:1) y una temperatura de hibridacion
de 60°C.
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Como controles se utilizaron la linea celular MEL-XY1 heterocigota para la mutacién
NRAS®*¥ el pldsmido pGEM-T-hNRAS(Q61R), el pladsmido pGEM-T-hNRAS(Q61K) y el control sin
templado.

Por lo tanto, en el canal HEX se detectd unicamente el control con la regién WT con la
sonda con la secuencia WT (Figura 14) y en el canal FAM, se detectaron Unicamente los controles
con la secuencia mutada con las sondas mutadas como se esperaba (Figura 15).
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Figura 14: Amplificacidn y deteccién por sondas en el canal HEX (deteccidn alelo WT) de las variantes NRAS: NRAS®?,

NRAS®¥, y NRAS®™®, Se grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del nimero de ciclo (eje

X). En el recuadro se indican los colores con los que se detectd cada control. NTC: control sin templado.
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Figura 15: Deteccién por sondas en el canal FAM (deteccién del alelo mutado) de las variantes NRAS: NRAS®,
NRAS®¥, y NRAS®™®, Se grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del nimero de ciclo (eje
X).En el recuadro se indican los colores con los que se detectd cada control. NTC: control sin templado.

En forma paralela, utilizando los mismos controles, se verificd que la deteccién de las
sondas para las mutaciones NRAS®* y NRAS®® no presentara variaciones trabajando con las
sondas por separado (Figura 16 y 17) con respecto a las tres sondas juntas, observando un Ct
equivalente. De esta forma, se pueden utilizar las tres sondas juntas para analizar las muestras de
biopsias liquidas por PCR digital, optimizando su uso.
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Figura 16. Deteccion especifica de la sonda para la mutacién NRAS®¥ a través del canal FAM. Se grafica intensidad
de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcion del nimero de ciclo (eje X).En el recuadro se indican los colores con
los que se detectd cada control. NTC: control sin templado.
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Figura 17. Deteccidn especifica de la sonda para la mutacion NRAS®™® a través del canal FAM. Se grafica intensidad
de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcidn del nimero de ciclo (eje X). En el recuadro se indican los colores con
los que se detectd cada control. NTC: control sin templado.

Los resultados con una relaciéon de primers:sonda 4:1 resultaron ser similares (datos no
mostrados) lo cual indica que en las condiciones 6ptimas para ddPCR también hay amplificacion y
deteccidén especifica.

Ejemplo de aplicacién: determinacién del estatus mutacional de NRAS®! en una muestra de
tumor por PCR cuantitativa
A continuacion se muestran los resultados de utilizar el sistema disefiado de deteccién,

S%! en la muestra de una

combinando las tres sondas, para la region mutante del gen NRA
metastasis de MC en ganglio linfatico de un paciente (L-C) por PCR cuantitativa. Se utilizaron
controles homocigota para cada variante de NRAS: NRAS®', NRAS®™, NRAS®*'® obtenidos de

productos de PCR.
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Se encontré que la muestra presenté amplificacién tanto para el canal FAM como HEX,
indicando que la muestra es NRAS™' heterocigota (Figura 18 y 19). Luego, se analizé la
amplificacidon de las sondas por separado, determinando que la muestra presenta la variante
NRAS®*® (Figura 21).
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Figura 18: Muestra L-C: Amplificacion y deteccién con sondas en el canal HEX a una temperatura de

hibridacion/extensién de 60°C. Se grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcidn del nimero de

ciclo (eje X). En el recuadro se indican los colores con los que se detectd cada control y la MUESTRA L-C. NTC: control

sin templado.
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Figura 19: Muestra L-C: Amplificacion y deteccion con sondas en el canal FAM a una temperatura de
hibridacion/extension de 602C. Se grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del numero de
ciclo (eje X).En el recuadro se indican los colores con los que se detectd cada control y la MUESTRA L-C. NTC: control
sin templado.

Se observé que la muestra problema presentd el alelo WT NRAS Q61 (Figura 20).
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Figura 20: Muestra L-C: Amplificacion y deteccion con sondas en el canal HEX a una temperatura de

hibridacion/extensién de 602C. Se grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del nimero de

ciclo (eje X). En el recuadro se indican los colores con los que se detectd cada control y la MUESTRA L-C con la sonda

NRAS®*, Control negativo: PBMC. NTC: control sin templado.

Al confirmar el resultado se observd que la muestra problema si presenté la variante NRAS Q61R
(Figura 21). Por lo tanto, se confirma que la muestra es NRAS Q61R heterocigota.
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Figura 21: Muestra L-C: Amplificacion y deteccion con sondas en el canal FAM a una temperatura de

hibridacion/extensién de 602C. Se grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcidn del nimero de

ciclo (eje X). En el recuadro se indican los colores con los que se detectd cada control y la MUESTRA L-C con la sonda

NRAS®*®. Control positivo: MEL-XY9:NRAS®*® NTC: control sin templado.

Se confirmo que la muestra problema no presenté la variante NRAS Q61K (Figura 22).
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Figura 22: Muestra L-C: Amplificacion y deteccion con sondas en el canal FAM a una temperatura de
hibridacion/extension de 602C. Se grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del niumero de
ciclo (eje X). En el recuadro se indican los colores con los que se detectd cada control y la MUESTRA L-C con la sonda
NRAS®®* Control positivo: MEL-XY1: NRAS®**, NTC: control sin templado.

PCR digital

En principio, se determinaron los valores del LoB y LoD (Materiales y Métodos, pag. 38).
A partir del andlisis por PCR digital de ADN NRAS®®* (WT) en 7 pocillos (Figura 23), se determiné
un valor promedio de falsos positivos (/AFP) de 2,22, resultando un LoB=5,47 y LoD=10,90 (Tabla
31, Anexo).
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Figura 23. Determinacion del LOB/LOD para la reaccidon de NRAS. Grafico de puntos 2D de PCR digital por gotas de las
7 réplicas con ADN control NRAS®®!, En el eje Y se muestra la amplitud del fluoréforo FAM (Canal 1) y en el eje X se
muestra la amplitud del fluoréforo HEX (Canal 2). En azul se observan eventos MT positivos, en verde eventos WT
positivos, en negro eventos doble negativos y en naranja doble positivos. Umbral utilizado: 1600/5700.
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1.2-BRAF

PCR Cuantitativa

Como las condiciones de reaccién para la deteccion de BRAFY6%%*

ya estaban puestas a
punto, se analizo si la deteccidn de la sonda BRAF'*°* era especifica, y si se podia combinar en un
solo ensayo con las sondas BRAF'*® y BRAF'®®* para la optimizacién del uso de la muestra
(Relacion de primers/sonda 4:1, temperatura de hibridacion=60°C). Para esto se evalud si la

FV9% (inicamente con la sonda para la

deteccién de la sonda es especifica para la variante BRA
region BRAF'®® (WT) utilizando controles homocigotas para la mutacién BRAFY** (A), el control
WT BRAF'*® (B) y el control homocigota para la mutacién BRAFY*®* (C) (Figura 24 y 25).

Una vez que se comprobd su especificidad se continud a combinar las tres sondas para los

analisis subsiguientes.
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Figura 24. Amplificacion y deteccién con sonda especifica para la region WT a través del canal VIC. Se grafica
intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcidn del nimero de ciclo (eje X).En el recuadro se indican los
colores con los que se detectd cada control. Controles: BRAFY®® (A), BRAF®® (B), BRAF'®* (C).NTC: control sin

templado.
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Figura 25. Amplificacién y deteccién con sonda especifica para la regiéon mutada BRAF'®® a través del canal FAM. Se
grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del niumero de ciclo (eje X).En el recuadro se
indican los colores con los que se detecté cada control. Controles: BRAFY®® (A), BRAF'®® (B), BRAF'®* (C).NTC:

control sin templado.
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FY*° en una muestra de

Ejemplo de aplicacidon: determinacion del estatus mutacional de BRA
tumor por PCR cuantitativa

A continuacidn se observan los resultados de utilizar el sistema disefiado de deteccion
para la regién mutante del gen BRAF en la muestra de un paciente (paciente L-C) por PCR
cuantitativa combinando las tres sondas (Figura 26 y 27). Como controles se utilizaron el
producto de PCR homocigota para la mutacion BRAF'*®® (A), el homocigota para la mutacion
BRAFV®* (C) y el producto de PCR WT, BRAF"*® (B). Se encontré que la muestra presenta
amplificacion Unicamente en el canal VIC, a través de la deteccion con las sondas, por lo que la

muestra es BRAFY*® (WT).
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Figura 26.Muestra L-C: Amplificacidn y deteccidn con sondas en el canal VIC a una temperatura de hibridacién de
60°C. Se grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del nimero de ciclo (eje X).En el recuadro
se indican los colores con los que se detectd cada control y la muestra L-C. Controles: BRAFY®* (A), BRAF'®® (B),
BRAF% (C).NTC: control sin templado.
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Figura 27: Muestra L-C: Amplificacion y deteccion con sondas en el canal FAM a una temperatura de hibridacién de
60°C. Se grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del nimero de ciclo (eje X).En el recuadro
se indican los colores con los que se detecté cada control y la muestra L-C.Controles: BRAF'®™® (A), BRAF'®% (B),
BRAF% (C). NTC: control sin templado.
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PCR digital
Se decidi6 utilizar los valores obtenidos previamente para BRAF'*°*, LoB=1 y LoD=5 (Tabla
34). De esta forma, se pudieron hacer los calculos respectivos con los resultados de las muestras.

1.3-TERT

Combinacion #1

Optimizacion de PCR

Se optimizd la mezcla de reaccidn con un gradiente de temperatura de hibridacion de
59-61°C y con una concentracion de primers de 0,4uM utilizando la linea celular MEL-XX15 como
control positivo.

Se puede distinguir una Unica curva definida con un Unico pico para cada temperatura de
Thivridacion €Valuada y, ya que el pico de cada una de ellas coinciden en una misma temperatura de
fusién podria estimarse que corresponde al mismo amplicédn objetivo. Por otro lado, en el control
NTC se distingue una curva de menor temperatura de fusidon y menor intensidad de fluorescencia
gue se estima a la formacion de dimeros de primers (Figura 24).

Curva de desnaturalizacion
4
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Figura 28. Curvas de desnaturalizacion de los productos de PCR amplificados obtenidas a partir de graficar la
derivada de la fluorescencia con respecto a la temperatura (dF/dT) contra la temperatura (°C). Se analiz6 un
gradiente de temperatura de melting de 59-61°C, referenciado del 1 a 3 respectivamente, con una concentracion de
primers 0,4 uM. Se utilizo la linea celular MEL-XX15 como control positivo. NTC: control sin templado.

Electroforesis en gel

En la Figura 25 se puede distinguir una banda definida de mayor intensidad para cada
temperatura analizada correspondiente al amplicdn esperado de 146pb. En el caso de la muestra
NTC se observa una banda de menor tamano de baja intensidad que podria corresponder con la
formacion de dimeros de primers y, que coincide con los resultados obtenidos en el andlisis por
curvas de desnaturalizacion.
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Figura 29 . electroforesis en gel de los productos de PCR obtenidos con una concentracion 0,4uM de primers. Calles:
1 Tann 59°C; 2 Tann 60°C; 3 Tann 61°C; 4 NTC; 5 MPM

Se realiz6 un segundo paso de optimizacién de la mezcla de reaccidon con un gradiente de
temperatura de hibridacién de 56-60°C y con una concentracion de primers 0,25 uM con el fin de
aumentar la especificidad de la reaccion. Se observaron resultados similares pero con la
desapariciéon de los dimeros de primers (datos no mostrados). Por lo tanto, estas serian las
condiciones 6ptimas para qPCR.

Combinacion #2

Optimizacion de PCR

Primer paso de optimizacion: Optimizacion de la mezcla de reaccidn con un gradiente de
temperatura de hibridacidon de 59-61°C y con una concentracién de primers de 0,4uM utilizando
la linea celular MEL-XX15 como control positivo.

Curva de desnaturalizacion

Se puede distinguir una Unica curva definida con un Unico pico para cada temperatura de
Thivridacion €Valuada y, ya que el pico de cada una de ellas coinciden en una misma temperatura de
fusidén, podria estimarse que corresponde al mismo amplicén objetivo. Por otro lado, en el
control NTC se distingue una curva de menor temperatura de fusién y menor intensidad de
fluorescencia, que se estima que se debe a la formacion de dimeros de primers (Figura 30).
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Figura 30. Curvas de desnaturalizacion de los productos de PCR amplificados obtenidas a partir de graficar la
derivada de la fluorescencia con respecto a la temperatura (dF/dT) contra la temperatura (°C). Se analizé un
gradiente de temperatura de melting de 59-61°C, referenciado del 1 al 3 respectivamente, con una concentracién de
primers 0,4uM. NTC: control sin templado.

Electroforesis en gel

En la Figura 31 se pueden distinguir dos bandas definidas de mayor intensidad para cada
temperatura estimando que uno de los productos es inespecifico. En el caso de la muestra NTC se
observa una banda de menor tamano que podria corresponder con la formacién de dimeros de
primers. Por lo tanto, se pasaron a evaluar otras condiciones para aumentar la especificidad de la
reaccion.

| et

“
—

Figura 31. electroforesis en gel de los productos de PCR obtenidos con una concentracidn 0,4uM de primers. Calles:1
Tann 59°C; 2 Tann 60°C; 3 Tann 61°C; 4 NTC; 5 MPM

Segundo paso de optimizacion: Optimizaciéon de la mezcla de reaccién con un ciclado
TOUCHDOWN en un rango de temperatura de 58-59-60°C con una concentracién de primers
0,4pM.
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Curva de desnaturalizacion

Se puede distinguir un Unico pico para cada temperatura de Tj,izacisn €Valuada y, ya que el
pico de cada una de ellas coinciden en una misma temperatura de fusién podria estimarse que
corresponde al mismo amplicon objetivo. En el control NTC no se distingue amplificacién (Figura
32).
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Figura 32. Curvas de desnaturalizacion de los productos de PCR amplificados obtenidas a partir de graficar la

derivada de la fluorescencia con respecto a la temperatura (dF/dT) contra la temperatura (°C). Se analiz6 un

gradiente de temperatura de melting de 58-60°C, referenciado del 1 al 3 respectivamente, con una concentracion de

primers 0,4 uM. Se utilizo la linea celular MEL-XX15 como control positivo. NTC: control sin templado.

Electroforesis en gel

En la Figura 33 se pueden observar tres bandas para cada temperatura, dos de mayor
intensidad, lo que podria corresponder con amplificacion inespecifica. En el caso de la muestra
NTC no se observa amplificacién por lo que, a priori no habria formacion de dimeros de primers.

Se decidié continuar evaluando condiciones mds especificas para la reaccion con el fin de
obtener una Unica banda para cada temperatura.

i1
e -
o

Figura 33. electroforesis en gel de los productos de PCR obtenidos con una concentracion 0,4uM de primers. Calles: 1
Tann 58°C; 2 Tann 59°C; 3 Tann 60°C; 4 NTC; 5 MPM
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Tercer paso de optimizacion: Optimizacion de la mezcla de reaccion con ciclado TOUCH-UP cony

sin aditivo Enhancer 20X en un rango de temperatura de 56-612C con una concentracion de
primers 0,25 uM.

Curva de desnaturalizacion

Se observa un unico pico definido para cada temperatura de T} idecisn €Valuada con y sin
aditivo y, ya que el pico coincide en una misma temperatura de fusion, en cada condicion
analizada, podria estimarse que corresponde al mismo amplicdn objetivo.

Para el rango de temperatura evaluado 56-58°C, en el control NTC hubo amplificacion,
que podria corresponder con la formacién de dimeros de primers (Figura 34). En cambio, para el
rango de temperatura 59-61°C no parecen formarse (Figura 35).
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Figura 34. Curvas de desnaturalizacion de los productos de PCR amplificados obtenidas a partir de graficar la
derivada de la fluorescencia con respecto a la temperatura (dF/dT) contra la temperatura (°C). Se analizé un
gradiente de temperatura de melting de 56-58°C con una concentracidon de primers 0,25 uM con aditivo (+Ad),
referenciado del 1 al 3, y sin uso de aditivo, referenciado del 5 al 7. Se utilizé la linea celular MEL XX15 como control
positivo. NTC: control sin templado.
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Figura 35. Curvas de desnaturalizacion de los productos de PCR amplificados obtenidas a partir de graficar la
derivada de la fluorescencia con respecto a la temperatura (dF/dT) contra la temperatura (°C). Se analiz6 un
gradiente de temperatura de melting de 59-61°C con una concentracion de primers 0,25 pM con aditivo
(+Ad),referenciado del 1 al 3, y sin uso de aditivo, referenciado del 5 al 7. NTC: control sin templado.
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Electroforesis en gel

En la Figura 36-A se pueden distinguir bandas inespecificas con mayor intensidad en las
reacciones sin aditivo. En las reacciones que se incorpord aditivo la intensidad de las bandas
inespecificas disminuye para cada temperatura evaluada, sin embargo, no parece ser un cambio
significativo.

En la Figura 36-B no se observan cambios en los resultados con y sin aditivo en el rango
de temperatura correspondiente.

En el caso de la muestra NTC no se observa amplificacidon para ninguna de las condiciones
por lo que no habria formacién de dimeros de primers.

Por lo tanto, los siguientes estudios se realizaron con las condiciones dptimas para la PCR
digital ya que no se encontraron otros parametros de ciclado que hicieran mds especifica la
reaccion.

'

Figura 36. A. electroforesis en gel de los productos de PCR obtenidos con una concentracion 0,25uM de primers en
un rango de temperatura de 56-58°C con y sin uso de aditivo Enhancer 20X. Sin Aditivo:Calles: 1 NTC; 2 Tann 56°C; 3
Tann 57°C; 4 Tann 58°C. Con aditivo:Calles: 5 Tann 56°C; 6 Tann 57°C; 7 Tann 58°C; 8 NTC; 9 MPM.

B. electroforesis en gel de los productos de PCR obtenidos con una concentracién 0,25uM de primers en un rango de
temperatura de 59-61°C con y sin uso de aditivo Enhancer 20X. Sin Aditivo:Calles: 1 Tann 59°C; 2 Tann 60°C; 3 Tann
61°C; 4 NTC. Con aditivo: Calles:5 Tann 59°C; 6 Tann 60°C; 7 Tann 61°C; 8 NTC; 9 MPM.

PCR Cuantitativa
Combinacion #1

En principio se evalué esta combinacién por PCR cuantitativa manteniendo las
condiciones de reaccidn iniciales pero no se detecté seial de fluorescencia de las sondas (datos
no mostrados), a pesar de haber amplificacién de producto, confirmado por electroforesis (Figura
25). Por lo tanto, se evalué el efecto del aditivo 7-deaza-dGTP. Para realizar la qPCR se utilizd
como control la linea celular MEL-XX15 heterocigota y una relacion de primers/sonda 4:1 (0,8
UM/ 0,2 uM) a una temperatura de hibridacion de 60°C. La reaccion se realizd por duplicado. Se
detecto sefial tanto en el canal FAM (MUT) como en HEX (WT) (Figura 37 y 38), resultando un
impacto positivo del aditivo 7-deaza-dGTP en la deteccidn de las sondas.

Por otro lado, para el ejemplo de aplicacién a través del analisis de la muestra L-C se
utilizaron las mismas condiciones de reaccion adicionando el aditivo Betaina 0,5 M con el fin de
hacer mas especifica la reaccion (Figura 39 y 40).
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Figura 37: Combinacién 1: Amplificacion y deteccion de la linea celular heterocigota MEL-XX15 (linea control) por
sondas en el canal HEX (deteccion del alelo wild type) por duplicado a una temperatura de hibridacion de 60°C.Se
grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del nimero de ciclo (eje X). En el recuadro se
indican los colores con los que se detectd cada control. Se utilizé una concentracion de primers/sonda 4:1 (0,8uM/
0,2uM) con el uso del aditivo 7-deaza-dGTP (200 uM). NTC: control sin templado.
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Figura 38: Combinacion 1: Amplificacién y deteccidn de la linea celular heterocigota MEL-XX15 (linea control) por
sondas en el canal FAM (deteccién del alelo mutado) por duplicado a una temperatura de hibridaciéon de 60°C. Se
grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del nimero de ciclo (eje X).En el recuadro se
indican los colores con los que se detectd cada control. Se utilizé una concentracion de primers/sonda 4:1 (0,8uM/
0,2uM) con el uso del aditivo 7-deaza-dGTP (200 uM). NTC: control sin templado.

Ejemplo de aplicacion: determinacion del estatus mutacional del pTERT en una muestra de
tumor por PCR cuantitativa

A continuacién se muestran los resultados de utilizar el sistema disefiado de deteccidn
para la regiéon mutante del promotor del gen TERT en la muestra de un paciente (paciente L-C)
por PCR cuantitativa. Se realizd a través de la combinacién #1 de primers con el uso del aditivo
7-deaza-dGTP con una concentraciéon 200 uM con (Figura 39 y 40) y sin Betaina 0,5 M (Figura 41
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y 42). La finalidad de utilizar la Betaina es hacer mds especifica la reaccion. A través de nuestro
sistema se pudo detectar que la muestra analizada presenté mutacion en pTERT.
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Figura 39: Muestra L-C: Amplificacion y deteccién con sondas en el canal HEX a una temperatura de hibridacién de
60°C. La linea celular MEL-XY2 se utiliz6 como control positivo y la linea celular PBMC como control negativo. Se
grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del nimero de ciclo (eje X).En el recuadro se
indican los colores con los que se detectd cada control y la muestra L-C. Se utilizd una concentracién de
primers/sonda 4:1 (0,8uM/ 0,2uM) con el uso del aditivo 7-deaza-dGTP (200 pM) con Betaina 0,5 M. NTC: control sin

templado.
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Figura 40: Muestra L-C: Amplificacion y deteccidn con sondas en el canal FAM a una temperatura de hibridacion de
60°C. La linea celular MEL-XY2 se utilizd como control positivo y la linea celular PBMC como control negativo. Se
grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del niumero de ciclo (eje X). En el recuadro se
indican los colores con los que se detectd cada control y la muestra L-C. Se utilizd una concentracién de
primers/sonda 4:1 (0,8uM/ 0,2uM) con el uso del aditivo 7-deaza-dGTP (200 uM) con Betaina 0,5 M. NTC: control sin
templado.

A continuacion, se muestran los resultados de no utilizar el aditivo Betaina en la reaccion.
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Figura 41: Muestra L-C: Amplificacion y deteccidn con sondas en el canal FAM a una temperatura de hibridacion de

60°C. La linea celular MEL-XY2 se utilizd como control positivo y la linea celular PBMC como control negativo. Se

grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del nimero de ciclo (eje X). En el recuadro se

indican los colores con los que se detectd cada control y la muestra L-C. Se utilizd una concentracién de

primers/sonda 4:1 (0,8uM/ 0,2uM) con el uso del aditivo 7-deaza-dGTP (200 uM) sin Betaina 0,5 M. NTC: control sin

templado.

0.081 [—1: MEL-XY2

0.07| |—2: PBMC

0.06] |—3:MUESTRAL-C
——4:NTC

0.06
0.04
0.03
0.02
0.01

__}—E

Norm. Fluoro.

-0.01
-0.02
-0.03
-0.04
-0.0b
-0.06
-0.07

1 2 3 45 6 7 8 9 101112131415 1617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4(
Cycle

Figura 42: Muestra L-C: Amplificacién y deteccidn con sondas en el canal HEX a una temperatura de hibridacién de
60°C. La linea celular MEL-XY2 se utiliz6 como control positivo y la linea celular PBMC como control negativo. Se
grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del nimero de ciclo (eje X).En el recuadro se
indican los colores con los que se detectd cada control y la muestra L-C. Se utilizd una concentracién de
primers/sonda 4:1 (0,8uM/ 0,2uM) con el uso del aditivo 7-deaza-dGTP (200 uM) sin Betaina 0,5 M. NTC: control sin
templado.

Combinacion #2
PCR Cuantitativa
Para realizar la PCR cuantitativa se utilizé como control la linea celular MEL-XY2
heterocigota y una relacién de primers/sonda 4:1 (0,8uM/ 0,2uM) a una temperatura de
hibridacion de 60°C con el uso del aditivo 7-deaza-dGTP (200 uM) con Betaina 0,5 M, que resultd
favorecer la deteccidén de las sondas (Figura 43 y 44).
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También se muestra la reaccion con el aditivo 7-deaza-dGTP (200 uM) sin el uso de
Betaina (Figura 45 y 46).

En el canal HEX se detectd Unicamente el control con la region WT con la sonda con la
secuencia WT. En el canal FAM, se detectaron Unicamente los controles con la secuencia mutada
con las sondas mutadas como se esperaba.
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Figura 43: Combinacion 2: Amplificacidén y deteccidn de la linea celular heterocigota MEL-XY2 (linea control) por
sondas en el canal HEX (deteccion del alelo wild type) por duplicado a una temperatura de hibridacién de 60°C. .Se
grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del niumero de ciclo (eje X). En el recuadro se
indican los colores con los que se detecté cada control. Se utilizé una concentracion de primers/sonda 4:1 (0,8uM/
0,2uM) con el uso del aditivo 7-deaza-dGTP (200 uM) con Betaina 0,5 M. NTC: control sin templado.
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Figura 44: Combinacion #2: Amplificacion y deteccién de la linea celular heterocigota MEL-XY2 (linea control) por

sondas en el canal FAM (deteccidn del alelo mutado) por duplicado a una temperatura de hibridacién de 60°C. Se

grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcidén del nimero de ciclo (eje X). En el recuadro se

indican los colores con los que se detectd cada control. Se utilizé una concentracion de primers/sonda 4:1 (0,8uM/

0,2uM) con el uso del aditivo 7-deaza-dGTP (200 uM) con Betaina 0,5 M. NTC: control sin templado.
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Figura 45: Combinacion 2: Amplificacidén y deteccidn de la linea celular heterocigota MEL-XY2 (linea control) por

sondas en el canal HEX (deteccidn del alelo wild type) por duplicado a una temperatura de hibridaciéon de 60°C. .Se

grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del niumero de ciclo (eje X). En el recuadro se

indican los colores con los que se detectd cada control. Se utilizé una concentracion de primers/sonda 4:1 (0,8uM/

0,21M) con el uso del aditivo 7-deaza-dGTP (200 uM). NTC: control sin templado.
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Figura 46: Combinacion #2: Amplificacion y deteccidn de la linea celular heterocigota MEL-XY2 (linea control) por
sondas en el canal FAM (deteccién del alelo mutado) por duplicado a una temperatura de hibridaciéon de 60°C. Se
grafica intensidad de fluorescencia normalizada (eje Y) en funcién del niumero de ciclo (eje X). En el recuadro se
indican los colores con los que se detectd cada control. Se utilizé una concentracion de primers/sonda 4:1 (0,8uM/
0,2uM) con el uso del aditivo 7-deaza-dGTP (200 uM). NTC: control sin templado.

PCR digital

En la Figura 47 y 48 se muestran los resultados de utilizar la linea celular MEL-XX15 como
control heterocigota para cada juego de primers con el uso del aditivo 7-deaza-dGTP para las
combinaciones #1 y #2. Se puede observar que se separa una nube de eventos doble negativos y
otra doble positivos, no se observaron nubes con eventos simple positivos, MUT y WT, como se
esperaba para un control heterocigota. Por lo tanto, se continud probando otras condiciones de
mezcla de reaccion que puedan mejorar los resultados.
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Figura 47: Grafico de puntos 2D de PCR digital por gotas del control positivo MEL-XX15 con la combinacion #1 de
primers. En el eje Y se muestra la amplitud del fluor6foro FAM (Canal 1) y en el eje X se muestra la amplitud del
fluoréforo HEX (Canal 2). En azul se observan eventos MT positivos, en verde eventos WT positivos, en negro eventos
doble negativos y en naranja doble positivos.
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Figura 48: Grafico de puntos 2D de PCR digital por gotas del control positivo MEL-XX15 con la combinacion #2 de
primers. En el eje Y se muestra la amplitud del fluoréforo FAM (Canal 1) y en el eje X se muestra la amplitud del
fluoréforo HEX (Canal 2). En azul se observan eventos MT positivos, en verde eventos WT positivos, en negro eventos
doble negativos y en naranja doble positivos.

En las Figuras 49 y 50 se muestra el control positivo MEL-XY2 con la combinacién #1 de
primers con y sin Betaina (0,5M) y el aditivo 7-deaza-dGTP como ejemplos representativos. Se
observa que sin Betaina no se consiguid obtener eventos simples positivos como se esperaba. En
el caso de la reaccién con el agregado de Betaina se observa la presencia de una nube de eventos
doble positivos unida a la nube de eventos simples negativos sin conseguir la nube de eventos
simples positivos y la separacidn entre las mismas.

Considerando que por PCR Cuantitativa la amplificacion y deteccidn con y sin adicién de
Betaina 0,5 M en presencia del aditivo 7-deaza-dGTP resultd ser especifica para ambos juegos de
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primers se podria decir que queda pendiente analizar condiciones que sean mas éptimas para el
analisis por PCR digital.
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Figura 49: Grafico de puntos 2D de PCR digital por gotas de la amplificacion y deteccion de la linea control MEL-XY2
con el uso del aditivo 7-deaza-dGTP 200 uM. En el eje Y se muestra la amplitud del fluoréforo FAM (Canal 1) y en el
eje X se muestra la amplitud del fluoréforo HEX (Canal 2). En azul se observan eventos MT positivos, en verde
eventos WT positivos, en negro eventos doble negativos y en naranja doble positivos.
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Figura 50: Grafico de puntos 2D de PCR digital por gotas de la amplificacién y deteccion de la linea control MEL-XY2
con el uso del aditivo 7-deaza-dGTP 200 uM y Betaina 0,5 M. En el eje Y se muestra la amplitud del fluoréforo FAM
(Canal 1) y en el eje X se muestra la amplitud del fluoréforo HEX (Canal 2). En azul se observan eventos MT positivos,
en verde eventos WT positivos, en negro eventos doble negativos y en naranja doble positivos.

Al analizar pTERT, no se lograron obtener condiciones éptimas para ddPCR, por lo que no
se procedié determinar el LoB y el LoD. Queda pendiente el andlisis de otras variables para
evaluar si este sistema sirve para la deteccion de pTERT por ddPCR.
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2- Determinacidn de los niveles de ADNct en biopsias liquidas de melanoma cutaneo

En primer lugar se muestran graficos de puntos 2D con resultados representativos para
NRAS®I™t v BRAFY®™" | os controles utilizados mostraron resultados segun lo esperado. A
continuacién se muestra la linea celular MEL-XY9, control positivo heterocigota para la variante
NRAS®,
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Figura 51. Grafico de puntos 2D de PCR digital por gotas del control positivo (Linea celular heterocigota MEL-XY9). En
el eje Y se muestra la amplitud del fluoréforo FAM (Canal 1) y en el eje X se muestra la amplitud del fluoréforo HEX
(Canal 2). En azul se observan eventos MT positivos, en verde eventos WT positivos, en negro eventos doble
negativos y en naranja doble positivos.

En la Figura 52 se muestran dos graficos de puntos en 2D representativos, correspondientes
a la muestra 2 a tiempo t0 y t1, de la deteccidn de las variantes NRAS®®*y NRAS®® en las
muestras referenciadas en la Tabla 30.

En esta muestra se observd que a tiempo 0, es decir, antes del tratamiento, se obtuvo un
porcentaje de FAM de 13,4% pero luego de 6 semanas de la aplicacidon del tratamiento en el
paciente la FAM disminuyd a 0.
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Figura 52. Grafico de puntos 2D de PCR digital por gotas de la muestra 2 a tiempo t0 (A) y a tiempo t1 (B). En el eje Y
se muestra la amplitud del fluoréforo FAM (Canal 1) y en el eje X se muestra la amplitud del fluoréforo HEX (Canal 2).
En azul se observan eventos MT positivos, en verde eventos WT positivos, en negro eventos doble negativos y en
naranja doble positivos. Los porcentajes indicados corresponden a la fraccién alélica mutacional (FAM%).
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A continuacion se muestra para BRA un control positivo (Figura 53) y la muestra 2

(Figura 54) como ejemplos representativos, con descripcidon de los resultados obtenidos en la
Tabla 30.
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Figura 53: Grafico de puntos 2D de PCR digital por gotas del control positivo (Linea celular heterocigota MEL-XY3)

para la mutacién BRAF'®%

. En el eje Y se muestra la amplitud del fluoréforo FAM (Canal 1) y en el eje X se muestra la
amplitud del fluoréforo HEX (Canal 2). En azul se observan eventos MT positivos, en verde eventos WT positivos, en

negro eventos doble negativos y en naranja doble positivos.
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Figura 54: Grafico de puntos 2D de PCR digital por gotas de la muestra 2 a tiempo t0 (A) , tiempo t1 (B) y tiempo t2
(C). En el eje Y se muestra la amplitud del fluoréforo FAM (Canal 1) y en el eje X se muestra la amplitud del fluoréforo
HEX (Canal 2). En azul se observan eventos MT positivos, en verde eventos WT positivos, en negro eventos doble
negativos y en naranja doble positivos.

En la Tabla 30 se muestran todos los resultados de PCR digital de los niveles de BRAF'¢%™t
y NRAS®™ en todas las muestras analizadas, analizando NRAS®™® NRAS®!® y BRAF'6%
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Tabla 30. Resultados de PCR digital de los niveles de BRAF'®®™ y NRAS®™! en todas las muestras analizadas

integrando los datos de BRAF'** determinados previamente. En esta tabla se integraron los
integrado con los datos clinicos y su respuesta clinica al tratamiento.

resultados de ddPCR con los datos clinicos de los pacientes y su respuesta al tratamiento.
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A continuacién, se muestran los diferentes andlisis realizados con los datos de la Tabla 30.
En primer lugar se analizaron las caracteristicas generales de la poblacion de estudio. En estos 19
casos analizados, un 84% se refiere a pacientes con metastasis a distancia 6 enfermedad
avanzada (MC estadio IV) (Figura 55A). El 74% de los mismos fueron tratados con inmunoterapia
(Figura 55B); presentando diferentes respuesta clinicas al tratamiento al momento de la
evaluaciéon (tiempo final), ya sea al final de la medicién a las 12 semanas ¢ al determinar la
progresién, lo que ocurriese primero (Figura 55C). El 84% de las muestras contaban con
determinacion previa del estatus mutacional BRAF'®® (Figura 55D), en uno de los casos se analizd
una de muestra con MC metastasico de un paciente, determinando que la misma era NRAS®®*®

(ver ejemplo de aplicacién, pag. 45).
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Figura 55: Poblacion de estudio. (A) Estadio clinico AJCC-UICC. (B) Tratamientos asignados. (C) Respuesta clinica al
tratamiento asignado: SDE, sin evidencia de enfermedad; RP, respuesta parcial; EE, enfermedad estable; EP,
progresion. (D) Estado mutacional determinado en el tumor: BRAF'6°MUT NRAS®™UT 'WT, NDT (no determinado).

A través del andlisis de BRAF'®™" y NRAS®®'™" por PCR digital, se pudieron determinar
diferentes estatus mutacionales en las muestras de plasma, BRAF'6°™* BRAF'*®°(WT), NRAS M
y NRAS®'(WT), incluso en casos en donde no se conocia el estatus mutacional del tumor (Figura
56A). A continuacion se analizaron los valores de ADNct en el tiempo, a través de sus variaciones
en los niveles de FAM, tomando como puntos de referencia las mediciones iniciales y finales, y
agrupando a los pacientes segun su respuesta clinica al tratamiento (Figura 56 y 57). Al tiempo
inicial, todos los pacientes SDE presentaron niveles indetectables de ADNct, los pacientes RP
niveles bajos o nulos de ADNct, mientras que en su mayoria de los pacientes EE se detectd
ADNCct, siendo estos niveles mayores al 10% en todos los pacientes EP (Figura 56B). Al tiempo
final, todos los pacientes SDE mantuvieron sus niveles de ADNct indetectables, todos los
pacientes RP negativizaron su ADNct, los pacientes SE presentaron un patrén mds diverso, con
incrementos y disminuciones en los niveles de ADNct, y ningln pacientes EP pudo negativizar los
niveles de ADNct (Figura 56C). Al agrupar los pacientes segin su carga de enfermedad, se
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detectaron niveles significativamente mayores de ADNct en los pacientes EE y EP con respecto a
los pacientes SDE y RP antes de iniciar el tratamiento (Figura 58A), y en las mediciones finales, lo
que indica una relacidn entre los niveles de ADNct y la carga de enfermedad (Figura 58B).
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Figura 56: (A) Estado mutacional del ADNclc. (B) Estratificacién para cada grupo de pacientes segun los niveles
iniciales (t0) de ADNct (ADNct=0%, ADNct<10%, ADNct>10%). (C) Estratificacion para cada grupo de pacientes segun
los niveles finales (tf) de ADNct (ADNct=0%, ADNct<10%, ADNct>10%). Niveles totales ADNct= ADNct BRAFV600MUT
+ ADNct NRASQ61MUT. SDE, sin evidencia de enfermedad; RP, respuesta parcial; ES, enfermedad estable; EP,
progresion.
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Figura 57: Analisis de ADNCct. (A-D) Niveles iniciales (t0) y finales (tf=t1 6 t2) de ADNct (%) segun la respuesta clinica
al tratamiento: SDE, sin evidencia de enfermedad; RP, respuesta parcial; ES, enfermedad estable; EP, progresion.
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Figura 58: Comparacidon en los niveles de ADNct (%) iniciales (A) y finales (B) entre los pacientes SDE y PR con
respecto a los pacientes EE y EP, segun el test de Mann-Whitney. Se consideraron significativos valores de p<0,05.
SDE, sin evidencia de enfermedad; RP, respuesta parcial; EE, enfermedad estable; EP, progresion.
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DISCUSION

Para llevar a cabo el objetivo principal de esta tesis, el analisis de los niveles de oncogenes
prevalentes en ADN circulante tumoral (ADNct) en biopsias liquidas de melanoma cutaneo, el
principal desafio fue precisamente |la optimizacién de reacciones de disefio en el laboratorio para
la deteccion de estas variantes prevalentes.

Para lograr este objetivo en la deteccidon de las variantes del oncogén NRAS (NRAS®¢*,
NRAS®™®  NRAS®!) se comenzd con la optimizacién de la mezcla de reaccién con los primers
disefiados a través de una PCR de punto final. Se evalud la temperatura de hibridaciéon en un
gradiente de 56-60°C, obteniendo un unico pico de fusidn y banda por electroforesis del tamafio
del amplicon esperado, indicando que esta reaccion seria especifica en un amplio rango de
temperatura. También se puso de manifiesto el impacto de la concentracion de primers en su
formacion de dimeros, disminuyendo al evaluar 0,25uM con respecto a 0,8uM. Luego de la
optimizacién con los primers se adicionaron las sondas de hibridacién. La deteccién se realizd a
través de un sistema versatil, basado en un sistema fluoréforo/bloqueador, que permitio la
detecciéon por qPCR como también por ddPCR (anexo tedrico, pags 78-80). Para la reaccién por
PCR cuantitativa se utilizd una relacion de sondas:primers 1:1 (0,25uM) y una temperatura de
hibridacion de 60°C, buscando condiciones éptimas para esta técnica. Se usaron controles
homocigotas, en el canal HEX se detectd unicamente el control con la regién WT con la sonda con
la secuencia WT y en el canal FAM, se detectaron Unicamente los controles con la secuencia
mutada con las sondas mutadas como se esperaba. De esta manera, se comprobd que las sondas
eran especificas para cada variante por PCR cuantitativa. Este sistema permitié la deteccion de
mutaciones por PCR cuantitativa, en ADN proveniente de secciones de tejido fijado en formol e
impregnado en parafina (FFPE) como se observé en el ejemplo de aplicacidon, la muestra resulté
ser NRAS®™® (Resultados, pags 46-47). Como perspectiva a futuro cabe mencionar que se puede
profundizar las condiciones de reaccion para obtener una eficiencia de reaccion idénea para
gPCR.

Por otro lado, se procedid a optimizar esta reaccidon para ddPCR, usando con una relacién
sondas:primers 4:1 (0,8uM:0,2uM) (Datos no mostrados). Se determiné el LoB a partir de 7
reacciones con ADN control NRAS®*'WT), con un AFP de 2,2, obteniendo un valor de LoB de 5,47
y un valor de LoD de 10,90. Con estos datos y los valores de copias/uM (cpm) de las muestras de
pacientes se logré calcular tanto el n? de copias de ADNct/ml de plasma y la FAM. Esto permitid
la deteccion de mutaciones en ADNct proveniente de biopsias liquidas de MC por ddPCR, vy la
optimizacion del uso de las muestras, al combinar las 3 sondas en una sola reaccién.

Una estrategia similar se realizé para el andlisis de la variante BRAF'**, Teniendo en

FY60% 35 través de

cuenta que las condiciones de reaccién ya se encontraban optimizadas para BRA
PCR de punto final, se probaron directamente las condiciones para la PCR cuantitativa con una
relacién de sondas:primers de 4:1 (0,8uM/0,2uM). Las sondas resultaron ser especificas por gPCR
para todas las variantes analizadas en BRAF'*® (BRAF'*® BRAF'*%¢ BRAF'*%), por lo que se analizé
también la muestra proveniente de tejido FFPE la cual resulté ser BRAF'*® (WT). Luego se
procedid al andlisis por ddPCR de las muestras de pacientes con las condiciones ideales para

ddPCR. Se utilizaron los valores de LoB=1 y LoD=5 obtenidos en los analisis previos de BRAF'*%,
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Por otro lado, la optimizacidén de la reaccién para la deteccién de variantes en el promotor
de TERT (pTERT) fue la mas desafiante debido a su regién rica en GC, lo cual dificulté la
optimizacién tanto de la PCR por punto final, como de las sondas por gPCR y ddPCR. En primer
lugar se optimizaron las condiciones de ciclado de la PCR, evaluando diferentes concentraciones
de primers, uso de aditivos, y condiciones de ciclado. En total se probaron nueve pares de
primers, aunque se eligieron para mostrar los dos juegos que dieron resultados mas
representativos (combinacion #1 y #2). La combinacion #1 se logré optimizar en forma simple
pero al evaluar esta combinacién por PCR cuantitativa no se detectd senal de fluorescencia de las
sondas, a pesar de haber amplificacién de producto, confirmado por electroforesis. Por lo tanto,
se evalud el efecto del aditivo 7-deaza-dGTP, con impacto positivo en la deteccién de las sondas.
Una vez que se confirmé la especificidad de las mismas se evalud la muestra de tejido FFPE, la
cual resultd positiva para la mutacién en pTERT, y la combinacidn de los aditivos Betaina con
7-deaza-dGTP, la cual favorecid la deteccion de las sondas. En el caso de la combinacién #2, se
realizaron tres pasos de optimizacion para los primers, ciclado de 2 pasos convencional, PCR
TOUCHDOWN y PCR TOUCH-UP (Anexo, pag. 77 y 78). Sin embargo, no se encontraron
condiciones de reaccidn con la especificidad deseada, para la deteccién de un solo producto. Para
realizar la PCR cuantitativa se utilizd como control la linea celular MEL-XY2 heterocigota y las
condiciones iniciales de reaccion, una relacién de sondas:primers 4:1 (0,8uM/0,2uM) a una
temperatura de hibridacion de 60°C con el uso del aditivo 7-deaza-dGTP (200uM), comparando
con y sin Betaina 0,5M. De esta forma se confirmo la especificidad de las sondas.

Se pasd a probar el sistema por ddPCR utilizando controles positivos y negativos con
ambos juegos de primers en las condiciones iniciales e ideales para esta técnica (concentracién
de primers 0,8uM y temperatura de hibridacion=60°C) para las combinaciones #1 y #2,
observando que las poblaciones de eventos doble negativos, simples positivos y doble positivos
no se separaban bien. Por lo tanto, se analizd el efecto del aditivo Betaina 0,5M en Ia
combinaciéon #1. Dado que tampoco se consiguid optimizar el sistema de ddPCR de esta manera,
no se procedid a determinar el LOB/LOD ni a analizar las muestras de biopsias liquidas con esta
reaccion. En conclusién, queda pendiente analizar otras condiciones de reaccién para el oncogén
PTERT que permitan obtener resultados por ddPCR especificos, como los obtenidos por PCR
cuantitativa, con los eventos de los 4 cuadrantes bien definidos.

Con respecto a la poblacidon de estudio, se analizd un cohorte de validacién de 19
pacientes con melanoma cutaneo, la mayoria con enfermedad diseminada (estadio V) (84%) y
con estatus mutacional de BRAF"® determinado previamente en 84%. La mayoria de los
pacientes fueron tratados con inmunoterapia (74%), presentando diferentes respuestas clinicas al
tratamiento al momento de la evaluacién, desde sin evidencia de enfermedad hasta progresion.
Esto influyd que en algunos casos no se pudieran obtener muestras en todos los tiempos
planificados. Se pudo obtener ADN circulante libre de células en todas las muestras de plasma
disponibles. Se analizaron los biomarcadores BRAF'®®MUT y NRAS®™UT por PCR digital,
determinando un biomarcador evaluable en 84% de los casos. No hubo contradicciones entre el

estatus mutacional de BRAF'®®

detectado en tejido y en la biopsia liquida. Incluso, se pudo
determinar el estatus mutacional de las variantes analizadas en algunos pacientes que no tenian
determinacion previa en el tumor. Con respecto al andlisis de los niveles de ADNct en el tiempo,

en los casos BRAF*™MUT en aquellos pacientes libres de enfermedad no se detecté ADNct. En
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aquellos con enfermedad estable o respuesta parcial, se observé una disminucién a cero de los
niveles de ADNct. Aquellos que progresaron presentaron ADNct>10% al inicio y ADNct>0% al final
del periodo de seguimiento. En los casos BRAF"*®"7, uno con enfermedad estable presentd

disminucion a cero de ADNct NRAS®MUT

y otro con progresion niveles estables de ADNct.

En esta poblacién inicial, observamos que los niveles iniciales de ADNct y sus variaciones
reflejaron la respuesta clinica al tratamiento, tanto inhibidores como inmunoterapia. A menor
ADNCct, mejor respuesta. Los pacientes que presentaron algun tipo de respuesta negativizaron sus
niveles de ADNct, mientras que los progresaron no. Estos resultados destacan el potencial de las
biopsias liquidas para monitorear la evolucién clinica de los pacientes en tiempo real y en forma

no invasiva.
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ANEXO TEORICO

1-PCR de punto final

La PCR es una técnica de biologia molecular capaz de amplificar enzimdaticamente, a través
de la adicién de nucleétidos, una sola molécula de ADN en millones de copias en poco tiempo. La
amplificacion se logra mediante una serie de tres pasos: (1) desnaturalizacion, en la que el ADN
de doble cadena se desnaturaliza con temperatura, separandose en ambas cadenas; (2)
hibridacion, en la que los primers se unen a su regién complementaria en el ADN objetivo; y (3)
extension, en la que la ADN polimerasa extiende el extremo 3 'de cada primer a lo largo de las

cadenas de ADN objetivo. Estos pasos se repiten (“ciclan”) de 30 a 45 veces para producir
exponencialmente copias exactas del ADN objetivo (Szilagyi, 2020).

Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
120 :
X1 X 30/45 : X1
Temperatura Temperatura
desnaturalizacién ;  Temperatura desnaturalizacion
100 inicial i desnaturalizacion final
\" Tiempo Tiempo \ Tiempo "‘
| Desnaturalizacién !desnaturalizacién (s)‘-‘l / desnaturalizacién |
inicial (s) : v final(s) |
80 ‘ : \ P ‘
/ : \ [ \
( ‘ | \
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Figura 58: Ciclado de PCR de dos pasos segiin Temperatura (°C) vs Tiempo (s).

El paso de desnaturalizacion inicial se realiza habitualmente a 94-98°C durante 1-5
minutos. El tiempo y la temperatura de este paso pueden variar segun la naturaleza del ADN
objetivo. La temperatura de annealing o hibridacion (T,,,.cis,) S€ determina segun la
temperatura de melting o fusion (T,,) de los primers u oligonucledtidos seleccionados para la
amplificacion por PCR. T,, se define como la temperatura a la que el 50% de los primers y su
secuencia complementaria forman un duplex. Una regla general es comenzar con una Ty idacion
3-5°C mas baja que la T,, mas baja de los primers (Szilagyi, 2020). Para optimizar la T}, iscicn S€
pueden realizar gradientes de temperatura y evaluar al mismo tiempo para las distintas T,,izacién-

El siguiente paso en la PCR es la extension del extremo 3' de los primers complementarios a la
cadena objetivo de ADN. La actividad polimerasa 5'— 3' de la ADN polimerasa incorpora
deoxinucledtidos trifosfato (dNTP) y sintetiza las cadenas hijas. La temperatura de extension
(Texeensisn) S€ €leva a la temperatura éptima de la enzima para su maxima actividad. Si la T}id0ci6n
del primer esta dentro de los 3°C de 1a Toyensisny S€ PUeden combinar en un solo paso llamado PCR
de dos pasos, en lugar de la PCR convencional de tres pasos. La PCR de dos pasos acorta el

tiempo necesario para el proceso de PCR, ya que no es necesario cambiar y estabilizar las
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temperaturas entre la hibridacion y la extensién (Szilagyi, 2020). El tiempo de extensién de la PCR
depende de la velocidad de sintesis de la ADN polimerasa y de la longitud del ADN objetivo a
amplificar. El tiempo de extensidén tipico para la Tag ADN polimerasa es de 1 min/kb
(Qiagen,2021) (Biorad,2021).

Para evaluar la especificidad del producto de amplificacidon de la PCR, se puede analizar su
curva de desnaturalizacidon y su corrida electroforética. La funcion de dichas técnicas es la de
evaluar si se formd un producto Unico y especifico, si hay presencia de dimeros de primers o
productos inespecificos. La electroforesis proporciona evidencia cualitativa del nUmero y tamafio
de fragmentos de ADN amplificados en la muestra. Esto lo logra a través de la migracidon
diferencial de las moléculas, bajo la incidencia de un campo eléctrico, generada por diferencias
de masa ya que el ADN tiene carga negativa homogénea. Para conocer el tamafo de los
amplicones se utilizan marcadores de peso molecular (MPM) que son fragmentos de ADN de
tamano conocido. Por otro lado, para obtener las curvas de desnaturalizacién se utiliza el
colorante fluorescente Eva Green, el cual es una agente intercalante saturante de &acidos
nucleicos doble cadena. El pico de la derivada de la curva de desnaturalizacion (dF/dT vs
Temperatura de fusidn en °C) corresponde a la temperatura donde la mitad de las moléculas de
ADN se encuentran asociadas al fluoréforo (Tm). Cuanto mayor tamano tenga el amplicén de
ADN a desnaturalizar mayor sera su temperatura de fusion (Qiagen, 2021). A medida que
disminuye la cantidad de ADN doble cadena, disminuye linealmente la intensidad de
fluorescencia. Los datos se recopilan normalmente en un rango de temperatura de 65 a 95°C en
incrementos de 0,2 -1°C (Biorad,2021).

2-PCR Touchdown

La generacion de multiples productos inespecificos en las reacciones de PCR a menudo es
causado por una baja temperatura de fusidon (Tm) o estimaciones y condiciones de annealing
inadecuadas. Touchdown (TD) PCR ofrece un medio simple y rapido para optimizar las PCR,
aumentando la especificidad, la sensibilidad y el rendimiento, sin la necesidad de optimizaciones
prolongadas y/o el redisefio de primers. Emplea una temperatura de hibridacion inicial por
encima de la temperatura de fusién proyectada (Tm) de los primers que se utilizan, luego pasa
progresivamente a una temperatura de hibridacién mas baja y permisiva en el transcurso de
ciclos sucesivos. Cualquier diferencia en la Tm entre el annealing correcto e incorrecto producira
una ventaja exponencial del doble o hasta del cuddruple por ciclo, por ejemplo disminuyendo la
temperatura de annealing de la reaccién 0,5 2C por ciclo se obtiene una ventaja exponencial del
doble. La TD-PCR es especialmente util para templados que son dificiles de amplificar, como
templados con estructuras secundarias extensas, islas de alto % G+C en genomas y dianas de
organismos con >60% de contenido de G+C. También se puede usar de forma estandar para
mejorar la especificidad y la formacién de productos. El procedimiento dura entre 90 y 120
minutos, dependiendo de la longitud del templado (Thermofisher).
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Figura 59. Touchdown PCR. El método promueve la especificidad (curva amarilla) al comenzar con una temperatura
de annealing superior a la dptima, que se reduce gradualmente (linea negra) a medida que continuda el ciclo hasta
que se alcanza la temperatura de annealing dptima. El rendimiento del amplicdn previsto (curva verde) se acumula

considerablemente con la temperatura de hibridacidn optimizada (Thermofisher).

3-PCR Touch-up (TU)

Es una técnica de amplificacidén Unica que funciona de manera eficiente y especifica en un
rango de temperatura, en lugar de a una temperatura especifica, durante todo el proceso de
amplificacion. La PCR de gradiente TU es util para templados que son dificiles de amplificar y
requieren una optimizacion extensa. Los ciclos iniciales proporcionan condiciones favorables para
que se produzca la amplificacidon, mientras que los ciclos posteriores permiten una amplificacion
mas especifica. Por lo tanto, consiste en comenzar por temperaturas madas bajas que la
temperatura de annealing hasta alcanzar la misma (Rowther,2012).

4-PCR Cuantitativa y PCR digital

La deteccién de mutaciones siempre ha representado un desafio tecnolégico porque sélo
un pequefio subconjunto de células tumorales alberga estas mutaciones, y los métodos a
menudo tienen una sensibilidad limitada para su determinacion. Ademds, si bien los tumores
liberan ADN a circulacion, la cantidad de ADN circulante libre de células presente en las biopsias
liguidas es escaso por naturaleza requiriendo de un método sensible para su estudio. La PCR
digital por gotas (ddPCR) es uno de los métodos mas sensibles para la deteccién de mutaciones
somaticas y actualmente es uno de los mejores métodos utilizados en el analisis de ADNct. La
ddPCR se basa en la particion de una mezcla de reaccion de PCR con ADN molde en
10.000-20.000 gotas, de forma tal que cada gota tiene una secuencia objetivo. Por lo tanto, en
cada particién se lleva a cabo una PCR de punto final, permitiendo la medicién de miles de
eventos de amplificacion independientes dentro de una sola muestra, lo que implica una mayor
sensibilidad (Colozza-Gama et al., 2021). La ddPCR utiliza microfluidos para dividir las muestras
en gotitas de agua suspendidas en aceite (Sun et al., 2021).

Cada secuencia objetivo/blanco es reconocida por una sonda con un fluoréforo especifico.
En las reacciones de punto final, las gotas se punttan por la presencia (positiva) o ausencia

(negativa) de sefiales de fluorescencia y luego se analiza la proporcidon de gotas positivas o
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negativas sobre el total para calcular la concentracidon objetivo en la muestra, segun la
distribucion de Poisson. Por lo tanto, la estrategia de dilucidon limitante del ADN molde a una
molécula por gota y la distribucién de Poisson permiten determinar el recuento absoluto de
copias de ADN diana por muestra (Colozza-Gama et al., 2021).

Por otro lado, para la deteccién de las mutaciones puntuales por PCR cuantitativa se
pueden utilizar sondas especificas con el sistema fluoréforo/extintor. El sistema se basa en un
fluordforo en el extremo 5', el oligonucledtido especifico y un atenuador de la fluorescencia en el
extremo 3' 6 extintor para absorber, es decir apagar, la sefial del fluoréforo que se encuentra en
el otro extremo de la sonda. Entonces, cuando la ADN polimerasa extiende la cadena de ADN
objetivo desplaza e hidroliza la sonda, que se encuentra hibridada, a través de su actividad 5' a 3'
exonucleasa. Al separarse el extintor del fluoréforo ocurre la emision de fluorescencia. En
consecuencia, la intensidad de fluorescencia detectada es directamente proporcional a la del
fluordéforo liberado, y a la cantidad de ADN alelo-especifica presente en la muestra.

La diferencia clave entre la PCR digital y cuantitativa radica en su estrategia para medir la
cantidad de secuencia objetivo (Figura 60). En gPCR, la reaccidn se controla durante todo el
proceso de amplificacion y la cuantificacidon se basa en el analisis de la sefal fluorescente en la
fase exponencial de amplificacion. La cantidad 'absoluta’ de la secuencia objetivo en una reaccién
de gPCR se mide en relacidn con una curva estdndar generada a partir de una muestra de
cantidad o numero de copias conocida. Este método implica que las eficiencias de amplificacién
de la muestra y los estandares son equivalentes. Las diferencias en las eficiencias pueden afectar
significativamente la precisién de la cuantificaciéon (Quan et al., 2018). Por el contrario, ddPCR
recopila sefiales a través de la medicion de la sefial de fluorescencia en el punto final de la PCRy
utiliza el numero de particiones positivas sobre el total de particiones para calcular la
concentracién objetivo. La ddPCR reduce la cuantificacion a la enumeracién de una serie de
resultados positivos y negativos, convirtiendo asi una sefial continua o analdgica en una serie de
sefales binarias o digitales. A diferencia de gPCR, ddPCR no se basa en curvas de calibracidon para
la cuantificacion de muestras. Por lo tanto, evita los errores asociados con las variaciones en las
eficiencias de reaccion. La cuantificacion por ddPCR se basa en estadisticas binomiales que
definen matematicamente su precision inherente y métricas de rendimiento (Quan et al., 2018).

qPCR

'.T'i'i : - real-time detection
real-time PCR H - relative quantification
FCR ii 2 - gquantitative assay
reagents /", 4 callbrator A with standard curves

ye

Partitioning M PR posiive partmions

e dPCR
ﬂm - end-point detection

- absolute guantification
- quantitative assay

D Aludeisomnog

| Microwetls, chambers, droglets ¥ ACR negaiive partitionrs

Figura 60: Comparacidon de técnicas basadas en PCR (Quan et al., 2018).

La particién de la muestra concentra eficazmente las secuencias objetivo dentro de las
reacciones de PCR independientes. Este efecto de concentracidn reduce la competencia del ADN
objetivo y, por tanto, permite la deteccidn de mutaciones raras en un contexto de secuencias de
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tipo salvaje. Ademas, también puede permitir una mayor tolerancia a los inhibidores presentes
en una muestra (Quan et al., 2018).

Para establecer la solidez en ddPCR se deben determinar el limite de blanco del ensayo
(LoB) y el limite de deteccion (LoD), donde LoB se define como la concentracidon objetivo
aparente mas alta que probablemente se encuentre cuando se analizan réplicas de una muestra
en blanco que no contiene secuencias diana, es decir, los falsos positivos, y LoD es la
concentracién objetivo mas baja que se espera que se distinga de la LoB o ruido y en la cual Ia
deteccion es factible. Estos parametros definen la calidad de una prueba ddPCR, y se debe
determinar para cada juego de primers/sondas disefiados (Coccaro et al., 2020).
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ANEXO DE CALCULOS

1-NRAS

A continuacién, se encuentran los valores obtenidos de los 7 pocillos con control WT que se
utilizaron para el calculo del LoB y el LoD. Al nimero de copias de ADN/20 uL de reaccidn se les
contempld un 10% de error de volumen para obtener el promedio de falsos positivos, siendo un
valor de 2,2 (ecuacion 1). Los limites fueron calculados con las ecuaciones de la Tabla 29.

Tabla 31: Valores obtenidos para el calculo del LoB y el LoD.

REACCION CANAL Copias ADN f20pl +10% vol error
1 Fal b,b 7,3
HEX 8410,4 92514
2 Fal 0,0 0,0
HEX 8408,2 9249.0
3 Fal 1,9 2,0
HEX 91722 10089, 4
4 Fal 0,0 0,0
HEX 0876,6 9764,2
5 Fal 1,7 1,9
HEX 07629 96392
6 FAMN 1,7 1,9
HEX 9030,0 95955,0
- FAMN 2,2 2,4
HEX oded, 1 9310,5
Promedio Falsos Positivos (FP) =2,2
LoB =5,47
LoD =10,90

En las siguientes tablas se encuentra la concentracidén en copias/ul para todas las muestras de
pacientes en los canales correspondientes, FAM y HEX, en la deteccidn de las variantes NRAS®®*F,
NRAS®™, NRAS®'. A partir de este valor se pudieron calcular las copias de ADN por pocillo
(ADNc-CPP) y en consecuencia las copias de ADNc por ml de plasma (ADNc-CPMP) (Ecuacién 2). A
través de la ecuacion 3 se obtuvo el porcentaje de FAM.

También se presenta el nUmero de gotas o eventos totales para cada reaccidn con los respectivos
numeros de eventos positivos y negativos.

Por otro lado, si bien se analizé mas de 10.000 gotas la muestra 7 a tiempo t1 se definid muestra
no determinada ya que su numero de eventos positivos totales (Eventos positivos mutados +
eventos positivos wylde tipe) es menor a 100 (Parametro definido como limite para considerar la
determinacion o no de una muestra).
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Tabla 32: Valores utilizados para realizar los calculos correspondientes (Ecuacion 2 y 3) y obtener los resultados
mostrados en la Tabla 30 para las variantes NRAS®®*®, NRAS®®*¥, NRAS?¢?,

Paciente | Target| N2 Gotas| L 08 | EVeNtos | o | Cond{copias/yl) | ADNc-CPP [ADNc-cPMP| % FAM
Positivos | Negativos

1000 | FAM | 30.393 0 30,393 [3.900 0,00 0,00 0,00 0,00
1010 | HEX | 30293 | 933 | 29460 |1900 36,68 806,98 | 161397 -
102 | FAM | 27.303 0 27.303 |3.900 0,00 0,00 0,00 0,00
10©2 | HEX | 27.303 | 1444 | 25859 |1900 63,93 140639 | 2.812,78 _
1510 | FAM | 30.254 6 30,248 |3.900 0,23 0,00 0,00 0,00
150 | HEX | 30254 | 265 | 29.989 |1900 10,35 2771 455,41 -
15¢1 | FAM | 31839 0 31839 |3.900 0,00 0,00 0,00 0,00
15¢1 | HEX | 31839 | 1192 | 30.647 |1900 44,89 987,60 | 197520 ]
152 | FAM | 24.298 0 24,298 |3.900 0,00 0,00 0,00 0,00
15€2 | HEX | 24298 | 2500 | 21798 |1900 127,74 2.810,20 | 5.620,40 -
7t0 | FAM | 24.114 6 74,108 |3.900 0,29 0,00 0,00 0,00
7t0 | HEX | 24114 | 787 | 23.327 |1900 39,04 85880 | 171761 _
7t1 | FAM | 25.128 9 75119 |3.900 0,42 0,00 - ND
7tl | HEX | 25128 | 44 75.084 |1.900 7,06 45,36 _ ND
712 | FAM | 22.656 7 22,654 |3.900 0,10 0,00 0,00 0,00
7t2 | HEX | 22656 | 759 | 21897 |1900 40,09 88194 | 1763,89 _
1410 | FAM | 25.876 0 75.876 |3.900 0,00 0,00 0,00 0,00
1410 | HEX | 2586 | 568 | 25258 |1900 76,16 57559 | 115118 -
1441 | FAM | 24247 1 74246 |3.900 0,05 0,00 0,00 0,00
1441 | HEX | 24247 | 696 | 23.551 |1900 34,26 75381 | 150763 ]
142 | FAM | 29.019 1 29.018 |3.900 0,04 0,00 0,00 0,00
14€2 | HEX | 29.019 | 1121 | 27.898 |1900 46,35 1019,66 | 203931 -
1610 | FAM | 27.606 4 77.602 |3.900 0,17 0,00 0,00 0,00
1610 | HEX | 27.606 | 2.973 | 24633 |1900 134,05 294919 | 589839 _
1661 | FAM | 26.341 7 76,339 |3.900 0,09 0,00 0,00 0,00
1681 | HEX | 26341 | 1e26 | 24715 |1o00 74,96 1649,13 | 3.29876 _
162 | FAM | 31393 7 31.391 |3.900 0,07 0,00 0,00 0,00
16©2 | HEX | 31393 | 2.971 | 28422 |1900 116,97 7.573,26 | 5.146,52 _
310 | FAM | 25201 | 33 75.168 |3.900 1,54 73,01 26,03 438
310 | HEX | 25201 | 484 | 24717 |1900 22,81 501,92 | 100384 ]
311 | FAM | 29.409 9 29.400 |3.900 0,36 0,00 0,00 0,00
31l | HEX | 29.409 | 2.622 | 26.787 |1900 109,86 2.417,00 | 4.834,00 _
312 | FAM | 28652 7 78,645 |3.900 0,29 0,00 0,00 0,00
312 | HEX | 28652 | 1038 | 27.614 |1900 3.4 95507 | 1.910,14 _
1240 | FAM | 32.358 1 32,357 |3.900 0,04 0,00 0,00 0,00
1240 | HEX | 32358 | 702 | 3165 |1900 75,80 567,69 | 113529 ]
122 | FAM | 3192 7 31895 |3.900 0,26 0,00 0,00 0,00
12€2 | HEX | 31902 | 1234 | 30,668 |1.900 46,41 1021,03 | 2.042,06 _
210 | FAM | 24310 | 171 | 24139 |3.900 8,30 171,80 3361 | 13,00
2t0 | HEX | 24310 | 1056 | 23.254 |1900 5275 1149,45 | 229890 _
2t1 | FAM | 24.001 7 73.999 [3.900 0,10 0,00 0,00 0,00
2¢1 | HEX | 24001 | 754 | 23247 |1900 37,55 8615 | 165230 _
212 | FAM | 24.550 7 74,548 |3.900 0,10 0,00 0,00 0,00
212 | HEX | 24550 | 743 | 23.807 |1.900 36,16 79542 | 1.590,84 _

ADNc CPP: Copias de ADNc por pocillo de reaccién
ADNc CPMP: Copias de ADNc por ml de plasma
FAM (%): Fraccion alélica mutacional
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Tabla 33: Valores utilizados para realizar los calculos correspondientes (Ecuacion 2 y 3) y obtener los resultados

mostrados en la Tabla 30 para las variantes NRAS®®*®, NRAS®®*¥, NRAS?¢?,

Paciente | Target|N2 Gotas| - o rros | EVeNtos | b o | Conc{copias/pL) | ADNc-CPP* | ADNC-CPMP| % FAM
Positivos | Negativos
410 | FAM | 26508 | 421 | 28489 [3.900 0,00 0,00 0,00 0,00
410 | HEX | 26508 | 412 | 28498 [1900] 46,58 1024,73 | 2.049,47 i
a1 | FAM | 2856 | 1 | 31182 [3.800 0,74 5,48 10,97 0,39
atl | HEX | 26856 | 451 | 30732 [1900] 63,79 140345 | 2.806,91 !
810 | FAM | 23664 | 2 | 23662 [3.900 0,10 0,00 0,00 0,00
8t0 | HEX | 23664 | 490 | 23.174 (1900 24,62 541,56 | 108312 i
811 | FAM| 22546 | 1 | 22.545 [3.900 0,05 0,00 0,00 0,00
8tl | HEX | 22546 | 881 | 21665 |1900] 46,89 103166 | 2.063,32 i
812 | FAM | 29501 [ 10 | 29.581 [3.900 0,40 0,00 0,00 0,00
812 | HEx | 29501 | 1078 | 28513 (1900 43,66 960,50 | 1921,00 i
1790 | FaM | 25721 | 1 | 25720 [3.900 0,05 0,00 0,00 0,00
1790 | HEX | 25721 | 833 | 2asss [1900] 3873 852,10 | 170420 i
1740 | FaM | 30401 | 139 | 30262 [3.900 539 107,71 | 215427 | 1220
17¢1 | HEX | 30401 | 897 | 29504 |1900] 3533 77517 | 1.550,34 i
172 | FAM| 20495 | 1 | 29.494 [4.000 0,04 0,00 0,00 0,00
172 | HEX | 29495 | 376 | 20119 [1350] 1509 32,07 | 664,13 i
10 | FAM| 31333 [ 36 | 2983 [3.900 0,45 0,00 0,00 0,00
180 | HEx | 31333 | 1143 | 28716 [1900] 687,28 15.120,13 | 3024025 | -
5¢0 | FAM | 29859 | 454 | 34410 [3.900 1,42 2032 10,65 1,97
5¢0 | HEX | 29859 | 2027 | 32837 |1900] 459 101024 | 2.020,47 i
5¢1 | FAM | 24218 | 558 | 28366 |3.800 0,87 834 16,69 0,10
5¢1 | HEX | 24218 | 2.670 | 26.254 |1900] 365,61 804338 | 16.085,76 | -
1190 | FAM | 17326 | 0 17.326_|3.900 0,00 0,00 0,00 0,00
11490 | HEX | 17326 | 681 | 16645 |1900] 47,17 1037,84 | 2.075,68 i
ne [ M| 27752 | o | 27.752 [3.900 0,00 0,00 0,00 0,00
119 | HEX | 27752 | 1058 | 26694 |1900] 4573 1006,02 | 2.012,05 i
6t0 | FAM | 34864 | 0 | 26508 [3900] 1547 30835 | 656,71 | 1748
6t0 | HEX | 3484 | 1029 | 25479 [1900] 70,47 155032 | 3.100,65 i
6t1 | FAM | 28924 [ 17 | 26819 [3.900] 2,9 49330 | 986,60 | 164
6tL | HEX | 28924 | 1418 | 25448 [1900] 113,95 2506,79 | 5.013,59 !
1960 | FAM | 28498 | 4 | 28494 [3.900 0,17 0,00 0,00 0,00
1960 | HEX | 28498 | 730 | 27.768 |1900] 3053 67164 | 134377 i
NTC | FAM | 24154 | 1 | 74153 [3.900 0,05 0,00 0,00 0,00
NTC | HEX | 24154 | 0 | 74154 |1900 0,00 0,00 0,00 0,00
FAM | 28910 | 18 | 24200 [3.900] 17,26 1878 | 737,56 | 498
HEx | 28910 | 6.469 | 17.749 [1.900] 16,89 371,51 | 743,01 i
- | eam| 31183 [ 0 [ 31321 [3.900 0,04 0,00 0,00 0,00
- [ Hex ] 31183 | 1383 [ 17.470 [1900] 17,14 377,07 | 754,14 !
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2-BRAF

Tabla 34. Valores del LoB y el LoD de BRAF®* utilizados para BRAF'®%%,

REACCION | CANAL Copias ADN f20pl | +10% vol error
1 FAJ 0,0 0,0
HEX £.483,3 71316
2 FaAM 0,0 0,0
HEX 7.061,9 7i6g, 1
3 Fan 0,0 0,0
HEX £.089,3 bb9ag,2
4 FAM 0,0 0,0
HEX £.518,0 71698
5 FAMN 0,0 0,0
HEX £.811,8 7493,0
6 FAf 0,0 0,0
HEX 7.380,4 8118,4
- FaAM 0,0 0,0
HEX 7.239,4 7963,4
8 FaAM 0,0 0,0
HEX £.951,8 Jed7.0
Promedio Falsos Positivos {FP) =0
LoB=1
LoD =5

En la siguiente tabla se encuentra la concentracion en copias/ul para todas las muestras
de pacientes en los canales correspondientes, FAM y HEX, en la deteccién de la variante
BRAFY®%* y BRAF®®, A partir de este valor se pudieron calcular las copias de ADN por pocillo
(ADNc-CPP) y en consecuencia las copias de ADNc por ml de plasma (ADNc-CPMP) (Ecuacidn 2).
A través de la ecuacién 3 se obtuvo el porcentaje de FAM.

También se presenta el niUmero de gotas o eventos totales para cada reaccion con los respectivos
numeros de eventos positivos y negativos.

-84-



Tabla 35: Valores utilizados para realizar los calculos correspondientes (Ecuacion 2 y 3) y obtener los resultados
mostrados en la Tabla 30 para las variantes BRAF'*¢ y BRAF"¢%,

Paciente | Target|Ne Gotas| EVEMOS | Eventos | . o | concicopias/uL) | ADNc-CPP | ADNc-CPMP |% FAM
Positivos|Negativos
7t0 | FAM | 19.812 1 19.811 | 5.100 0,06 0,00 0,00 0,00
7t0 | HEX | 19.812 | 570 | 19.242 | 2.200 34,30 754,60 1.509,20 ]
7t1 | FAM | 21.277 2 21.275 | 5.100 0,11 0,00 0,00 0,00
7t1 | HEX | 21.277 | 51 21226 | 2.200 2,82 62,04 124,08 -
7t2 | FAM | 19.359 3 19.356 | 5.100 0,18 0,00 0,00 0,00
7t2 | HEX | 19359 | 756 | 18.603 | 2.200 46,90 1.031,80 | 2.063,60 -
1410 | FAM | 18.886 2 18.884 | 6.000 0,12 0,00 0,00 0,00
1410 | HEX | 18886 | 568 | 18318 | 2.3%0 35,93 790,36 1.580,72 -
1411 | FAM | 20317 3 20314 | 5.700 0,17 0,00 0,00 0,00
14t1 | HEX | 20317 | 911 | 19.406 | 2.560 5397 118737 | 237474 -
1412 | FAM | 7.779 1 7778 | 5380 0,15 0,00 0,00 0,00
1412 | HEX | 7.779 | 343 743 | 2348 53,05 116716 | 233432 -
1610 | FAM | 18.193 0 18193 | 5.500 0,00 0,00 0,00 0,00
1610 | HEX | 18193 | 2623 | 15570 | 2004 183,00 4.026,00 | 8.052,00 -
1611 | FAM | 16.294 4 16.290 | 5.500 0,29 1,36 2,72 0,06
1611 | HEX | 16294 | 1.391 | 14903 | 2.004 105,00 2.310,00 | 4.620,00 ]
1612 | FAM | 14.887 2 14.885 | 5.500 0,16 0,00 0,00 0,00
1612 | HEX | 14.887 | 1723 | 13.164 | 2.004 145,00 3190,00 | 6.380,00 ]
2t0 | FAM | 18.627 2 18.625 | 5.100 0,13 0,00 0,00 0,00
2t0 | HEX | 18.627 | 872 | 17.755 | 2.3 56,40 1.240,80 | 2.481,60 -
2t1 | FAM | 19.266 5 19.261 | 5.100 0,31 1,71 3,42 0,20
2t1 | HEX | 19.266 | 639 | 18627 | 2.3 39,70 873,40 1.746,80 -
2t2 | FAM | 19.146 1 19.145 | 5.100 0,06 0,00 0,00 0,00
2t2 | HEX | 19146 | 1.033 | 18113 | 2.2 65,30 1.436,60 | 2.873,20 -
4t0 | FAM | 21.299 1 21.298 | 5.100 0,06 0,00 0,00 0,00
4t0 | HEX | 21.299 | 622 | 20677 | 2.000 34,90 767,80 1.535,60 -
4t1 | FAM | 20.242 0 20242 | 5100 0,00 0,00 0,00 0,00
4t1 | HEX | 20242 | 1318 | 18924 | 2.000 79,20 1.742,40 | 3.484,80 -
17t0 | FAM | 17.964 3 17.961 | 5.100 0,20 0,00 0,00 0,00
17t0 | HEX | 17.964 | 492 | 17.472 | 2.000 32,70 719,40 1.438 80 -
610 | FAM | 22.710 4 22706 | 5.100 0,21 0,00 0,00 0,00
6t0 | HEX | 22.710 | 1.654 | 21.056 | 2.000 89,00 1.958,00 | 3.916,00 ]
6t1 | FAM | 19.537 2 19.535 | 5.100 0,12 0,00 0,00 0,00
6t1 | HEX | 19.537 | 2175 | 17.362 | 2.000 139,00 3.058,00 | 6.116,00 -
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