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4. INTRODUCCION

1. Cancer

El cancer es un conjunto de enfermedades causadas por la acumulacién de
alteraciones genéticas y epigeneticas en genes conductores. Dichas alteraciones
producen un desequilibrio en la homedstasis celular alterando procesos como la
proliferacion, la diferenciacion y la muerte celular programada. Estos cambios
confieren ventajas a las células provocando su transformacion maligna que
desencadena en la divisibn descontrolada y metastasis (Barrett etal., 1993;
Hanahan & Weinberg et al., 2011, Torti & Trusolino et al., 2011).

1.1 Epidemiologia del cancer

El cancer es un problema de salud publica a nivel mundial, en el afio 2008 se
estimaron alrededor de 7.6 millones de muertes y 12.6 millones de nuevos casos.
Para el afio 2012 estas cifras aumentaron, ya que se estimaron 8.2 millones de
muertes y 14.1 millones de nuevos casos (Figura 1; Ferlay et al., 2014).

A pesar de los avances en la investigacion y la clinica, se considera que el niumero
de nuevos casos y muertes, incrementan debido al crecimiento y envejecimiento
de la poblacion, junto con factores externos que aumentan el riesgo de padecer
cancer (Jemal et al., 2011).

Mundo Meéxico

Braast

Prostate

Lung Cearvix uteri

Coloracturm Coloractum

Cervix uteri Lung

Stomach Starmnach
Liver Liver

Corpus uteri Leukasmia

Ovary Ovary

Oesophagus Corpus uteri

Bladder Mon-Hodgkin lymphoma
MNon-Hodgkin lymphoma Brain, nervous system
Leukaemia Pancreas

Kidney
M Incidence M Incidence
W Mortality Bladder W Mortality

Kidney

Pancreas

0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40
ASR (W) rate per 100,000 ASR (W) rate per 100,000

Figura 1.Epidemiologia del cancer: Estadisticas de los principales tipos de cancer que afectan a
la poblacion. Tomada de Ferlay et al., 2014



2. Cancer de pulmon

El cdncer de pulmon es la principal causa de muerte a nivel mundial por cancer; la
primera en hombres y la segunda en mujeres. Esta enfermedad presenta los
indices de mortalidad més elevados y es una de las mas diagnosticadas. La
incidencia del cancer de pulmon a nivel mundial es de 1.3 millones de nuevos
casos, y la mortalidad anual es de 1.1 millones.

Debido a que los pacientes son asintométicos en estadios tempranos, del 100%
los casos de cancer de pulmon tan solo el 15% presentan la enfermedad en
estadio localmente avanzado y 56% en la fase de metéastasis, en estas etapas ya
no es posible la intervencidn quirargica. Por ello, el prondstico del cancer pulmonar
es pobre, y solo el 15% de estos pacientes presentan una sobrevida a 5 afios
(Jemal et al., 2011).

En México el cancer de pulmon es la segunda causa de muerte en hombres y la
cuarta en mujeres (Ferlay et al, 2012). ElI indice de fatalidad
(mortalidad/incidencia) es de 0.96, es decir, casi el 100% de los pacientes con
cancer de pulmén muere a causa de esta neoplasia al afio. Esta enfermedad adn
no esta controlada, ya que en los ultimos 30 afios la prevalencia del cancer de
pulmén ha aumentado drasticamente, principalmente en el periodo de 1998 a
2004 (Ruiz-Godoy etal., 2007). México tiene diferencias epidemiologicas en
cuanto a la incidencia del cancer pulmonar entre sus estados. La incidencia y
mortalidad se relaciona estrechamente con el tabaquismo, factores ambientales y
ocupacionales; en México el consumo del tabaco es mas frecuente en zonas
urbanas y en ciudades industrializadas, como las del norte del pais, ademas las
lecturas mas altas del indice metropolitano de la calidad del aire (IMECA) se
registran predominantemente en esta zona, que corresponden a las tasas mas
altas de mortalidad por cancer de pulmén (Figura 2) (Ruiz-Godoy et al., 2007).

Hombres

Muy alta
g Alta . '
N Media %, M Media

Muy alta

Figura 2. Distribucion geogréfica de la mortalidad por cancer de pulmoén en México.
Modificada de Meneses et al., 2007



2.2 Factores de riesgo

El factor de riesgo mas importante para el cancer de pulmén es el habito de fumar
tabaco, el cual se asocia con el 85% a 90% de todas las muertes relacionadas con
el cancer pulmonar (Ettinger etal.,, 2012). EI humo de cigarro contiene
carcinbgenos como nitrozaminas, benzopirenos, y formaldehido. Existe una
relacion entre el tabaquismo activo y el cancer de pulmoén, el riesgo del fumador es
afectado por factores como la edad, el nUmero de cigarros consumidos al dia, la
duracion del habito, y la edad de iniciacion. El fumador presenta entre 15% a 35%
riesgo de desarrollar esta patologia (OR 93.1; IC 95% 90.1 -96.2) en hombres y en
mujeres (OR 82.6; IC 95% 79.6 -86.0), mientras que los fumadores pasivos
presentan un riesgo aumentado del 30% en comparacion con los no fumadores
(Zhong et al.,2000; Jemal et al., 2011; Pesch et al., 2012).

Otros factores de riesgo son los ocupacionales, en los que la exposicion ocurre en
entornos de trabajo especificos, donde hay contacto con arsénico, asbesto, niquel,
cadmio, radon, hidrocarburos policiclicos y radiaciones ionizantes. Estos
ambientes incluyen las minas de extraccion de metales, obras de construccion,
industrias textiles o de fibras plasticas, e incluso en el aire de manera natural.
Estos factores de riesgo son responsables del 18% de los casos de cancer de
pulmén en hombres y de menos del 1% en mujeres. La inhalacién de estas
sustancias provoca que se depositen y acumulen en los pulmones, causando
aductos en el ADN, que tienen como consecuencia la produccién de alteraciones
moleculares como las mutaciones (Mollberg et al., 2011).

La base genética hereditaria en el cancer de pulmoén es otro factor de riesgo.
Existen genes que predisponen al cancer de pulmén como son la presencia en la
linea germinal de variantes patogénicas raras en los genes ATM (50%), TP53
(29%), PARK2 (7%), EGFR (7%) y BRCA2 (7%) (Figura 3; Parry et al., 2017; Y.
Wang et al., 2014)
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Figura 3. Genes que predisponen al cancer de pulmén. Modificada de Parry et al., 2017



Se ha encontrado un mayor riesgo en personas portadoras de variantes
germinales del gen TP53. Si fuman, estas personas son 3 veces mas susceptibles
a desarrollar cancer de pulmon que los portadores que no fuman (Delgado et al.,
2005). También se ha descrito la variacion en la secuencia T790M del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (Arrieta et al., 2012; Molina et al.,2008).

Ademas de los factores de riesgo mencionados anteriormente, la contaminacion
ambiental producida por la combustion incompleta de combustibles fosiles y la
exposicion a aeroparticulas del humo de lefia aumentan el riesgo de padecer
cancer de pulmén (OR 1.9; IC 95% 1.1-3.5; Ruiz Godoy etal.,, 2007). La
exposicion a nanoparticulas menores a 10 uM, las cuales contienen hidrocarburos
policiclicos aromaticos adosados, presentes en el aire incrementan el riesgo de
desarrollar cancer de pulmén (Molina et al., 2008; Gridelli et al., 2015). EI humo
producido por la combustion de la lefia causa mutaciones en la proteina p53, estas
mutaciones ocurren en el dominio de uniéon a DNA y tienen como consecuencia
la pérdida de su funcién como factor de transcripcion (Arrieta et al., 2012).

2.3 Tipos de cancer pulmonar

De acuerdo con las caracteristicas histopatologicas, el cancer de pulmoén se
diferencian en 2 tipos: cancer de pulmon de células pequeiias (SCLC), el cual
ocupa el 15% de todos los casos de cancer pulmonar y el cancer de pulmon de
células no pequefias (NSCLC) que representa el 85% ( Figura 4; Gridelli et al.,
2015;

m Cancer de pulmodn de
células no pequefas
(NSCLC) 85%

Carcinoma de
células grandes

B Cancer de pulmoén de
células pequefias (SCLC)
15%

Carcinoma escamoso

o epidermoide

Figura 4. Clasificacion del cancer de pulmén. Adaptada de Gridelli et al., 2015.



En cuanto a las diferencias entre tipos de cancer pulmonar el SCLC se caracteriza
por tener origen neuro-endocrino, presenta células pequefias con poco citoplasma
y tiene una localizacion peribronquial. La forma de las células es redondeada oval
o fusiforme, con limites celulares mal definidos, un citoplasma pequefio, y
presentan abundante necrosis con una alta tasa mitética; son tumores muy
agresivos y aparecen frecuentemente en fumadores. Se caracteriza por tener un
crecimiento rapido, una elevada capacidad de generar metastasis y son
significativamente sensibles al tratamiento con quimioterapia y radioterapia, sin
embargo, la recurrencia en los dos primeros afios es muy elevada ( Travis et al.,
2011; Davidson et al., 2013;).

En cuanto al NSCLC las células tumorales son de mayor tamafio respecto a las
células pulmonares normales, el citoplasma celular es muy abundante y la
localizacion suele ser periférica o central al parénquima pulmonar, a diferencia del
SCLC es un tumor de crecimiento lento y que generalmente deriva del epitelio
bronquial. Sus manifestaciones clinicas son muy variables en los primeros
estadios de modo que el 50% de los casos diagnosticados se encuentra en fase
avanzada. La sensibilidad a la quimioterapia y radioterapia es baja (Travis et al.,
2011).

El NSCLS se divide en 3 histotipos; el epidermoide, el adenocarcinoma y el
carcinoma de células grandes. El histotipo epidermoide se origina del epitelio de
revestimiento y frecuentemente se localiza en los bronquios lobales o principales,
este histotipo se asocia con el consumo de tabaco y representa el 34% de los
casos de NSCLC (Brcic et al., 2012; Bubendorf et al., 2017).

El adenocarcinoma se origina de las células broncoalveolares distales y es por ello
que son tumores periféricos. Son frecuentemente operables, sin embargo,
presentan un peor prondstico comparado con el histotipo epidermoide. El
adenocarcinoma es el histotipo mas frecuente con una incidencia del 55% o
mayor. Esta incidencia se cree que es debido a los cambios en la fabricacion de
cigarrillos, especificamente los cigarrillos con filtro y cigarrillos 'light', que
permiten al fumador tener una aspiracion mas profunda; el humo alcanza las
partes mas profundas de los bronquios y los alvéolos, donde surge
adenocarcinoma (Gridelli et al., 2015; Bubendorf et al., 2017).

El carcinoma de células grandes presenta un prondstico similar al
adenocarcinoma, su localizacién frecuentemente es en la periferia del pulmén
aunque se ha encontrado también en localizacion central y es el subtipo menos
frecuente teniendo una incidencia menor al 11% (Travis et al., 2011; Bubendorf
et al., 2017).



2.4 Diagnéstico

El diagndstico de esta patologia es un problema grave debido a que los pacientes
son asintomaticos en etapas tempranas de la enfermedad, y por ello se
diagnostican en etapas avanzadas. La posibilidad de deteccién en etapa clinica
temprana permitiria el tratamiento con cirugia y agentes citotoxicos (Detterbeck
et al.,2013).

Existen pruebas diagnésticas basadas en imagenes como la radiografia de torax
(RXT), la tomografia computarizada (CT), la resonancia magnética (RM), o
tomografia por emision de positrones (PET). Este tipo de técnicas pretenden
principalmente encontrar areas sospechosas que podrian ser cancerosas y
conocer si el cancer se ha propagado. La RXT en proyeccidon anteroposterior y
lateral es el primer estudio que se solicita en pacientes que han sido vinculados
con los factores de riesgo. Esta técnica muestra una sensibilidad del 40% para
detectar nédulos pulmonares (Velasco et al., 2009).

La tomografia axial computada (TAC) se ha vuelto un método de alta eleccion ya
gue muestra mejores resultados que la RXT (Team etal.,, 2011), y tiene una
sensibilidad hasta del 22% para la deteccion de ndédulos pulmonares (Alpert &
Naidich et al., 2011).

La tomografia por emision de positrones (PET-CT por sus siglas en inglés) permite
observar las estructuras anatomicas y ademas establece el sitio exacto de las
metastasis, permitiendo conocer el estadio de la enfermedad (Caers et al., 2014).

La sintomatologia como la tos (a veces con sangre), el dolor de pecho, la
ronquera, la pérdida de peso, la dificultad para respirar, el cansancio y los
resultados de los estudios de imagenologia pueden sugerir padecer cancer de
pulmén. Pero el diagnostico definitivo se hace mediante pruebas histolégicas en
donde se observan las células de pulmon. Las células se pueden obtener a partir
de secreciones del pulmoén (esputo o flema), del liquido del area que rodea el
pulmén (toracocentesis), o de un &rea que causa sospecha (biopsia). Sin
embargo, algunos de estos procedimientos son altamente agresivos o no brindan
suficiente cantidad de muestra para el analisis. Es por esto que ademas de los
estudios de imagenologia y de los procedimientos invasivos, actualmente hay un
creciente interés en el desarrollo de pruebas que incorporen biomarcadores
genéticos y moleculares, usando muestras no invasivas o0 minimamente invasivas
tales como; sangre, aire exhalado o esputo (Ghosal et al.,2009; Westeinde et al.,
2011; Jantus etal.,, 2012). Estos biomarcadores podrian brindar un método de
tamizaje y monitoreo de la enfermedad en pacientes con riesgo de cancer de
pulmén.



2.5 Estadio clinico

Para tener un diagndstico completo del cancer de pulmdén es necesario conocer la
extension anatémica que ha alcanzado el cancer. La estatificacion del cancer de
pulmén se basada en la clasificacion de tumores malignos, la cual utiliza
parametros como: el tamafio del tumor, la infiltracion a los nédulos linfaticos, y
metastasis (Tumor/Nodulos/Metastasis —TNM). El objetivo de este sistema de
clasificacion es conocer el estadio del tumor enfocado hacia el manejo clinico
(Tabla 1; Greene et al., 2002).

Tabla 1. Clasificacion TNM (6 edicién) Modificada de Greene et al., 2002
1. Tumor primario (T)

X El tumor primario no puede ser evaluado
T0 No hay evidencia de tumor primario
Tos Carcinoma in situ (cancer inicial que no se ha diseminado a tejidos vecinos)
T1,72,73, T4 Tamafio y/o extensidn del tumor primario

2. Nodulos linfaticos regionales (N)
NX Los ndédulos linfaticos regionales no pueden ser evaluados
NO No hay metastasis en nddulos linfaticos regionales
N1, N2, N3 Complicacién de nédulos linfaticos regionales (nimero y/o extensién de diseminacién)

3. Metastasis distante (M)

MX No es posible evaluar una metastasis distante
Mo No hay metastasis a distancia
M1 Metastasis distante (el cancer se ha diseminado a partes distantes del cuerpo)

2.6 Tratamiento

El tratamiento de eleccibn depende de factores como la histopatologia, la
estadificacion, la biologia del tumor y de la salud del paciente. Conocer la
estatificacion permite a la clinica otorgar el tratamiento mas adecuado. En
pacientes con NSCLC, la opcién terapéutica de primera mano es la cirugia, la cual
extirpa el tumor por completo. Sin embargo, sélo del 20 al 30% de los pacientes
son elegibles a esta opcidén debido a que el diagnostico se realiza frecuentemente
en etapas avanzadas de la enfermedad (Spiro et al., 2010).

La terapia de primera linea consiste en sales de platino, no obstante, se han
reportado altas toxicidades asociadas a esta terapia. Ademas, los pacientes
mueren por cancer de pulmén en menos de 5 afos, es por esto que se utilizan
otros regimenes quimioterapéuticos como los taxanos (Molina et al., 2008), o la
quimioterapia paliativa en donde se utilizan regimenes de platino combinados con
farmacos como el paxlitaxel, docetaxel, gemcitabina o vinorelbina (Molina et al.,
2008), sin embargo solo el 40% de los pacientes responden a estas modalidades
(Earle et al., 2008).
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PFS (%)

Otra opcion es la radioterapia; ésta se asocia con una tasa de supervivencia mas
alta que la quimioterapia del 13 al 39% de estos pacientes presentan una
sobrevida a 5 afios en pacientes con tumores T1y T2 (Baker et al., 2016).

La quimioterapia de segunda linea se utliza en caso de fracaso con la
quimioterapia de primera linea. Una de las terapias utilizadas son las terapias
dirigidas hacia alteraciones moleculares especificas, estas han demostrado que
pacientes con dichas alteraciones moleculares responden mejor a esta modalidad.
Algunas de estas alteraciones ocurren en los receptores tirosina cinasa (TK) como
EGFR, y en vias de sefalizaciébn que regulan procesos como la angiogénesis,
apoptosis, y control del ciclo celular entre otros. Un ejemplo de terapia dirigida son
los inhibidores tirosina cinasa (TKI). Se ha demostrado que pacientes con NSCLC
que portan una mutacibn en EGFR responden favorablemente a los TKI
mejorando la supervivencia libre de progresion (PFS), en comparacién con la
guimioterapia convencional (Figura 5) (Kwak et al., 2010; Maemondo et al., 2010)

—  Gefitinib (N-114) 1.0 1 — Erlotinib [N-86)
Quimioterapia (N-110) ] — Quimicterapia (N-87)

P<0.001

Meses Meses
Figura 5. Supervivencia libre de progresidon A): Pacientes con NSCLC avanzado que albergan
mutaciones en EGFR, gefitinib mejord la supervivencia libre de progresion, en comparacion con la
quimioterapia estandar. B) Pacientes con NSCLC avanzado que albergan mutaciones en EGFR,
erlotinib mejoré la supervivencia libre de progresiéon, en comparacién con la quimioterapia
estandar. Modificado de Maemondo et al., 2010; Rosell et al., 2012.

Los inhibidores de primera generacion contra EGFR, incluyen a erlotinib y gefitinib,
como tratamiento de primera linea en pacientes con una mutacion en EGFR, lo
qgue lleva a una PFS mas prolongada (Gao etal., 2012; Wu et al., 2015). En
cuanto a la supervivencia global (OS) no muestran ser estadisticamente diferente
entre los TKI de primera generacion y la quimioterapia (Mok etal., 2009;
Maemondo et al., 2010; Gao et al., 2012; J.-Y. Han et al., 2012; Rosell et al., 2012;
Wu et al., 2015)

Existe evidencia de varios estudios clinicos de fase | y Il que hicieron uso de TKI
como gefitinib y erlotinib. Estos inhibidores se administraron a pacientes tratados
con quimioterapia citotoxica convencional, y aproximadamente el 10% de la
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cohorte al azar demostro una mejoria sintomatica y una respuesta parcial en los
ensayos de fase | con un tiempo medio de progresion de aproximadamente 3
meses (Miller et al., 2004) En cuanto a los ensayos de fase Il estos mostraron
regresion en el 14% de los pacientes y una mejoria sintomatica del 39% (Miller
et al., 2004; Shigematsu et al., 2005; Jackman et al., 2009; Mok et al., 2009;)
mejorando la PFS hasta 27 y 33 meses (Figura 5; Maemondo et al., 2010).

Con base en estos ensayos se concluye que las mutaciones confieren sensibilidad
a los farmacos TKI tales como gefitinib y erlotinib, ya que estos compiten por el
sitio activo de la enzima bloqueando la entrada del ATP y a su vez la activacion.
Por ello se encuentran actualmente aprobados por la administracion de alimentos
y medicamentos (FDA) como terapia de primera linea en pacientes que albergan
una mutacion en EGFR.

A pesar de que existe una buena respuesta a los TKI, la mayoria de los pacientes
con NSCLC con mutaciones activadoras en EGFR desarrollan resistencia,
generalmente de 9 a 14 meses después del inicio del tratamiento (Rosell et al.,
2009; Mitsudomi et al., 2010; Zhou et al., 2011; Janne et al., 2012). Los TKI de
segunda generacion, incluyen afatinib y dacomitinib, y se han desarrollado para
combatir dicha resistencia adquirida, pero se ha observado una eficacia limitada
(Miller et al., 2012; Ellis et al., 2014). Mas recientemente, los farmacos de tercera
generacion, incluyen rociletinib y osimertinib, los cuales estan disefiados para
inhibir de forma irreversible la actividad TK de EGFR, incluida la activacion por la
mutacion de resistencia T790M, sin afectar a EGFR tipo silvestre (Zhou et al.,
2009; Yap et al., 2014). Es por ello que actualmente se requiere de la busqueda
de estas mutaciones en pacientes con adenocarcinoma antes de iniciar el
tratamiento quimioterapéutico (Jett & Carr et al., 2013).
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2.7 Alteraciones moleculares

En la década pasada se realizaron descubrimientos clave que revolucionaron el
cancer de pulmoén. La identificacion de alteraciones recurrentes en diferentes vias
de sefializacion demuestré que el cancer de pulmoén es una enfermedad compleja
y heterogénea. El reconocimiento de diferentes subtipos moleculares presentes de
NSCLC ha llevado a la utilizacion de terapia dirigida. Un ejemplo de ello son las
mutaciones en el dominio de la tirosina cinasa de EGFR en pacientes con una
respuesta clinica favorable al gefitinib (Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004). Por
ello ahora, la presencia de una mutacion del gen EGFR es de utilidad clinica, ya
que se utiliza para seleccionar pacientes elegibles a un tratamiento con un
inhibidor de tirosina cinasa u otros tratamientos dependiendo de las alteraciones
gue se presenten a nivel molecular (Figura 6) (Mok et al., 2009).

Adenocarcinoma

W Otros 42%

W Mutacion KRAS 25%

B Mutacion EGFR 10%

W Fusion AKL 4%

W Mutacion HER2 3%

W Mutacion BRAF 3%

B Mutacion MET exon 14 3%

W Mutacion PI3KCA 2%

¥ Fusion RO51 1.9%

B Mutacion AKT 1.1%

™ Mutacion NRAS 1%

™ Mutacion HRAS 1%
Mutacion MAP3K1 1%
Fusion NTRK1 1%
Fusion RET 0.9%

Otros 11%

SqCC 34% AdC 55%

Epidermoide

B Otros 33%

m Amplificacion PI3KCA 33%
m Amplificacion FGFR1 22%
m Amplificacion MET 5%

B Mutacion DDR2 4%

B Mutacion BRAF 2%

® Mutacion MET 1%

Figura 6. Genes que presentan alteraciones en cancer de pulmon. Las alteraciones genéticas
en cancer de pulmén se dan fundamentalmente en genes que codifican receptores, proteinas con
actividad cinasa y fosfatasa, y factores de transcripcién que participan en distintas vias de
transduccion de sefiales controlando, entre otros, los procesos de proliferacién y supervivencia
celular. Se indica, para cada gen, el tipo y la frecuencia de cada alteracion, modificada a partir de
Bubendorf et al., 2017.
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3. Receptor para el factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

EGFR es un gen que se encuentra localizado en el brazo corto del cromosoma 7
(7p11.2; Figura 7); estd conformado por 28 exones, y codifica una glicoproteina
transmembranal con actividad TK de 1186 aminoacidos con una masa molecular
de 170kDa, pertenece al grupo de receptores de la familia del factor de
crecimiento epidérmico humano que consiste en cuatro miembros (HER1-4). Esta
familia regula procesos como la apoptosis, la progresion del ciclo celular, la
diferenciacion, y el desarrollo (Roskoski et al.,2014).

Chr 7
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Figura 7. Localizacion gendmica de EGFR. Tomada de The Human Gene Database
(GeneCards)

La familia de receptores HER interaccionan con ligandos estos se dividen en
cuatro grupos de acuerdo con el receptor al que se unen. El primer grupo esta
conformado por ligandos que se unen Unicamente a EGFR como el factor de
crecimiento epidérmico (EGF), el factor de crecimiento transformante a (TGF-a) y
la anfiregulina (AR). El segundo grupo esta conformado por betacelulina (BTC) y
epiregulina (EPR) que se unen a EGFR y a HER4. EI tercer grupo consiste en
neuregulina 1 (Nrg-1) y la neuregulina 2 (Nrg-2), estos ligandos se unen a HER3 y
HER4. En el cuarto grupo se encuentran neuregulina 3 (Nrg-3) y neuregulin-4
(Nrg-4) que se unen a HERA4. El receptor HER2 no tiene ningun ligando reportado
hasta ahora (Roskoski et al., 2014).

Los receptores comparten caracteristicas estructurales; contienen una region
extracelular, una regién transmembranal, un segmento adyacente a la region
transmembranal, un dominio intracelular con actividad tirosina cinasa y una region
carboxilo terminal. La region extracelular es glucosilada y se divide en cuatro
partes: dominios uno y tres intervienen en la union del ligando, los dominios dos y
cuatro intervienen en la homo y heretodimerizacion con miembros de la familia
HER. El dominio extracelular es seguido por un segmento transmembrana de 19-
25 residuos de aminoacidos y una porcion intracelular de aproximadamente 540
residuos de aminoacidos que contiene un segmento de yuxtamembrana de 40
residuos. El dominio intracelular se conforma por una proteina de 270 residuos
con actividad cinasa y una cola carboxiterminal de 230 residuos (Figura 8)
(Roskoski et al., 2014).

La union ligando-receptor induce un cambio conformacional en la region
extracelular provocando la exposicion de un segmento del dominio dos, que
participa en la dimerizacion (Figura 8) (Roskoski etal., 2014). Este proceso
induce la activacion de la cinasa, formando un dimero asimétrico entre los
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dominios cinasa de los receptores activados, uno de los dominios de cinasa se
encarga de inducir cambios conformacionales en el dominio del otro receptor. Este
evento provoca la apertura del sitio catalitico ya que se forma un puente salino
entre los residuos de lisina y glutamato (Zhang et al., 2006).

Una vez activado el receptor se induce la autofosforilacion del dominio cinasa de
EGFR, y los residuos de fosfotirosina que se forman actian como un sitio de
acoplamiento para varias moléculas adaptadoras como GRB2 y SOS (Figura 8)
dando como resultado la transduccion de sefiales proliferativas y la sobrevivencia
a través de cascadas de sefalizacion (Figura 9) (Stamos et al., 2002).

Regién extracelular Liggndo
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Figura 8. Receptor del factor de crecimiento Epidérmico (EGFR). Panel izquierdo: Estructura
Derecho: Dimerizacion de EGFR inducida por ligando y estados activo e inactivo de su dominio de
cinasa, adaptada a partir de Zhang et al., 2006.
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Figura 9. Via de sefializacion de EGFR. EGFR se activa mediante la uniéon de un ligando (por
ejemplo, EGF o TGF- a) que se une al dominio extracelular del receptor. La formacion de
homodimeros o heterodimeros con otros miembros de la familia ErbB, conduce a la fosforilacion
del dominio tirosina cinasa, que activa las vias rio abajo PI3K/AKT/mMTOR y
RAS/RAF/MEK/MAPK. La via RAS/RAF/MEK/MAPK puede ser activada por la fusion de EML4-
ALK. PTEN regula de manera negativa a AKT. Abreviaturas: EGF, factor de crecimiento
epidérmico; GRB2, proteina 2 unida al receptor del factor de crecimiento; K, dominio cinasa;
MAPK, proteina cinasa activada por mitégeno; mTOR, diana de rapamicina en células de
mamifero; PI3K, fosfatidilinositol 3-cinasa; PTEN homadlogo de fosfatasa y tensina; SOS, factor
intercambiador de nucledtidos; STAT, transductor de sefial y activador de la transcripcion; TGF- q,
factor de crecimiento transformante alfa, tomada de Janku et al., 2010.

El dominio de tirosina cinasa presente en EGFR, presenta una estructura
bilobulada, los residuos 685-769 comprenden el I6bulo NH2-terminal y esta
formado principalmente por laminas 3 en anti paralelo y una C-hélice, mientras
que el I6bulo COOH-terminal abarca los residuos 773-953 y se compone
principalmente de a-helicoidales. El sitio catalitico se encuentra en la hendidura
formada por los dos Iébulos, este funciona como sitio de union al ATP. En el I6bulo
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NH2-terminal se encuentra un residuo de lisina, en la posicion 654 que interactia
con un residuo de glutamato en posicion 762, esta interaccion electrostatica
favorece la conformacion activa de la cinasa (Figura 10) (Lynch et al., 2004).

La union del ligando es el principal mecanismo que provoca la dimerizacion y por
tanto la activacion de EGFR (Figura 8). Sin embargo, existen otras condiciones
que pueden provocar la activacion como el aumento en el nUmero de copias o las
mutaciones. Existen hélices o bucles alrededor de la hendidura formada por los
dos l6bulos, estos elementos se ven afectados por mutaciones las cuales
reorientan su conformacion permitiendo la entrada del ATP, y asi mismo la
activacion constitutiva del receptor (Figura 10) (Nicholson et al., 2001).

a Nobe ™9,

&,
-~ "5 Activation
' ? \JJO (closed)

“\'«f

C-lobe

Figura 10. Estructura del dominio cinasa de EGFR: a) tipo silvestre b) mutacién L858R, el bucle
de activacién se encuentra en posicién abierta, mismo cambio que ocurre cuando el receptor se
activa mediante unién de un ligando. Tomado de Santos et al., 2011

3.1 Mutaciones del gen EGFR

Las mutaciones del gen EGFR se han encontrado principalmente en
adenocarcinoma, en personas de origen asiatico, no fumadores, y en el sexo
femenino (Shigematsu & Gazdar, 2006). Estas mutaciones se han descrito en
distintos tipos de cancer como: cancer de pulmén, cancer de las vias biliares,
ovario, colorectal, de cabeza y cuello, esofagico y pancreatico. Han sido
reportadas en tumores de pacientes con NSCLC presentes en el 15% de
poblaciones caucasicas, en el 33% de la poblacién latinoamericana, y hasta el
60% en poblaciones asiaticas (Arrieta et al., 2011).

Estas mutaciones son principalmente de origen somatico y se limitan a los exones
18 al 21 que codifican para el dominio TK. Hay 3 tipos de mutaciones: deleciones,
inserciones y mutaciones puntuales. Todas estas mutaciones ocurren en las
estructuras encontradas alrededor de la hendidura de union a ATP incluyendo el
P-loop, la a-hélice y el A-loop. Las mutaciones del exdn 19 son deleciones de 3 a
8 aminoacidos, lo que genera un cambio conformacional en la hélice reguladora
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del sitio activo; representan el 44% de las mutaciones siendo el tipo mas
predominante (Massarelli et al., 2013; Shigematsu et al.,, 2006). Las mutaciones
puntuales, ocupan el segundo lugar especialmente la sustitucion de un solo
nucleétido L858R en el exdon 21 que representa el 41% de todas las mutaciones.
La mutacién G719X (X indica A, C 0 S) en el exdn 18, otra mutacién puntual, que
representa el 4% de todas las mutaciones. También se han encontrado
duplicaciones/inserciones en el exdon 20 que representan el 5% de todas las
mutaciones (Figura 11) (Shigematsu et al., 2006).
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Figura 11. Distribucién de los exones y mutaciones de EGFR: Dominio extracelular (uniéon de
EGF), el dominio transmembrana (TM) y el dominio intracelular (que comprende las regiones de
tirosina cinasa y de autofosforilacion). Se representan las regiones ricas en cisteina en el dominio
extracelular (unién de EGF, regién sombreada de color plrpura) y la regién de tirosina cinasa en el
dominio intracelular que abarca los dominios 18-21 en donde se encuentran las mutaciones mas
relevantes (region sombreada de azul fuerte). Se muestran listas detallada de las mutaciones de
EGFR para cada exdn, que estdn asociadas con sensibilidad a los farmacos gefitinib o erlotinib
(cajas Magenta) o resistencia (cajas amarillas). Una de las mutaciones mas recurrentes recurrente
es la sustitucién de L858R en el exdn 21, dentro del bucle de activaciéon de EGFR, que comprende
aproximadamente 40-45% de las mutaciones de EGFR. Las sustituciones de nucle6tidos en el
exon 18 (por ejemplo, G719C o G719S) representan el 5%, al igual que inserciones en marco en el
exén 20. La mutacién clinicamente mas relevante es T790M en el exén 20, que se detecta en 50 %
de los casos, y es una segunda mutacién asociada con la resistencia adquirida a gefitinib y
erlotinib. La mutacién D761Y, una mutacién secundaria similar a T790M, ubicada en el exén 19 de
EGFR (en el limite del exén 19 y el exdn 20), también se relacionadas con resistencia a gefitinib y
erlotinib en células de NSCLC. Las principales mutaciones en cada clase se muestran en
negrita, tomada de Sharma et al., 2007.
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3.2 Mutaciones en la poblacion mexicana

En México existe evidencia sobre una alta tasa de respuesta a los tratamientos
con TKI del 34% lo que demuestra la presencia de las mutaciones EGFR. Se
realiz6 un estudio que determino la frecuencia de las mutaciones activadoras de
EGFR en 5 paises, México obtuvo la segunda frecuencia mas alta de mutaciones
(31.2%). Estos datos sugieren que la frecuencia de las mutaciones de EGFR en
América Latina es similar a la de las poblaciones asiaticas y caucasicas donde han
mostrado tener mayor prevalencia, por lo tanto se obliga la busqueda de estas
mutaciones en pacientes mexicanos con NSCLC para elegir un tratamiento optimo
en cada paciente (Arrieta et al., 2011).

19



4. Metodologias para la deteccién de mutaciones

Las técnicas de deteccidbn de mutaciones son de gran importancia, pueden
aplicarse en la deteccion temprana, en la evaluacion de la enfermedad residual
posterior a la cirugia o radioterapia, en la terapia dirigida o con fines de monitoreo
de la terapia (Milbury et al., 2009b).

Las técnicas de deteccion de mutaciones utilizan muestras de ADN el cual se
pueden obtener a partir de tejidos tumorales, esputo, orina, heces y sangre. Todas
estas muestras se componen tipicamente de ADN tipo silvestre y mutante. La
diferencia entre estos tipos de ADN es que el ADN mutante es proveniente del
tumor y se define por la presencia de mutaciones. Por el contrario el ADN silvestre
procede de células sanas en apoptosis o en muerte celular. Por ello la cantidad
de ADN tipo silvestre a menudo excede la cantidad de ADN mutante, lo que
dificulta la deteccion e identificacion de los alelos mutantes (Gocke et al., 2000),
mas aun en los estadios tempranos del cancer de pulmén donde la frecuencia
alélica mutante (FA) es menor al 0.01%, valor que representa un reto para las
técnicas de deteccion de mutaciones (Bettegowda et al., 2014).

Las muestras que provienen de esputo o heces pueden contener ADN extrafio
como el de bacterias, por lo que no son recomendables. El uso de sangre es
preferido porque es facil de obtener y en ella se encuentra el ADN libre circulante
(cfDNA), que es ADN de doble cadena el cual se encuentra altamente
fragmentado este es liberado en la sangre a partir de células tumorales, por lo
tanto contiene las alteraciones moleculares a nivel global tanto del tumor como de
las metéstasis (Diaz & Bardelli et al., 2014; Cai et al., 2015; Snyder et al., 2016).

Tradicionalmente la identificacion de mutaciones se basa en el andlisis de
secuenciacion Sanger. Sin embargo, este solo es confiable cuando los alelos
mutantes existen en concentraciones superiores del 20% (Vogelstein & Kinzler
et al., 1999). Este grado de sensibilidad es inadecuado para detectar mutaciones
somaticas de baja frecuencia alelica, como en tejidos premalignos o durante el
desarrollo temprano del cancer, en tejido post-tratamiento. Por ello es necesario
desarrollar técnicas para enriquecer el ADN mutante seguido de una técnica de
confirmacion.

Por ello se ha desarrollado una gama de diferentes tecnologias (Tabla 2) con el
objetivo de aumentar la sensibilidad analitica de la deteccibn de mutaciones
(Ogino etal.,, 2005; Do & Dobrovic etal.,, 2009). Sin embargo, una mayor
sensibilidad generalmente se acompafia con un mayor costo y una mayor
complejidad (Milbury et al., 2009b). En la siguiente tabla se resumen las ventajas y
desventajas de las técnicas mas frecuentemente utilizadas en la deteccion de
mutaciones.
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Tabla 2. Métodos de deteccién de mutaciones.

METODOLOGIA Sensibilidad Ventajas Desventajas Referencia
MOLECULAR (% de ADN
mutado)
*No requiere equipo especial *No detecta mutaciones (Endo et al., 2005)
PCR Alelo Especifico 10% desconocidas
*Andlisis de mas de un gen *Requiere instrumentacion (Arcila, Lau, Nafa, &
de espectrometria de masas. | Ladanyi, 2011; Brevet,
Espectrometria de masas 1% -10% +Solo mutaciones conocidas | Johnson, Azzoli, &
Ladanyi, 2011)
<Puede detectar mutaciones *Mucho tiempo, 2-3 dias. (Kimura et al., 2006;
desconocidas. «Trabajo intensivo. Lozano et al., 2011)
PCR y Secuenciacion 20-30% *No requiere equipo especial. *Baja sensibilidad
Sanger Barato *Ensayo complejo
*Genotipificacion *Tiempo efectuado: 2-3 dias. (Dufort, Richard,
*Requiere equipo especial. Lantuejoul, & de
PCR and Pirosecuenciacion -Cuantifica el porcentaje de +Solo mutaciones conocidas | Fraipont. 2011)
5-10% alelos mutados
*Detecta cualquier mutacion *Requiere equipamiento (Borras et al., 2011;
«Tiempo: 4hras especifico Do, Krypuy, Mitchell,
HRM 1% Fox, & Dobrovic, 2008;
Fassina et al., 2009;
Takano et al., 2007)
*Deteccion de variantes de *Costoso (Lin et al., 2014;
diferentes tipos -No detecta cambios en el Spencer et al., 2014;
NGS 1-10% nimero de copias ni Uckhida et al., 2015)
inserciones o deleciones
grandes
*Tiempo: 5 horas * Requiere equipamiento (Chin et al., 2007;
+Mas barato que Sanger especial Cohen et al., 2006;
dHPLC 5% -Econémico « Precisa experiencia en Sueoka et al., 2007)
*Poco tiempo de analisis HPLC
» Ensayo comercial disponible | +So¢lo detecta mutaciones (Ellison et al., 2010)
*Tubo cerrado especificas
*Menor tiempo (productos de
ARMS 1% PCR no procesados mediante
electroforesis)
* Enriquecimiento de alelos * Requiere sondas no (H.-S. Han etal,,
mutantes comerciales y caras 2012; Soh et al., 2006)
PNA-LNA PCR clamp 2% *Suprime la amplificacion de
alelos WT
*Enriquecimiento de alelos *Solo mutaciones conocidas (Santis et al., 2011)
mutantes
COLD-PCR <0.1% *Se puede asociar con
técnicas de confirmacién
*Deteccion y cuantificacion Precio de la plataforma es (Isobe et al., 2015)
absoluta de alelos mutantes costoso
PCR digital <0,02% *Reduccion en el costo de las
reacciones (volumen en
picolitros o nanolitros)
<0.1% *Separa poblaciones *Requiere uso de dos (Taniguchi et al.,
genotipicas plataformas experimentales 2011)
«Cuantificacién absoluta (PCR digital y citometria de
BEAMing flojo)
*Répido » Semicuantitativo (Douillard et al.,
Cobas, Therascreen 1%—3% -Barato +solo mutaciones conocidas ﬁﬂﬁ; i?t;’l etZE(I)l(-)’QZ'(I)_::-z;
:;";\gtr:(ijlbado por la FDA et aI.,92014; 'Mok e’t al.,

2009; S. Wang et al.,
2014)

Abreviaturas: ARMS: Sistema de mutacion refractaria a la amplificacion; COLD: Coamplificacion a
temperaturas de desnaturalizacién mas bajas; dHPLC: Desnaturalizacion cromatografia liquida de
alto rendimiento; HRM: Fusion de alta resolucion; PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa;
PNA-LNA: Acido nucleico peptidico-acido nucleico bloqueado; NGS: Secuenciacion masiva de
siguiente generacion; BEAMing: Perlas, emulsion, amplificacién, magnetismo.
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Como se observa en la tabla 2 existen multitud de técnicas que se pueden utilizar
para el andlisis de mutaciones, en el siguiente apartado se resumen brevemente
las utilizadas en este trabajo.

4.1 E-ice-cold-PCR

Es una variante de PCR que utiliza una temperatura critica de desnaturalizacion,
en donde se desnaturalizan los alelos mutantes a una temperatura menor que el
alelo silvestre, permitiendo de esta manera enriquecer exponencialmente el alelo
mutante (Figura 12) (Milbury et al., 2009b). Esta PCR utiliza un oligonucleétido de
bloqueo que contiene acidos nucleicos blogueadores, este oligonucledtido hibrida
al 100% con la secuencia silvestre (Milbury et al., 2011). Los &cidos nucleicos
bloqueadores, son un nucleotido modificado quimicamente, el cual contienen un
enlace extra que conecta el oxigeno 2' con el carbono 4' (Figura 13). Este enlace
bloquea la conformacion de la ribosa en una configuracion 3'-endo, mejorando las
propiedades de apareamiento de las bases y por lo tanto aumentando la
temperatura de desnaturalizacion (Kaur et al., 2006).

I 95°C Desnatu‘rz\a[l;;acmn del
= \J 70°C
Homoduplex Homoduplex

WT-LNA bloqueador mutante-LNA bloqueador
—v— (>7UOC)
—_— .—_Om Tc
(55-65°C)
---------- - L

Elongaciéna 72°C

Figura 12. Método de E-ice-cold-PCR 1- Desnaturalizacion a 95°C. 2-Hibridacién con la sonda
blogueadora. 3- Temperatura de desnaturalizacion calculada de la secuencia mutante (Tc).
4-Hibridacion de los oligonucleodtidos. 5-Extension final a 72°C. Modificada de How Kit et al., 2013.
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E-ice-cold-PCR es una tecnologia prometedora, ya que utiliza bajas cantidades de
ADN vy puede hacer uso de cualquier tipo de muestras (tumor o distintos fluidos
corporales como orina, esputo, cfADN). Al permitir la amplificacion selectiva de las
secuencia mutante se obtiene un mayor enriquecimiento, y por ende una
sensibilidad mejorada ya que permite detectar alelos mutantes de baja frecuencia
alélica (How Kit et al., 2013; How-Kit et al., 2014).

O mvmaman

Figura 13. Estructura de los LNA empleados en la sonda bloqueadora. Tomada de
Silahtaroglu, Pfundheller, Koshkin, Tommerup, & Kauppinen, 2004.
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4.2 Curvas de fusién de alta resolucion (HRM)

HRM es un método pos PCR de genotipificacibn que se basa en la
desnaturalizacion del ADN de doble cadena en presencia de un colorante
intercalante fluorescente. El primer paso es un aumento gradual de la temperatura
desde 50°C hasta 95°C para su desnaturalizacion. La transicién del ADN de doble
cadena a ADN monocatenario se cuantifica mediante la fluorescencia. La
fluorescencia es emitida por el colorante de union a la doble cadena de ADN, por
ello de manera inicial habra un alto nivel de fluorescencia, y disminuird a medida
que se desnaturaliza el ADN (Figura 14) (Taylor et al., 2009; Borras et al., 2011).

Tm

Fluorescencia

795 20 805 8 s 82 :~1.9 :<] 85 84 845 ] ]
Temperatura(°C)

Figura 14. Curva de disociacion de alta resoluciéon. En la parte superior de la pendiente se
grafica el valor de fluorescencia emitido por el colorante intercalado en la doble cadena, se
observa que a medida que aumenta la temperatura el valor de fluorescencia disminuye.

El cambio en la fluorescencia se debe a la ruptura de los puentes de hidrogeno
provocando la desnaturalizacion de las hebras, dando Ilugar a ADN
monocatenario. Cada molécula de ADN tiene wuna temperatura de
desnaturalizacion caracteristica, denominada punto de fusion (Tm). La Tm se
define como la temperatura a la cual el 50% del ADN se encuentra
desnaturalizado (Figura 14). Esta temperatura depende de factores como longitud
de la cadena y contenido GC; y permiten diferenciar los heteroduplex mutantes y
silvestres debido a la diferencias en su temperatura y por lo tanto generan perfiles
de fusion distintos que permiten genotipificar las secuencias (Ririe et al., 1997; Do
et al., 2008).
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4.3 Secuenciacion masiva en paralelo

La secuenciacion en paralelo (SMP) es utilizada para determinar el orden de
los nucledtidos (A, C, Gy T) de una secuencia de ADN. La plataforma llumina se
basa en la secuenciacion por sintesis con terminadores reversibles (Ming et al.,
2014).

Los primeros pasos consisten en la amplificacion y preparacion de bibliotecas,
estas bibliotecas son depositadas en una laminilla de secuenciacion, donde estan
dispuestos oligonucleétidos complementarios a los adaptadores de las bibliotecas.
Asi cada fragmento de ADN monocatenario se unira por uno de sus extremos a
los oligonucleétidos complementarios presentes en la laminilla. Posteriormente
ocurre la amplificacion por puente. Este proceso se repite varias veces hasta
formar clasteres. En donde un cluster corresponde a una sola molécula
amplificada y que representa una lectura. Al término de cada ciclo hay un lavado
en donde se pierden las cadenas que no se encuentran unidas covalentemente a
la laminilla. En el siguiente paso comienza la secuenciacién por sintesis, donde la
polimerasa empieza a incorporar un solo nucleétido a la vez, estos cuentan con un
fluoroforo que emite una sefial que sera captada por el sistema Optico del equipo,
una vez obtenida la imagen se desbloquea el carbono 3'de modo que se acepte
una nueva base para continuar la reaccién de secuenciacion (Figura 15; Ming
et al., 2014).

Secuenciacién por sintesis

Generacion de  clusters -
mediante amplificaciéon por | | A

puente [ ] Primer de
i € secuenciacién

® Yo
QU4
Incorporacién de un solo Fluorescencia captada
nucleétido por el sistema 6ptico
del equipo

Figura 15. Proceso de secuenciaciéon de lllumina. Modificada de Ming et al., 2014.
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5. JUSTIFICACION

El cancer de pulmén es un problema de salud publica. A nivel mundial es la primera causa
de muerte por cdncer y en México ocupa el cuarto lugar. Uno de los elementos clave para
el desarrollo de este tumor son las mutaciones somaticas, especialmente en proteinas
con actividad de tirocina cinasa como EGFR. Las mutaciones en este gen son usadas
como blancos terapéuticos. La determinacion de una mutacion patogénica permite el
establecer un diagndstico molecular y un tratamiento diana adecuado. Por lo tanto, la
deteccidén de mutaciones es critica en el cancer de pulmon. Por ello se requieren técnicas
sensibles para detectar dichas mutaciones, incluso en etapas tempranas y en el
seguimiento. Las técnicas de uso convencional sélo detectan alelos mutantes en fases
avanzadas de la enfermedad y requieren del analisis invasivo del tejido tumoral. Otras
desventajas de las técnicas convencionales es que no tienen la sensibilidad requerida
para ser utilizadas en biopsias liquidas y requieren de un tiempo relativamente prolongado
para obtener el resultado. Es por lo anterior que en el presente trabajo se implementaron
técnicas con sensibilidad superior a las convencionales, que pueden ser aplicables a
muestras obtenidas a partir de biopsias liquidas. Estas estrategias de analisis permitiran
realizar la deteccién de alelos mutantes con frecuencias alélicas bajas, menores a 0.01%,
las cuales han sido reportadas en biopsias liquidas en las etapas iniciales del cancer de
pulmon.
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Es posible mejorar la deteccién de mutaciones en EGFR mediante E-ice-cold-
PCR, acoplandolo a metodologias de confirmacion como HRM o SMP?
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7. HIPOTESIS

El E-ice-cold-PCR enriguece de manera selectiva los alelos mutantes del gen
EGFR, lo cual mejora la deteccion de mutaciones mediante HRM y SMP.
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8. OBJETIVOS

General

¢ Implementar el método E-ice-cold-PCR para enriquecer los alelos mutantes
del gen EGFR y mejorar la deteccion mediante las técnicas de confirmacion
HRM y SMP.

Particulares

1. Conocer los sitios del gen EGFR con mutaciones de relevancia clinica que
presentan mayor frecuencia.

2. Determinar si el método E-ice-cold-PCR enriquece los alelos mutantes del
gen EGFR.

3. Evaluar la sensibilidad de la PCR y del E-ice-cold-PCR acopladas a HRM y
SMP.
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9. MATERIALES Y METODOS.

9.1 Anélisis bioinformatico.

Se realizd un meta-analisis con base en la secuencia consenso del gen
depositada en NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y ENSEMBL
(http://www.ensembl.org/index.html), donde se localizaron las mutaciones a
estudiar, a partir de registros obtenidos de la base de datos COSMIC Sanger
(http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/; Tabla 3).

Tabla 3: Frecuencias y posiciones de las mutaciones del gen EGFR*
Mutaciones Exo6n Frecuencia (casos) Posicion | Mutacion control
p.G719A (c.2156G>C) 9 719
p.G719S (c.2155G>A) 35 719
18
p.E709K (c.2125G>A) 18 709
p.E709A (c.2126A>C) 14 709
p.L747S (c.2240T>C) 19 12 747
p.T790M (c.2369C>T) 20 348 790 Si
p.L858R (c.2573T>G) 21 2166 858 Si
*Fuente: Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC):

http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/06/09/2015

9.2 Disefio de oligonucleétidos

Se disefiaron 4 juegos de oligonucleétidos compatibles para PCR TD y E-ice-
COLD-PCR para amplificar las regiones hipermutables del gen EGFR en los
exbénes 18,19, 20 y 21 (Tabla 4) usando las plataformas bioinformaticas primer 3
(http://biocinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), primer BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/),
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE_TYPE=BlastSearch) y OligoCalc
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html)

Para el disefio de los oligonucleétidos (sentido y anti sentido) se utilizaron los
siguientes criterios:

Longitud entre 18 y 24 bases.

Composicion del contenido de G-C de 50 a 60%.

Temperatura (Tm) promedio de los oligonucleétidos de 55 a 65° C.
Andlisis de variaciones de un solo nucledtido

Diserfio favorable para el uso de LNAs

arNE
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Tabla 4. Disefio de oligonucleétidos para la amplificaciéon de mutaciones del gen EGFR.
Primer | Oligo Nombre Longitud Secuencia Producto | Exén Inter\{alo Mutaciones
(pb) codén
1 F EGFR18v2F 20 CCAACCAAGCTCTCTTGAGG p.G719A
(c.2156G>C)
p.G719S
148 18 696-728 (¢.2155G>A)
2 R EGFR18v2R 18 TCTCATGGTCTGGTGGGG p.E709K
(c.2125G>A)
p.E709A
(c.2126A>C)
3 F EGFR19F 21 CACCATCTCACAATTGCCAGT . . o TeT p.L747S (c.2240T>C)
4 R EGFR19R 19 TCCTCGATGTGAGTTTCTG
5 F EGFR20F 18 GCCTCTCCCTCCCTCCAG p.T790M
125 20 760-796 :
6 R EGFR20v2R 18 CAGCCGAAGGGCATGAGC (c.2369C>T)CGCA
7 F EGFR21v2F 20 AGCCAGGAACGTACTGGTGA p.L858R
107 21 840-874 y
8 R EGFR21v2R 20 TGCCTCCTTCTGCATGGTAT (c.2573T>G)

9.3 Disefio de sondas con LNA

Se disenaron dos sondas 100% complementarias a las secuencias silvestres de
los exones 20y 21 del gen EGFR (Tabla 5). Cada sonda fosforilada se solapa 5pb
en el extremo 3’ de uno de los dos oligos de reaccidén para que no pueda ser
extendida por la polimerasa, los LNAs se colocan dependiendo el tipo de
mutacion. El disefio de las sondas se realizd6 en la plataforma Exigon
(https://Iwww.exigon.com/oligo-tools) tomando como referencia los articulos (Tabla
5) (How Kit et al., 2013; You et al., 2006)

Tabla 5. Disefio de sondas bloqueadoras de los exones 20 y 21 del gen EGFR.
Disefio basado en You et al., 2006.
Exén 20 CTCATCAIGCAGCTCATGCCCTTCGGC+I+GCCTCCTG/3Phos/

Longitud: 36pb Tm con exiqon: 82° C
Exon 21 GGTATTCTTTCTCTTCCGCACCCAGCAGTTTGGCC+EGCCC/3Phos/

Longitud: 40pb Tm con exigon: 80° C

El sombreado amarillo corresponde a la secuencia que hibrida con el primer; el
sombreado rojo indica los sitios mutados y el signo + corresponde a la posicién
en donde se colocd un LNA.

9.3 Cultivo celular y extraccion de ADN

Se realiz6 un banco de células de la linea celular NCIH-1975 (ATCC® CRL
5908™) obtenida de ATCC, ya que contenia las mutaciones del gen EGFR
p.T790M (c.2369C>T) exdn 20 y p.L858R (c.2573T>G) exodn 21, con base en los
registros  obtenidos de I|la base de datos COSMIC  Sanger
(http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic) y (Sharma, Bell,
Settleman, & Haber, 2007). Para ello se utilizO medio RPMI 1640 suplementado
con 10% de SFB a 37°C en una atmosfera humidificada con 5% de CO2 como lo
indica ATCC.

Una vez hecho el banco de células se utilizé6 una de las cajas de 75cm? con una
confluencia del 80% para la extraccion de ADN de la linea celular, y de sangre de
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humano utilizando el kit de DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Cat. 69506) de
acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Posteriormente se cuantificaron las
2 muestras utilizando el equipo de espectrofotrometia Epoch de BioTek y se
observo la integridad de las mismas por medio de geles de agarosa al 0.8%.

9.6 PCR

Para aumentar la especificidad en la amplificacion se utilizo la variante de PCR —
Touchdown que emplea distintas temperaturas de alineamiento, las cuales se van
reduciendo cada 3 ciclos. Para efectos de simplicidad este método se nombrara
como PCR a lo largo de esta tesis. Se amplificaron las regiones de interés
utilizando las muestras de extraccion de ADN como molde. La linea celular se
tomd como control positivo ya que contiene las mutaciones de interés p.T790M
(c.2369C>T) ex6n 20 y p.L858R (c.2573T>G) exon 21 y el ADN de sangre de
humano como control negativo. Para cada reaccion se utilizaron 25ng de DNA en
un volumen final de 20pL usando el kit Taqg Ready Mix PCR (KAPA taq. 1024,
(Tabla 6). Se utilizo el equipo de PCR punto final T100 Thermal Cycler (BIORAD)
usando el programa de amplificacion que se muestra en la figura 16.

Tabla 6. Componentes de reaccion PCR

Reactivos Volumen total (20 pL)
Buffer 2X 10 pL
Primer Forward 0.8 uL
Primer Reverse 0.8 uL
Molde (H1975)y (sangre ) 1puL
Agua libre de nucleasas 7.4 uL

95°C

72°C 72e
4 min 305
94°C 1 min 10 min

30s.

58.5°C 3X
58°C 3X

57.5°C 3X
57°C 3X

56.6°C 3X

56°C 3X

55.5°C 3X
50°C 15X

Figura 16. Programa de PCR. El protocolo comienza con una desnaturalizacién a 95°C por 4
minutos, seguidamente a 95°C por 30 segundos, posteriormente comienza la etapa de alineacion
que consiste en un gradiente de temperaturas que va de mayor a menor, en donde cada
temperatura se utiliza por 3 ciclos de PCR y posteriormente comienza la etapa de extension a 72°C
por un minuto y una extension final a 72°C por 10 minutos.
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9.7 E-ice-cold-PCR

Para realizar esta técnica se requiere determinar primero la temperatura critica
(Tc), y conocer la concentracion Optima de LNA que son puntos clave para la
amplificacion exponencial de la secuencia mutante.

Para determinar la Tc se calcul6é la Tm por medio de una curva de disociacién o
curva melting, este analisis se basa en un ciclo en donde aumenta la temperatura
de manera gradual de 60°C hasta 90°C, cada incremento es de 1°C.
Posteriormente se obtiene una grafica que corresponde a la disociacion de los
fragmentos amplificados por captacion de fluorescencia ya que contiene un
colorante fluorescente de union a ADN de doble cadena. Esta aplicacion puede
determinar la temperatura de fusion (Tm) que es la temperatura a la que el 50%
del ADN de la molécula esta desnaturalizado, y se identifica como el punto mas
alto de la curva de disociacion del ADN.

El disefio experimental utilizé tres condiciones genotipicas: 1) mutante, 2) silvestre
y 3) una combinacién equimolar entre mutante y silvestre, en un volumen final de
20pL por reaccion, utilizando el kit HRM Fast PCR (KAPA cat. KK4201); (Tabla 7).
En total se realizaron 6 reacciones para cada exon, 3 de ellas corresponden al
grupo con LNA, y los 3 restantes al grupo sin LNA, para comparar si el uso del
LNA incrementa la Tm de las secuencias. La amplificacion se realiz6 utilizando el
programa de la figura 16 haciendo uso del equipo de qPCR (Rotor Gene Q,

Qiagen).

Tabla 7. Componentes de reaccion para la determinacion de la Tc

Reactivos Concentracion final
Agua -

2X KAPA HRM FAST master mix 1X

25 mM MgCl, 2.5 Mm
Primer Forward 10 uM 0.2 uM
Primer Reverse 10 pM 0.2 uM

DNA 1ng

Una vez determinada la Tm se realizé un experimento en el cual se tomaba en
cuenta un intervalo de temperaturas de desnaturalizacién por debajo de la Tm
calculada anteriormente. Esto se realiz6 con el objetivo de seleccionar
temperaturas a las cuales solo se desnaturaliza la secuencia mutante de manera
preferencial. Ademas de la seleccion de temperaturas se utilizaron diferentes
concentraciones de LNA para seleccionar de manera experimental las condiciones
Optimas a las cuales se obtenia un mayor enriquecimiento de alelos mutantes e
implementar estas condiciones al realizar la técnica E-ice-cold-PCR (Tabla 8)
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Para ello se utilizaron las siguientes concentraciones de LNA 0, 50nM, 100nM y
150nM. Cada concentracion era utilizada en cada una de las siguientes
temperaturas 84.4°C, 83.9°C, 83.2°C y 82.6°C. En total se utilizaron 17 reacciones
para cada exon como se muestra en la tabla 8, en un volumen final de 30uL
usando el kit Taq HotStart PCR (KAPA cét. 1510; tabla 9), y 25ng totales de ADN
en cada reaccion, con una proporcion 5% ADN mutante y 95% ADN silvestre.

Las condiciones de amplificacion se muestran en la figura 17. Este experimento se
realizé por triplicado.

Tabla 8. Determinacion de la Tc y concentracion de la sonda bloqueadora
LNA Temperaturas
Mix 30uL
84.4°C 83.9°C 83.2°C 82.6°C --
5 U/uL KAPA Taq HotStart 0.12
0 Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 -- DNA Polymerase3
50nM Tubo 5 Tubo 6 Tubo 7 Tubo 8 -
25 mM MgCI2 1.8
100nM Tubo 9 Tubo 10 Tubo 11 Tubo 12 -
10 mM dNTP Mix 0.6
150nM Tubo 13 Tubo 14 Tubo 15 Tubo 16 Tubo 17
C.N 10 pM Primer Forward 0.6
10 1M _Primaer Revearce NnA
: 95°C g )
=c - ES c Alineacién con el Tc (gradiente 70
blogqueador as0°c Temp. Optima
| de  alineacidn ac | 770
72°C . 72°C | 72°C
70°C del primer —
10min. 30s Temp. Optima, 10min. ! -
| primer [ 10s 20s 305 205 205 105 10 min
/ |
205
<+ — < —

6X PCR estandar 44X E-ice-COLD-PCR

Figura 17. Programa de PCR de E-ice-cold-PCR. Esta PCR inicia con 6 ciclos de PCR a una
desnaturalizacién de 95°C por 30 segundos, alineacién a 60°C y una extension final a 72°C por 10
segundos. Posteriormente 44 ciclos de E-ice-Cold- PCR con una etapa de desnaturalizacién a
95°C por 20 segundos, posteriormente comienza la etapa de alineacién con la sonda bloqueadora
a 70°C, seguidamente del gradiente de temperaturas que corresponde a la Tc calculada de la
secuencia tipo silvestre en donde este se desnaturaliza exponencialmente, seguidamente ocurre la
hibridacién con los oligonucledtidos a 60°C por 20 segundos, y una extension a 72°C por 10
segundos y una extension final a 72°C por 10minutos.
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Para evaluar el enriguecimiento de los alelos mutantes al usar la plataforma E-ice-
cold-PCR se realiz6 un experimento en paralelo haciendo uso de la plataforma
PCR (figura 16) Para cada reaccion se ocuparon 25ng de ADN totales utilizando la
dilucion 5% mutante-95% silvestre, en un volumen final de 20uL, utilizando el kit
Taq Ready Mix PCR (KAPA tag. 1024 (Tabla 6) y el equipo de PCR punto final
T100 Thermal Cycler (BIORAD). Para obtener la frecuencia alélica de las dos
plataformas de PCR se realiz6 una secuenciacion masiva, los pasos para realizar
esta técnica se describen en el apartado 9.11 secuenciacion masiva.

9.11 Secuenciacién masiva en paralelo

Para conocer la sensibilidad de las dos plataformas de PCR acopladas a
secuenciacion masiva, se diluyé el ADN de la linea celular H1975, en ADN tipo
silvestre. Se realizaron las siguientes diluciones con las siguientes fracciones de
ADN mutante 5%, 1%, 0.1%, 0.01%, 0.001%.

El enriguecimiento por amplicones se realiz6 utilizando la plataforma E-ice-cold-
PCR, y para su comparacion se hizo una amplificacion por separado con la
plataforma PCR-TD. Posteriormente se realiz6 un andlisis densitométrico de las
muestras amplificadas, estas se ecualizan a 20nM para después hacer una
purificacion por columna, posteriormente se cuantificaron en el equipo Qubit 3.0
(Thermo Ficher Scientific). Cada muestra contenia alrededor de 50-80ng totales
de ADN. Después de la amplificacibn cada muestra paso por un proceso de
secado y finalmente se resupendio en un volumen final de 10.5ul de H20 para
empezar con la preparacion de bibliotecas. Para la preparacion de bibliotecas se
utilizé el kit GeneRead Library Prep for illumina de Qiagen (cat. 180432, 180455 y
180912). Realizando el procedimiento mostrado en la figura 18.

Las bibliotecas se secuenciaron en el Miseq (lllumina) con una concentracion de
11 a 12 picomolar en cartuchos de 2 x 150.

Los datos crudos (fastq) fueron analizados en la plataforma bioinformética Galaxy
Project (https://galaxyproject.org/), usando el genoma de referencia hgl9. Las
secuencias fueron alineadas con BWA-MEN vy visualizadas en IGV (Broad
Institute).
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Figura 18. Preparacion de bibliotecas de secuenciacion masiva. Primero se reparan los
extremos de las secuencias de ADN amplificadas y se generan extremos romos. Posteriormente
ocurre el paso de adenilacion en donde una polimeraza adenina trasferasa terminal afiade una
adenina a cada extremo, la cual sera complementaria a los adaptadores. El siguiente paso es la
ligacion de adaptadores, estos son complementarios al primer de secuenciacién. Después se
purifican con perlas paramagnéticas de fase soélida, seleccionando la region de interés de acuerdo
al tamafio; se eliminan los restos de reaccion y productos inespecificos. Los productos purificados
se amplifican nuevamente por PCR para afadirles una etiqueta molecular, las cuales se ocuparan
como puntos de identificacién durante todo el proceso.

9.12 Analisis de fusion de alta resolucion

Una vez determinada la Tc y la concentracion de LNA a usar en E-ice-cold-PCR,
se acoplaron las dos variantes de PCR a HRM. Los experimentos HRM se
realizaron usando el equipo de qPCR (Rotor Gene Q, Qiagen). Se ocupd un ciclo
de 75°C a 90°C, utilizando incrementos graduales de temperatura de 0.01 °C por
segundo en cada adquisiciéon. Todas las muestras se analizaron por triplicado.

Para conocer la sensibilidad de las dos plataformas de PCR utilizadas en el
presente trabajo acopladas a HRM se realizaron diluciones en serie de la linea
celular H1975, en ADN tipo silvestre, que corresponden a las siguientes fracciones
de ADN mutante 100% 50% 5%, 1%, 0.1%, 0.01%, 0.001%. Cada reaccion tenia
un volumen total de 20ul con 25ng de ADN de una de las diluciones realizadas, se
utilizé el kit de HRM Fast PCR (KAPA taq KK4201) (Tabla 10).

Tabla 10. Componentes de reaccion HRM

Reactivos Concentracion final
Agua -
2X KAPA HRM FAST master 1X
mix

25 mM MgCl. 2.5 Mm
Primer Forward 10 pM 0.2 uM
Primer Reverse 10 uM 0.2 uM
DNA 25ng

Los datos adquiridos fueron analizados en el software Q-Rex que acompafia al
equipo Rotor-Gene Q. Esto se hizo al observar las curvas normalizadas en donde
se selecciona la muestra tipo silvestre como referencia para su comparacion.
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10. RESULTADOS

10.1 Amplificacion del exén 20y 21 del gen EGFR

Los oligonucleétidos disefiados en el presente trabajo, son especificos, como se
muestra en el gel de agarosa al 0.8% utilizando el marcador de peso molecular de
1Kb. Para el exén 20 y 21 se obtuvo una banda de 137pb y 107pb,
respectivamente, las cuales coinciden con el tamafio esperado en el analisis in
silico (Figura 19).

Figura 19. Verificacion de la especificidad en la
amplificacion de los exones 20 y 21 del gen
EGFR. Resultado de la amplificacién por PCR TD
del Oligo mutante y silvestre correspondiente al
exon 20 y 21 del gen EGFR a partir de ADN
gendmico. Los oligonucleétidos disefiados son
especificos. Se muestra los productos de
amplificacion esperados 137pb para el exén 20 y de
107pb para el ex6n 21. En la imagen visualizamos
en el carril 1 el Marcado de Peso Molecular, carril 2,
}g;pg y 5 corresponde al ADN extraido de la linea celular
P H1975, el 3y 6 corresponde a la extraccion de ADN
a partir de sangre periférica, carril 4, y 7
corresponde a los controles negativos.

200pb

100pb

Los productos de amplificacién fueron purificados y secuenciados en el
Laboratorio de Secuenciaciéon Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud del
Instituto de Biologia UNAM (Figura 20)

A) Exén 20
Primer Forward 40

| |

Ex20-wT ETEEAEEcTC BACETEATEA BCcEACETEAT cEEETTECGCE 40

Ex20-MuT @ETEEABEcTC BACETEATER TCEACETEAT cEEETTEGGE 40
G

Consensus CTCCACCGTG CAGCTCATCA CAGCTCAT GCCCTTCGGC

100%

Conservation |--|
0%

v
Mutacién p.T790M(c.2369C>T)

B) Exon 21

Mutacién p.L858R (c.2573T>G)

| I
Ex21-wT GGGETGCCEEAR BRABTcETccc WcEGCAACHGC AARCARTAEE 40
Ex21-MUT GGGEGGGCEER BAEBTcGETcGc TGEGGABRcAc ABRACAATAEBE 40
Consensus GGGCNGGCCA AACTGCTGGG TGCGGAAGAG AAAGAATACC
100%

Conservation I—I
0%

Figura 20. Alineamiento de las secuencias mutante y silvestre de los exones 20 y 21 del gen
EGFR. En el cuadro rojo se muestra la mutacion, las flechas corresponden a los oligonucleétidos.
En los dos casos A) y B) la linea celular presenta la mutacion de interés y la secuencia tipo
silvestre no presenta mutaciones por lo que se puede tomar como control negativo. El disefio de
los oligonucleétidos son especificos.
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10.2 E-ice-cold-PCR

10.2.1 Determinacién de la temperatura critica

La temperatura calculada de las secuencias mutante y silvestre del exén 20 es de
84.0 °C y 84.2°C. Al hacer uso de la sonda con LNA la temperatura de estas
secuencias aumenta a 84.3°C y 86.0°C respectivamente. Al hacer uso de la sonda
con LNA la diferencia de temperaturas entre la secuencia silvestre y mutante es de
1.7 °C (Figura 21A).

Los datos obtenidos para las secuencias silvestre y mutante del exén 21 son de
83.7°C y 84.3°C. Al hacer uso de la sonda con LNA la temperatura de estas
secuencias es de 85.5°C y 85°C respectivamente. La diferencia de temperaturas
entre las secuencias mutante y silvestre utilizando la sonda es de 0.5°C a favor de
la secuencia tipo silvestre (Figura 21B).
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Figura 21. Determinacién de la Tm de los amplicones de los exones 20 y 21 del gen EGFR.
Las graficas corresponden a la disociacion de las secuencias de los exones 20 y 21 usando el alelo
silvestre (negro) y mutante (rojo) con sonda (linea continua) y sin sonda (linea punteada). Se
observa que al hacer uso de la sonda se maximiza la diferencia de Tm entre las secuencias
mutante y silvestre para ambos casos (A y B). A) Exdn 20. Sin la sonda existe una diferencia
minima de la Tm entre las secuencias mutante y silvestre. La diferencia se maximiza al hacer uso
de la sonda hasta 1.7°C. B) Ex6n 21. En la grafica se puede observar que sin hacer uso de la
sonda la Tm de la secuencia mutante es mayor que la silvestre. El uso de la sonda aumenta la Tm
de la secuencia silvestre garantizando asi que el alelo mutante se desnaturalice a una menor
temperatura. La diferencia es de 0.5°C al hacer uso de la sonda como se puede ver en la gréafica.
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10.2.2 Determinacién de la Tc y la concentracion optima de LNA

La variante de PCR TD obtiene un enriquecimiento del 2% de alelos mutantes al igual
que en E-ice-Cold-PCR sin sonda. En el exdn 20 usando la plataforma E-ice-Cold-
PCR; la temperatura 83.9°C y la concentracion de LNA de 150nM, con estas
condiciones se obtiene el enriquecimiento de los alelos mutantes 7.5 que veces mas
en comparacion con una PCR convencional. Para el caso del exén 21 tampoco se
muestran diferencias entre las variantes de PCR sin el uso de LNA. Al usar E-icel-
Cold-PCR, a una temperatura de 83.9°C y una concentracion de LNA de 50nM se
enriquecen 2 veces mas que en comparacion con una PCR convencional. También se
observa que a medida que se incrementa la concentracién de LNA el enriquecimiento
disminuye, pero siempre es mas elevado en comparacion con una PCR de uso
convencional (Figura 22)

A) Exén 20 B) Exén 21
8 2.5
e 84.4°C -o- 84.4°C
0 . -# 83.9°C o 2.0 -& 83.9°C
-g -+ 83.2°C -g -+ 83.2°C
S -+ 82.6°C g 1.59 -* 82.6°C
Che %
1.0
g ] N=3 @ N=3
= F 0.5
c T T T T o-c L} T T T
& & & & & & & &
N S \@ '\‘.p N 8 \@ &Q
[sonda bloqueadora] [sonda bloqueadora]

Figura 22. Enriquecimiento de alelos mutantes La tasa de cambio corresponde a la variante de
PCR Touchdown. Cada punto en la curva indica cuantas veces mas se enriquecio el alelo mutante
al utilizar E-ice-cold-PCR. A) Exén 20: Podemos observar que hay una dependencia de la
concentracion de la sonda bloqueadora. Las condiciones 6ptimas son la temperatura de 83.9°C y
150mM de sonda bloqueadora. B) Exén 21: Las condiciones 6ptimas son la temperatura de 83.9°C
y 50mM de sonda blogueadora, se observa un fendmeno de saturacion. Sin embargo en ambos
casos A y B al hacer uso de la sonda bloqueadora siempre se obtiene un mayor enriquecimiento
de alelos mutantes en comparacion con la PCR Touchdown y E-ice-cold PCR sin sonda.

10.3 Sensibilidad de HRM

Para definir el genotipo de las curvas de fusion de HRM se comparan con los
controles mutante y silvestre, las curvas con un patron de fusion diferente al
silvestre y similar al del mutante presentan la mutacion. El programa de ciclado
PCR acoplado a HRM permite detectar el alelo mutante hasta la fraccion del 5%
de manera inicial en el exén 20 (Figura 23 A). En cuanto al exon 21 se logra
obtener deteccion hasta la fraccion 0.001% (Figura 23B). Al usar el programa E-
ice-cold-PCR acoplado a HRM no se permite inferir cual es la sensibilidad de la
técnica tanto para el exon 20 como en el 21 (Figura 24 Ay B)
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Figura 23 HRMA usando la plataforma de PCR. En las graficas se muestra la diferencia entre
las curvas, para ello se eligié la curva silvestre como referencia a la cual se le otorga el valor cero
(WT), y se ubica como una linea horizontal. La diferencia entre cada curva y la de referencia (WT)
se traza frente a la temperatura, A) Corresponde a la mutacién del exén 20, se observa que las
curvas 50% y 5% tienen similitud con la curva 100%mutante, por lo tanto el limite de deteccién es
hasta 5%. B) En cuanto al 21 todas las diluciones muestran similitud con el fenotipo 100% mutante.
Como se puede observar la diferencia preexistente de acuerdo a los célculos de la Tm en ausencia
de la sonda (Figura 21), Propicia poder establecer el limite de deteccion hasta la dilucion 0.001%.
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Figura 24. HRMA usando la plataforma de E-ice-cold-PCR. En las graficas se muestra la
diferencia entre las curvas, para ello se eligié la curva silvestre como referencia a la cual se le
otorga el valor cero (WT), y se ubica como una linea horizontal. A) La diferencia entre cada curva
y la de referencia (WT) se traza frente a la temperatura. No se puede inferir cual es la sensibilidad
de la técnica, debido a que la diferencia entre las curvas no es clara. Sin embargo las curvas de las
diluciones 50%, 5%, 1% y 0.1% parecen tener un parentesco similar al fenotipo 100%mutante y las
diluciones 0.01% y 0.001% al fenotipo 100% silvestre. B) Exdn 21 todas las curvas muestran tener
similitud con el genotipo 100% mutante.
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10.4 Sensibilidad SMP

Posterior a la amplificacién se realizo la SMP. Una ves analizados los datos se
obtuvo el numero de lecturas de los alelos silvestre y mutantes, dichas lecturas
corresponden a la frecuencia alelica. Para el caso de la mutacion del exén 20 en la
dilucién 5% se obtuvo un enriguecimiento de 7.5 veces mas al usar la variante E-
ice-cold-PCR en comparacion con la PCR. En la dilucidén 1% se obtiene 5.5 veces
mas enriquecimiento al usar E-ice-cold-PCR en comparacion con la PCR. Para la
dilucion 0.1% se enriquece 5.6 veces mas usando E-ice-cold-PCR en comparacion
con la PCR y en la dilucion 0.01% solo se obtiene un enriquecimiento del doble
usando E-ice-cold-PCR, lo mismo que para la fraccién 0.001% (Figura 25)

Con respecto al exén 21 (Figura 26) se observa que en la dilucion 5% se
enriqguece casi dos veces mas (1.9), con respecto a la PCR. En cuanto a la
dilucion 1% se obtienen el doble de enriquecimiento en comparaciéon con la PCR y
para la dilucion 0.1% solo se obtiene un enriquecimiento de 1.21 veces mas
comparado con la PCR. En la dilucion 0.01% se obtiene un enriquecimiento de 1.5
veces mas y en la dilucién 0.001% el enriquecimiento es casi del doble, 1.8 veces
mas en comparacion con la PCR.

En conclusion los resultados indican que hay un mayor enriquecimiento de alelos
mutantes al usar el programa de amplificacion  E-ice-cold-PCR
independientemente de la fraccién inicial de ADN con la mutacién (Figura 25y 26).

42



20.00

250

2.00

. 15.00 5
3 :
=
S g =e= E-Ice-Cold-PCR
— c
%) g == PCR Touchdown
N 10.00 @
O
C
(D \
o
O L) L)
K% o
5.00 8
N=3
0.00 g Ty
S o\e o\e o\ 2\

Diluciones

Figura 25. Limite de deteccién de mutaciones en el exén 20 de EGFR. Se grafica la frecuencia
alélica de las plataformas de E-ice-Cold-PCR y PCR cada una acoplada a secuenciacion masiva.
Cada punto corresponde al nUmero de lecturas obtenidas en cada dilucién. Se observa que al usar
la plataforma E-Ice-Cold-PCR haciendo uso de la sonda cloqueadora se logra un mayor
enriquecimiento en todas las diluciones.
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Figura 26. Limite de deteccidn de mutaciones en el exdén 21 de EGFR. Se grafica la
frecuencia alélica de las plataformas de E-ice-Cold-PCR y PCR cada una acoplada a
secuenciaciéon masiva. Cada punto corresponde al nimero de lecturas obtenidas en cada dilucion.
Se observa que al usar la plataforma E-lce-Cold-PCR haciendo uso de la sonda con LNA se logra
un mayor enriquecimiento en todas las diluciones
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11. DISCUSION

La activacion de EGFR estimula la proliferacion, la angiogénesis, la invasion y la
supervivencia de las células cancerosas. Debido a que EGFR con frecuencia muta
en una variedad de tumores sélidos y se cuenta con farmacos dirigidos
especificamente contra las mutaciones patogénicas, éstas representan un blanco
terapéutico importante para el tratamiento del cancer (Arrieta et al., 2011).

Los ITK dirigidos contra EGFR han demostrado aumentar significativamente las
tasas de supervivencia en pacientes que presentan mutaciones patogénicas, por
lo tanto dichas mutaciones EGFR son un biomarcador predictivo para la respuesta
al tratamiento, por lo que se requiere conocer tipo de mutaciéon de EGFR antes de
gue se determine el tratamiento (Maemondo et al., 2010).

En general, la heterogeneidad intratumoral, asi como la contaminacion con células
normales, diluye la cantidad de células tumorales portadoras de mutaciones en
EGFR, los cual dificulta la deteccion de mutaciones clinicamente relevantes,
debido a que se encuentran por debajo del limite de deteccibn de ensayos
basados en PCR convencionales (<1%). Por ello se requieren métodos altamente
sensibles para la deteccion de mutaciones somaticas en la tumorigénesis
temprana y en la aparicion de mutaciones de resistencia a la terapia (Milbury et al.,
2009Db).

La secuenciacion tradicional Sanger se ha considerado el estandar de oro para
detectar e identificar alteraciones genéticas, sin embargo este enfoque
experimental tiene limitaciones de sensibilidad importantes, ya que los alelos
mutantes deben estar presentes en una proporcién de al menos 10-20% para ser
detectados de forma adecuada (Vogelstein & Kinzler et al., 1999).

Actualmente se ha desarrollado una amplia gama de diferentes tecnologias para
deteccidbn de mutaciones con el objetivo de aumentar la sensibilidad (Do &
Dobrovic et al., 2009; Ogino et al., 2005). Las técnicas principales estan basadas
en PCR, y secuenciacion, y cuentan con una sensibilidad de deteccién en un
rango de 10-<0.1% (Tabla 2). No obstante, el aumento en la sensibilidad
generalmente se acompafa de un mayor costo, mayor complejidad y mayor
tiempo requerido para conocer el resultado (Milbury et al., 2009b). La técnica de
deteccion ideal es aquella que no compromete la sensibilidad, especificidad,
tiempo y costos. Por lo tanto, en el presente trabajo implementamos un método de
PCR alelo especifico que permite enriquecer alelos mutantes minoritarios de forma
selectiva para que puedan ser detectados mediante las tecnologias de
confirmacién HRM y SMP.

E-ice-cold-PCR

El E-ice-cold-PCR permite el enriquecimiento selectivo de mutaciones de baja
frecuencia alélica, mediante la utilizacion de una sonda bloqueadora que contiene
algunas bases nucleotidicas modificadas, llamadas LNA. La sonda bloquedara es
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100% complementaria con todas las bases del alelo silvestre, mientras que tiene
emparejamientos erroneos con los alelos mutantes. Al incluir la sonda en altas
concentraciones en la mezcla de reaccion, en las etapas de desnaturalizacion y
alineamiento se produciréa la hibridacion de la misma con las moléculas de los
alelos silvestre y mutante. El disefio de emparejamientos errbneos con el alelo
mutante hace que la temperatura de desnaturalizacion de la sonda con dicho alelo
sea menor, en comparacion con la temperatura de desnaturalizacion de la sonda
hibridada al alelo silvestre. Este es el aspecto escencial del método de E-ice-cold-
PCR que permite el enriquecimiento selectivo de alelos mutantes, y, a su vez,
favorece el blogueo del alelo silvestre. Depués de la etapa de hibridacion, se
aumenta la temperatura lo suficiente para desnaturalizar exponencialmente a los
heteroduplex sonda bloqueadora y alelo mutante. A esta etapa de
desnaturalizaciéon se le nombra como desnaturalizacion critica (Tc). En esta etapa
el alelo silvestre permancece hibridado debido a que la sonda propicia un
incremento en la Tm del alelo silvestre, mientras que el alelo mutante se
desnaturaliza primero ya que su Tm es menor. Mientras mas diferencia de Tm
haya entre los alelo silvestre y mutante, mejor sera el bloqueo del alelo silvetre y el
enriquecimiento del mutante. La sensibilidad de este método depende de la
técnica de conformacion a la cual se acople como se muestra en los resultados
(Figura 24, 25 y 26). No obstante los limetes de sensibilidad son menores al 0.1%

Anélisis bioinforméatico

En este trabajo identificamos las mutaciones del gen EGFR y trabajamos con las
dos mutaciones mas frecuentes de relevancia clinica p.T790M (c.2369C>T) del
exon 20 y p.L858R (c.2573T>G) del exdn 21, de acuerdo a los registros obtenidos
de la base de datos COosMIC Sanger
(http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/projects/cosmic/; Tabla 3).

Calculo delas Tm

En este trabajo se determind experimentalmente la Tc de los alelos mutantes
descritos arriba. Para ello primero se calcularon las temperaturas de
desnaturalizacion de los alelos silvestres y mutantes (c.2369C>T, del exon 20 y
c.2573T>G, del exon 21) de EGFR por medio de una curva de disociacién.
Posteriormente se calcul6 la Tm empleando la sonda bloqueadora en la reaccion.
Se encontré que el uso de la sonda bloqueadora modifica la Tm de todos los
alelos analizados y se observé que la Tm de las secuencias silvestres aumentan y
este aumento es significativo (Figura 21 A y B). Este resultado se debe a dos
factores: (i) Complementariedad: la complementariedad de la sonda bloqueadora
es del 100% con los alelos silvestres y es imperfecta con los alelos mutantes
(Figura 21 A y B). (i) Quimica de los nucledtidos modificados (LNA): dichos
nucledtidos favorecen termodinamicamente la hibridacion de bases debido al
enlace extra que conecta el oxigeno 2' con el carbono 4' (Figura 12). Este enlace
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propicia interacciones como fuerzas de Van der Waals ademas de las
interacciones de puentes de hidrogeno y esto aumenta la estabilidad de
hibridacion (Silahtaroglu, Pfundheller, Koshkin, Tommerup, & Kauppinen, 2004).

En este sentido, encontramos que la Tm de la secuencia tipo silvestre del exén 20
es de 84.2°C y al usar la sonda bloqueadora aumenta a 86.0°C; es decir la sonda
provoco un incremento de 1.8°C. Por el contrario, el alelo mutante solo tuvo un
incremento de 0.2°C, lo que demuestra que la sonda bloqueadora mejora la
desnaturalizacion del alelo mutante y el bloqueo del alelo silvestre. De esta forma,
la diferencia de temperaturas entre la secuencia mutante y silvestre es de 0.2°C
de manera normal, pero si se utiliza la sonda blogueadora se maximiza la
diferencia de temperatura de desnaturalizacion hasta 1.7°C. Esto permite la
desnaturalizacion selectiva del alelo mutante a la Tc.

Respecto al exon 21, la secuencia del alelo silvestre tuvo una temperatura de
fusidon de 83.7°C y al usar la sonda bloqueadora aument6 la Tm a 85.5°C. Hubo un
incremento de 1.8°C. En este caso el alelo mutante tiene una temperatura de
desnaturalizacién mayor que la silvestre por 0.6°C. No ostante el uso de la sonda
bloqueadora propicia una diferencia de temperaturas de 0.5°C a favor de la
secuencia tipo silvestre.

Colectivamente, los datos de las Tm de los exones 20 y 21 muestran que la sonda
causa un mayor incremento de la temperatura de desnaturalizacién en los alelos
silvestres. Esta diferencia de temperaturas permite a la secuencia mutante de las
dos mutaciones del gen EGFR desnaturalizarse a una temperatura menor y
amplificarse preferencialmente.

Tc y concentraciéon de la sonda bloqueadora

Despues del céalculo de la Tm de los alelos, se seleccioné un intervalo de
temperaturas por debajo de la Tm de los alelos mutantes, para asi enriquecer de
manera preferencial dichos alelos (Milbury et al., 2009a).

Ademas de la seleccion de temperaturas por debajo de la Tm del alelo mutante se
adicionaron diferentes concentraciones de LNA. ElI uso de diferentes
concentraciones de sonda blogueadora y diferentes temperaturas ayudo a conocer
la Tc y la concentracion optima a utilizar en la técnica E-ice-cold-PCR (Tabla 8;
Milbury etal., 2011). Los datos muestran que el exén 20 tienen un mayor
enriquecimiento cuando la Tc es de 83.9°C y a la concentracién optima de sonda
bloqueadora es de 150 mM (Figura 22A). Se puede observar que el
enriqguecimiento es dependiente de la concentracion de la sonda bloqueadora,
esto es porque entre mas sonda bloqueadora hay en la reaccion, mayor namero
de secuencias tipo silvestres seran bloqueadas. Para este exon se obtuvieron
5,040 lecturas por secuenciacion masiva, estas representan el 15% de las lecturas

47



totales, obteniendo 7.5 veces mas enriqguecimiento de alelos mutantes en
comparacion con la PCR. Ademas podemos observar que utilizando cualquier
temperatura y concentracién de sonda bloqueadora en E-ice-cold-PCR siempre se
obtiene un mayor enriquecimiento de alelos mutantes en comparacion con la PCR
(Figura 22 A).

En cuanto al exdn 21 la temperatura de 83.9°C y la concentracion de sonda
bloqueadora de 50mM, muestran ser las condiciones Optimas a utilizar en el E-
ice-cold-PCR para obtener el mayor enriquecimiento de alelos mutantes, en este
caso se observa que se pierde el enriquecimiento a media que aumenta la
concentracion de sonda blogueadora (Figura 22B). Se observa un fenbmeno de
saturacion y ademas Inferimos que es porque la diferencia de temperaturas entre
la secuencia tipo silvestre y mutante es de 0.5°C lo cual es una diferencia minima,
y propicia que los dos heteroduplex se desnaturalicen. No obstante, el uso de la
sonda bloqueadora ayuda al enriquecimiento preferencial de la secuencia mutante
(Figura 22B), el enriquecimiento no es tan elevado como el del exén 20 (Figura
22A), sin embargo, siempre se obtiene el doble enriquecimiento en comparacion
con la PCR.

Cabe resaltar que el disefio de la sonda no es sencillo, los efectos son especificos
de cada secuencia, varian de acuerdo al tipo de mutacién, longitud de la sonda, y
proporcion GC. El disefio es muy restringido incluso hay una mejor discriminacion
cuando el sitio de la mutacién se centra en la sonda blogueadora (You et al.,
2006). La sonda del exén 21 tiene el sitio de la mutacion al final lo cual podria
estar afectando el enriquecimiento. Este disefio de la sonda del exén 21 no se
realizd6 con la mutacion al centro debido a que habia demasiados SNPs en la
secuencia, y dificultaban la posicion de los oligonucleétidos. Sin embargo los
resultados muestran que el uso de la sonda siempre propicia un mayor
enriquecimiento del alelo mutante incluso en cualquier condicién, por lo tanto para
obtener un mayor enriquecimiento de alelos mutantes es necesario hacer uso de
la sonda bloqueadora.

Comparacion de E-ice-cold-PCR y PCR acoplada a HRM

Una vez estandarizadas las condiciones a usar en la técnica E-ice-cold-PCR
decidimos acoplar esta técnica a HRM para determinar el limite de deteccion de
mutaciones, y para comprobar que E-ice-cold-PCR enriquece los alelos mutantes
lo comparamos con PCR de igual forma acoplado a HRM.

Los resultados muestran que el programa de PCR muestra tener un limite de
deteccion mediante HRM hasta la fraccion del 5% de ADN mutante para el caso
del exon 20 (Figura 23A). En cuanto al exon 21 el limite de deteccion es de
0.001% (Figura 23B).
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La diferencia en cuanto al limite de deteccidon entre el exdn 20 y 21 es debido a
diferencia de fusion de las secuencias. La diferencia de Tm entre las secuencias
mutante y silvestre del exén 20 sin uso de la sonda bloqueadora es de 0.2°C, y
para el exdn 21 es de 0.6°C. El cambio en la Tm del exdn 21 es relativamente
grande, esto permite al equipo poder discriminar mejor las curvas de
desnaturalizacion permitiendo tener un limite de deteccion hasta la fraccion
0.001% del alelo mutante en comparacion con las curvas del exon 20 en donde la
diferencia en la Tm es minima, y conforme la cantidad de alelos mutantes
disminuye mayor dificultad tendra el equipo para distinguir entre las secuencias a
pesar de su alta resolucién, y por ello solo tiene un limite de deteccion del 5%
(Liew et al., 2004)

Los limites de deteccion definidos son bastante variables, estas variaciones
parecen ser especificas incluso de cada tipo de mutacion (Sestini et al., 2008;
Takano etal.,, 2007). Ademas factores como la longitud de la secuencia, el
contenido de GC, son propiedades especificas de cada secuencia y por lo tanto
dan como resultado diferentes comportamientos en la curva de fusion, los cuales
permitiran genotipificar las secuencias de interés.

En cuanto a los ensayos E-ice-cold-PCR acoplados a HRM para el caso del exon
20 no se puede determinar el limite de deteccion (Figura 24A), debido a que las
curvas no muestran tener un parentesco asociado ni a la secuencia silvestre ni a
la mutante, sin embargo, las diluciones 50%, 5%, 1% y 0.1% tienen mayor
similitud hacia la secuencia 100% mutante. En cuanto al exén 21 (Figura 24B) el
limite de sensibilidad es de 0.001% ya que todas las diluciones se comportan muy
similar a la curva control 100% mutante y se observa que se maximiza la
diferencia en comparacion con la PCR. Los resultados muestran que el tipo de
mutacion infiere en la diferenciacion de las curvas para poder realizar la
genaotipificacion (Liew et al., 2004).

HRM es mas sensible que la secuenciacion Sanger (Krypuy etal., 2006;
Polakov4; et al., 2008). Sin embargo, esta técnica requiere confirmar la mutacion
mediante secuenciacion, lo cual es un problema porque la secuenciacion tipo
sanger no podria detectar fracciones tan pequefias como las que trabaja HRM, y
mediante SMP por no ser una técnica de facil acceso dificulta el analisis de las
muestras. HRM es una técnica con un gran potencial para detectar mutaciones
somaticas y germinales (Borras et al., 2011), ya que detecta mutaciones descritas
como no descritas, identificandolas incluso en una pequeia fraccion de alelos
mutantes con un fondo de ADN tipo silvestre por lo que es un método altamente
sensible como se muestra en los resultados (Borras et al., 2011; Krypuy et al.,
2006; Ma et al., 2009; Simi et al., 2008). Otra de las ventajas de esta metodologia
es que todo el procedimiento se realiza en el mismo tubo de PCR sin tener que
manipular los productos de la reaccién, por lo que disminuye el riesgo de
contaminacion (Reed, Kent, & Wittwer, 2007), ademas de ser un metodo rapido y
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de bajo costo ya que tomando en cuenta la extraccion y amplificacion del ADN
mas el ciclé de HRM, en 4 horas podemos decir si estd 0 no la mutacion presente
(Do et al., 2008).

Comparacion E-ice-cold-PCR y PCR acoplado a SMP

La SMP es un ensayo que permite un analisis cuantitativo. Se examino el
enriquecimiento comparando el porcentaje de alelos mutantes de EGFR al usar
los dos programas de ciclado PCR y E-ice-cold-PCR (Figura 25 y 26). Los
resultados muestran que E-ice-cold-PCR enriquece los alelos mutantes en
comparacion con la PCR, incluso en las diluciones correspondientes a las
fracciones méas pequefas del alelo mutante. Ademas se establece el limite de
deteccion de las dos plataformas de PCR acopladas a secuenciacién masiva. El
limite de deteccion de las dos variantes de PCR acopladas a SMP es de 0.001%,
este limite de deteccidon se encuentra debajo de los limites de la secuenciacion
tipo Sanger ya que requiere un minimo de 10-20% de alelos mutantes como ya se
habia mencionado anteriormente (Vogelstein & Kinzler etal., 1999). Podemos
establecer este limite de deteccion debido a que trabajamos con mutaciones
conocidas, ademas de que nuestras muestras fueron secuenciadas por
secuenciacion tipo Sanger (Figura 20). Por lo que nuestros resultados de
secuenciacion masiva son confiables.

Los métodos que presentan un limite de deteccién similar al que nosotros
obtuvimos son la PCR digital y BEAMing, estos dos métodos tienen ventajas y
desventajas al igual que el que usamos en el presente trabajo. El limite de
deteccién de la PCR digital es de <0.02% de ADN mutante, este método es
bastante sensible, no obstante su alta sensibilidad detecta falsos negativos y
positivos, por ejemplo, los introducidos durante la etapa de amplificacion, esta
metodologia no necesita controles, y ademas de realizar la deteccién cuantifica la
cantidad de éacidos nucleicos formados durante la PCR. Sin embargo para su
realizacion se requiere de una plataforma altamente costosa (Isobe et al., 2015).

La técnica BEAMing es mucho mas sensible en comparacion con la mayoria de
las técnicas usadas para detectar mutaciones (Tabla 2). La precision del método
se basa en la utilizacion de reactivos altamente costosos, los cuales minimizan la
tasa de errores y aseguran la fiabilidad del método. Sin embargo, ademas de la
plataforma de PCR digital se requiere un clitbmetro de flujo, lo cual lo hace un
método costoso, y se requiere también de un especialista para su implementacion.
(Taniguchi et al., 2011)

Nuestra metodologia usa una etapa de amplificacion la cual se puede realizar en
cualquier plataforma de PCR convencional, a diferencia de las metodologias
mencionadas anteriormente que requieren de equipos costosos y son complicados
para su manipulacién. En cuanto al ensayo de secuenciacion masiva a pesar de
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no ser una herramienta de facil acceso requiere menos tiempo y es menos
costosa en comparacion con BEAMing y la PCR digital.

El reto de la mayoria de las técnicas de deteccidon de mutaciones buscan poder
utilizar muestras minimamente invasivas tales como el cfADN. La deteccién de
ADN circulante tumoral (ctDNA) derivado de tumores conlleva a grandes desafios,
en gran parte por que a menudo representa una fraccion de 0.1% del cfDNA total.
Esta fraccién limita a las técnicas de deteccion convencionales por su bajo nivel de
sensibilidad (Diehl etal., 2008; Holdhoff etal.,2009). De acuerdo al nivel de
sensibilidad alcanzado en el presente trabajo nuestra metodologia podria hacer
uso de este tipo de muestras.

La concentracion de cfDNA de pacientes con cancer es aproximadamente 4 veces
mayor que la de un paciente sano. Los pacientes sanos presentan
concentraciones de 0.03 ng/pL y de uno con cancer de pulmén es de 0.18ng/uL.
Nuestro limite de deteccion esta una magnitud por debajo de los fracciones de
ctDNA en pacientes con cancer de pulmon (Esposito, Criscitiello, Trapani, &
Curigliano, 2017). Esta metodologia podria detectar mutaciones incluso en
pacientes que se encuentren en etapas tempranas de la enfermedad. Ademas
podria complementar el diagndstico histolégico de cancer del cancer de pulmén y
en un futuro remplazar el uso de procedimientos invasivos. Tambien podria tener
aplicaciones como en la monitorizacidon de la carga tumoral; el control de la
enfermedad minima residual; el control de la heterogeneidad tumoral y la
resistencia molecular.
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12. CONCLUSION

Se identificaron los sitios y la frecuencia de las mutaciones de relevancia clinica
del gen EGFR.

Se implementd el método E-ice-cold-PCR para detectar mutaciones patogénicas
del gen EGFR y este enriquece los alelos mutantes de manera preferencial de
dicho gen

La sensibilidad de la PCR acoplada a HRM presenta un limite de deteccion del 5%
para la mutaciéon T790M del exdn 20 y un limite de sensibilidad del 0.001% para la
mutacion L858R del exdn 21 del gen EGFR.

La sensibilidad de E-ice-cold-PCR acoplado a HRM presenta un limite de
deteccion del 0.001% para la mutacion L858R del exdon 21 del gen EGFR y se
infere que presenta un limite de sensibilidad del 0.1% para la mutacion T790M del
exon 20 de EGFR.

La sensibilidad de las variantes PCR y E-ice-cold-PCR acopladas a SMP presenta
un limite de deteccién del 0.001% para detectar las mutaciones T790M del exén
20 y L858R del exon 21 del gen EGFR.

E-ice-cold-PCR tienen una sensibilidad que es compatible con los andlisis en
cancer de pulmon de biopsia liquida o de tejido.
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13. PERSPECTIVAS

Comparar la sensibilidad de E-ice-cold-PCR con BEAMing y PCR digital

Evaluar las mutaciones en pacientes con cancer de pulmén usando biopsias
liquidas.

Realizar la técnica para detectar mutaciones del gen KRAS las cuales son
excluyentes de las mutaciones de EGFR en pacientes con cancer de pulmén
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