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RESUMEN

Las alteraciones cromosdmicas constituyen una caracteristica distintiva en diversos tipos
tumorales, incluido el cancer de mama. Estas alteraciones pueden manifestarse a través de
alteraciones en el numero de copias de DNA, las cuales desempefian un papel crucial en la
progresion y el desarrollo de la enfermedad. Las tecnologias de secuenciacion de nueva
generacion se han consolidado como herramientas fundamentales para la identificacion precisa
de estas alteraciones cromosoémicas. A pesar de sus beneficios en el diagnoéstico clinico, la
implementacion de estas tecnologias aun enfrenta diversos desafios. La secuenciacion gendmica
con nanoporos ha emergido como una alternativa prometedora a las técnicas de secuenciacion
tradicionales que la hacen potencialmente aplicable en un entorno clinico. Este trabajo se centrd
en explorar y evaluar el uso de la tecnologia de secuenciacion gendmica con nanoporos para la
deteccion de alteraciones en el nimero de copias de DNA, con especial énfasis en su
implementacion en el analisis de muestras de biopsias liquidas. Estas muestras no invasivas, han
adquirido un interés creciente en el ambito clinico puesto que se ha demostrado que proporcionan
informacion valiosa sobre las caracteristicas tumorales a partir del andlisis de componentes
circulantes derivados del tejido tumoral, como el DNA tumoral circulante. La investigacion se
dividié en dos secciones fundamentales: la primera etapa se centrdé en estandarizar un flujo de
trabajo utilizando secuenciacion con nanoporos de fragmentos cortos de DNA de lineas celulares
tumorales de mama. Esto se realizd con el fin de evaluar la concordancia en la deteccion de las
alteraciones en comparacion con los resultados obtenidos mediante la tecnologia lllumina, una
plataforma lider de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion. La segunda etapa se
enfocd en aplicar esta metodologia al andlisis de muestras de biopsias liquidas obtenidas de
pacientes con cancer de mama. Esto se llevd a cabo con el propdsito de evaluar la concordancia
en la deteccidon de alteraciones en el nimero de copias de DNA con las biopsias solidas
correspondientes a cada paciente, analizadas mediante microarreglos de alta resolucion. Los
resultados obtenidos revelaron que, aunque la tecnologia de secuenciacidn con nanoporos
mostrdé una alta concordancia con la tecnologia lllumina en el analisis de lineas celulares
tumorales, su sensibilidad disminuyd al aplicarla al andlisis de muestras de biopsias liquidas. Este
descenso en la sensibilidad afectd la capacidad de deteccion de alteraciones en el nimero de
copias de DNA, o que se atribuyd a la baja cantidad de DNA tumoral circulante presente en las
muestras de biopsias liquidas, posiblemente asociado a los estadios clinicos tempranos de la
enfermedad en las pacientes evaluadas. Este estudio sentd las bases para comprender los
desafios asociados con la deteccidn de alteraciones en el nimero de copias de DNA en biopsias
liquidas utilizando secuenciacion con nanoporos de baja pronfundidad, particularmente en las
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etapas tempranas del cancer de mama. Destaca la necesidad de desarrollar estrategias
mejoradas para aumentar la sensibilidad en estas muestras o, alternativamente, de aplicar este
enfoque en el analisis de biopsias liquidas provenientes de pacientes con estadios avanzados de
la enfermedad, lo que podria impulsar su utilidad como potencial herramienta clinica.

ABSTRACT

Chromosome abnormalities are a distinctive feature in diverse cancer types, including breast
cancer. These abnormalities can be manifested through copy number alterations, which
significantly contribute to the progression and development of the disease. Next-generation
sequencing methodologies have established their pivotal role in precisely detecting these
chromosomal abnormalities. Despite their benefits in clinical diagnosis, the implementation of
these technologies still faces several challenges. Nanopore sequencing has emerged as a
promising alternative to traditional sequencing technologies, potentially applicable in a clinical
setting. This study evaluated the efficacy of nanopore sequencing in detecting copy number
alterations, with a particular focus on its application in analyzing liquid biopsy samples. These non-
invasive samples have gained significant attention within the clinical field due to their ability to
provide valuable insights into tumor characteristics. This is achieved through the analysis of
circulating components derived from tumor tissue, notably circulating tumor DNA. The research
comprised two phases. The first phase aimed to standardize a workflow using nanopore
sequencing of short DNA fragments from breast cancer cell lines, to assess the concordance in
detecting chromosome alterations compared to results obtained using lllumina technology, a
leading next-generation sequencing platform. The second phase focused on applying this
methodology to analyze liquid biopsy samples obtained from breast cancer patients, aiming to
evaluate the concordance in detecting copy number alterations with corresponding solid biopsies
for each patient, analyzed using high-resolution microarray technology. Findings revealed that
although nanopore sequencing technology showed high concordance with lllumina technology in
the analysis of cancer cell lines, its sensitivity decreased when applied to liquid biopsy samples.
This decrease in sensitivity was attributed to the low amount of circulating tumor DNA present in
the samples, possibly associated with the early clinical stages of the disease in the evaluated
patients. This work provided insights into the complexities involved in identifying copy number
alterations within liquid biopsies using shallow whole genome nanopore sequencing, particularly
within the early stages of breast cancer. It highlights the need to develop enhanced strategies to
increase sensitivity in these samples or, alternatively, to apply this approach in analyzing liquid
biopsies from patients with advanced disease stages, potentially boosting its utility as a clinical

tooal.
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1 MARCO TEORICO

1.1 Inestabilidad genémica

Un sello distintivo de casi todos los tipos tumorales humanos esta representado por
aberraciones en su arquitectura gendémica (Negrini et al., 2010). La inestabilidad gendmica se
refiere al conjunto de eventos capaces de causar alteraciones de caracter temporal o permanente
dentro del genoma (Jefford & Irminger-Finger, 2006). Estos cambios en la arquitectura gendmica
comprenden mutaciones puntuales, inserciones y deleciones cortas, expansion y contraccion de
microsatélites, asi como alteraciones cromosdmicas estructurales y numeéricas, dentro de las
cuales se incluyen: reordenamientos cromosomicos (translocaciones, inversiones,
amplificaciones y deleciones), variaciones en el nimero de copias y pérdida de la heterocigosidad
(Lee et al., 2016; Negrini et al., 2010).

La integridad del genoma es constantemente afectada por factores exdgenos vy
enddgenos que inducen lesiones en el DNA y generan dano a nivel cromosémico (Gerlach &
Herranz, 2020). Dentro de los factores exdgenos se incluyen los productos quimicos como el
humo del tabaco y el alcohol, las sustancias quimicas naturales como las aflatoxinas producidas
por hongos o diversas formas de radiacion, por ejemplo, la luz ultravioleta (UV) y la radiacion
ionizante (Katerji & Duerksen-Hughes, 2021). Los factores enddgenos involucrados en el dano al
DNA son las especies reactivas de oxigeno (ROS), los aldehidos, los errores ocurridos en el
proceso mitético o errores debido a enzimas involucradas en los procesos de reparacion del DNA
y en la edicion del genoma (Chatterjee & Walker, 2017). Asi mismo, una célula puede adquirir
secuencias de DNA a partir de fuentes exdgenas, en particular de virus. Estos virus pueden
contribuir a la carcinogénesis de uno o mas tipos tumorales (Katerji & Duerksen-Hughes, 2021).
Ejemplos de estos virus son el virus de la hepatitis B (cancer de higado), el virus del papiloma
humano (cancer cervical y cancer anal), el virus de Epstein-Barr (linfoma de Burkitt y cancer de

nasofaringe) y el herpesvirus humano tipo 8 (sarcoma de Kaposi) (White et al., 2014).

Durante la division celular, se verifica la integridad del genoma mediante cuatro puntos de
control principales: el punto de control G1/S, en el cual se identifican danos en el DNA previo a
su replicacion; el punto de control S/G2, dentro del que se verifica si el proceso de replicacion se
llevo a cabo correctamente; el punto de control G2/M, en el cual se monitorea la integridad del
DNA previo a la mitosis; y el punto de control del ensamblaje del huso (SAC, Spindle Assembly

Checkpoint), en el que se regula la transicion metafase-anafase para garantizar la segregacion
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correcta de las crométidas hermanas (Cunningham et al.,, 2019). Estos puntos de control
bloguean la progresion del ciclo celular si la integridad del genoma se encuentra comprometida,
lo que garantiza la euploidia. El mal funcionamiento de ellos conduce a la acumulacion de rupturas
de DNA de doble cadena (DSBs), errores en la segregacion cromosdmica y, finalmente,
inestabilidad gendmica (Bartek & Lukas, 2007).

1.1.1 Tipos de inestabilidad gendmica

Las alteraciones en el DNA que ocurren como resultado de la inestabilidad gendmica
pueden abarcar desde un nucleétido hasta cromosomas completos (Lee et al., 2016). En funcion
del tipo de alteraciones genémicas observadas, se han identificado tres clases principales de

inestabilidad gendmica (Figura 1) (Cunningham et al., 2019).

La mayoria de los tipos tumorales presentan una forma denominada inestabilidad
cromosomica (CIN), en la que existe una alta tasa de cambios en la estructura y el nimero de
cromosomas de las células tumorales a lo largo del tiempo con referencia a las células normales
(Negrini et al., 2010). Generalmente, los tumores de origen epitelial como cancer de pulmon,
cancer de mama, cancer de ovario y melanoma suelen mostrar un mayor grado de inestabilidad
cromosomica respecto a las neoplasias hematologicas, por ejemplo, leucemia linfoblastica aguda
y leucemia mieloide aguda (Pikor et al., 2013). Se han identificado numerosos genes que
contribuyen a la CIN, incluidos aquellos involucrados en la condensacion y segregacion
cromosoémica (Solomon et al., 2011), la cohesion de las cromatidas hermanas (Jallepalli et al.,
2001), la funcion de los telémeros (O'Sullivan & Karlseder, 2010), el dano al DNA (Levitt & Hickson,
2002) y el punto de control del ensamblaje del huso (Manic et al., 2017).

Las alteraciones cromosomicas se clasifican en dos categorias principales: numéricas y
estructurales (Kou et al., 2020). Las alteraciones cromosémicas numéricas, principalmente las
aneuploidias y la CIN, se caracterizan por la ganancia o pérdida de cromosomas (van Jaarsveld
& Kops, 2016). Se estima que aproximadamente el 90% de los tumores humanos presentan este
tipo de alteraciones (Knouse et al., 2017). Por otra parte, las alteraciones cromosémicas
estructurales engloban eventos de diversa complejidad, desde deleciones o amplificaciones a
nivel del brazo cromosémico, hasta alteraciones de mdultiples cromosomas (Kou et al., 2020).
Entre estas, las amplificaciones y las deleciones cromosémicas son los eventos mas comunes,

encontrandose presentes en el 88% de los tumores humanos (Li et al., 2020).
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Figura 1. Tipos de inestabilidad gendmica y mecanismos asociados. La inestabilidad genémica se agrupa en
tres tipos distintos. 1) La inestabilidad a nivel de nucleétidos (NIN) generalmente se desarrolla por errores durante el
proceso de replicacion y en algunos mecanismos de reparacion de dafio al DNA, como el sistema de reparacion por
escision de bases (BER, Base Excision Repair) y el sistema de reparacion por escision de nucledtidos (NER, Nucleotide
Excision Repair), lo que conduce a cambios dentro de la secuencia en uno o pocos nucledtidos (sustituciones,
deleciones € inserciones). 2) La inestabilidad microsatelital (MSI) surge por alteraciones en los genes que codifican
proteinas del sistema de reparacion de nucledtidos mal apareados (MMR, Mismatch Repair). Esto ocasiona cambios
en la longitud de secuencias de DNA repetitivas denominadas microsatélites, las cuales pueden contraerse o
expandirse aleatoriamente y generar un fenotipo hipermutador. 3) La inestabilidad cromosémica (CIN) se distingue por
el aumento en la tasa de ganancia o pérdida de segmentos cromosdémicos 0 cromosomas completos y es la forma
principal de inestabilidad presente en tumores soélidos. Los defectos en proteinas que participan en la reparacion de
rupturas de DNA de doble cadena (DSBs, Double-Strand Breaks), la funcidon del cinetocoro y la segregacion
cromosomica contribuyen a la CIN. Durante el estrés replicativo prolongado, las horquillas de replicacion estancadas
pueden resultar en DSBs irreversibles que conducen a la inestabilidad del genoma. También, la ruptura de cromosomas
puede generar ciclos de "ruptura-fusion-puente”, en los que los extremos rotos de diferentes cromosomas se fusionan
produciendo un cromosoma dicéntrico, el cual posteriormente puede romperse durante la mitosis. La reparacion de
este daflo puede conducir a ciclos adicionales de ruptura-fusion, generando duplicaciones, deleciones o la muerte
celular. Otro mecanismo asociado con esta clase de inestabilidad es la formacién de R-loops, descritos como hibridos
de DNA-RNA que se forman cuando el DNA de cadena sencilla se encuentra expuesto durante los procesos de
replicacion y reparacion. Trabajos recientes han descrito un fendmeno llamado cromotripsis, en el que uno o varios
cromosomas se fragmentan en multiples pedazos y estos son reparados en un orden y orientacion antinatural. Creada
con BioRender.com
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Si bien la CIN es la principal clase de inestabilidad gendémica observada en los tumores
humanos, también se han descrito otras formas (Negrini et al., 2010). Una de ellas, la inestabilidad
microsatelital (MSI; también conocida como MIN), se caracteriza por la expansién o contraccion
del nimero de repeticiones de oligonucledtidos presentes en las secuencias de los microsatélites.
Esta clase de inestabilidad es caracteristica en varios tipos tumorales como cancer gastrico,
cancer de endometrio, cancer de ovario, cancer de pulmoén y cancer colorrectal (Pikor et al.,
2013). Asi mismo, otra forma reconocida es la inestabilidad a nivel de nucledétidos (NIN), la cual
se manifiesta como una tasa elevada de alteraciones de uno o pocos nucledtidos y surge debido

a defectos en vias de repacion del DNA (Cunningham et al., 2019).

Todos los niveles de inestabilidad gendmica contribuyen de forma significativa a la
patogénesis del cancer, a los paisajes gendmicos y epigendémicos aberrantes de las células
tumorales y pueden ocurrir simultaneamente dentro de la misma célula para afectar la funcion de
un gen, un complejo proteico o toda una via de sefalizacion (Hanahan & Weinberg, 2011; Pikor
et al., 2013). Sin embargo, la CIN tiene un mayor impacto en la estabilidad del genoma ya que
induce la alteracion del nimero de copias de grandes grupos de genes que promueven la
carcinogénesis (Michor et al., 2005). Las alteraciones cromosémicas estructurales o numéricas
pueden generar poblaciones de células genotipicamente distintas, lo que incrementa el fendmeno
de heterogeneidad intratumoral (Gagos & Irminger-Finger, 2005). Ademas, la CIN se ha observado
en muchos de los tipos tumorales con mayor mortalidad, entre los que se encuentran el cancer
colorrectal, el cancer de mama vy el cancer de pulmén, de modo que se asocia con un mal

prondstico y resistencia terapedutica (Raynes & Weinreich, 2018).

1.2 Alteraciones en el numero de copias de DNA

Las alteraciones en el numero de copias (CNA, Copy Number Alteration) de DNA son
cambios somaticos que afectan la estructura cromosdmica, conduciendo a la ganancia o pérdida
de copias de segmentos de DNA (Krijgsman et al., 2014). Estas secuencias de DNA afectadas
por las CNAs exhiben un nimero de copias diferente entre el DNA de linea germinal de un
individuo y el DNA de una subpoblacion clonal de células tumorales (Beroukhim et al., 2010).
Dichos cambios impactan en la activacion de oncogenes y en la inactivacion de genes supresores
de tumores, contribuyendo asi a la carcinogénesis y la progresion del cancer (Zack et al., 2013).
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Cabe aclarar que el término CNA no es sindnimo del de variacion en el nimero de copias
(CNV, Copy Number Variation). Las CNVs son aquellas secuencias de DNA que se encuentran
en un numero de copias diferente entre el DNA de linea germinal de dos individuos diferentes, es
decir, son variantes heredadas desde un progenitor (Fitzgerald & Birney, 2022).

En la mayoria de los casos, las células humanas contienen 2 copias de cada uno de sus

genes. En funcion de esto, se distinguen dos tipos principales de CNAs (Krijgsman et al., 2014):

e Ganancia o amplificacion. Es la presencia de multiples copias de un segmento
cromosomico, de forma que el nUmero de copias totales de DNA correspondiente a esa
region del genoma es mayor que 2. La "ganancia" implica un aumento de una o varias
copias de un segmento de DNA, generalmente abarcando una region gendmica amplia.
Por el contrario, la "amplificacion” se refiere a eventos mas pequenos que pueden alcanzar

un nUmero de copias mucho mas alto.

e Pérdida o deleciéon. Es la disminucion en el niumero de copias de un segmento
cromosomico, lo que reduce el nUmero total de copias de DNA en esa region a 1 o
incluso 0, dependiendo de si se ha perdido una o ambas copias. Similar a la descripcion
anterior, la "pérdida" suele afectar una regién gendmica extensa, mientras que la

"delecion" se refiere a eventos de menor tamano.

1.2.1 Clasificacion de las alteraciones en el nimero de copias de DNA

El incremento o la disminucion patoldgica de una parte del genoma puede abarcar desde
unos cientos o miles de pares de bases (pb) hasta cromosomas completos (Beroukhim et al.,
2010). De acuerdo con la extension de la region alterada, las CNAs se clasifican en dos subtipos
diferentes (Harbers et al., 2021). La ganancia o pérdida en el nimero de copias se asocia con
CNAs a gran escala, también conocidas como “a nivel de brazo”, en las que se incluyen las
alteraciones que abarcan todo el brazo cromosdmico o0 aberraciones en cromosomas completos
(aneuploidias). Por el contrario, dentro de las CNAs focales se agrupan las amplificaciones y las
deleciones, las cuales poseen una extension mas limitada (Figura 2) (Krijgsman et al., 2014).
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gendmica. Las alteraciones en el nimero de copias (CNAS) son alteraciones somaticas comunes en muchos tipos
tumorales y el tamafio de las regiones gendmicas afectadas por ellas varia ampliamente. De acuerdo con su extesion,
se pueden distinguir dos subtipos principales de CNAs: las alteraciones de mayor extension se denominan CNAs a
nivel de brazo, en las que se incluyen la ganancia o la pérdida de cromosomas completos (A) y de brazos de
cromosomas completos (B). Por otra parte, las CNAs focales son alteraciones que abarcan Unicamente un segmento
cromosoémico; dentro de estas alteraciones se ubican las amplificaciones (C) y las deleciones (D), las cuéles van desde
una region de un brazo cromosémico hasta unas pocas kb. Creada con BioRender.com

Si bien al momento no existe un consenso estricto para definir la extension de las CNAs
focales, en la literatura pueden encontrarse algunas definiciones dadas por diferentes autores.
Una de ellas indica que las CNAs focales son alteraciones somaticas que generalmente afectan
regiones de un tamafio no mayor a 3 Mb, dentro de las cuales se encuentran albergados un
pequeno nimero de genes (Bierkens et al., 2013). En otro trabajo, las CNAs focales se definen
como aberraciones con una longitud menor al 98% del brazo de un cromosoma (Beroukhim et
al.,, 2010; Mermel et al., 2011). Un abordaje alternativo, desde el punto de vista biocinformatico,
sefala que las CNAs focales se reconocen como picos estadisticamente identificados por un
algoritmo particular, por ejemplo GISTIC 6 CGHcall. Estos picos representan regiones en el
genoma que estan significativamente amplificadas o deletadas en un conjunto de muestras
biologicas (Mermel et al., 2011).
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1.2.2 Panorama genomico de las alteraciones en el niumero de copias de DNA en
tumores humanos

Durante las Ultimas dos décadas, los avances en tecnologias de alto rendimiento han
abierto la puerta a una exploracion mas profunda de las bases gendémicas y epigendmicas del
cancer (Vogelstein et al., 2013). Los estudios gendmicos realizados en diferentes tipos tumorales
han favorecido la comprension de los genomas del cancer y su complejidad (Garraway & Lander,
2013).

El Atlas del Genoma del Cancer (TCGA, The Cancer Genome Atlas) es un proyecto
iniciado en 2006, creado con el objetivo de colectar y perfilar mas de 10,000 muestras de tumores
en al menos 20 tipos tumorales (Ciriello et al., 2013). Hasta la fecha, el consorcio ha llevado a
cabo la caracterizacion molecular de mas de 20,000 tumores primarios y sus respectivas
muestras normales pareadas en 33 tipos de cancer (mas informacion disponible en
https://www.cancer.gov/tcga). Ademas, el Consorcio Internacional del Genoma del Cancer
(ICGC, International Cancer Genome Consortium), del cual TCGA es miembro, ha contribuido
sustancialmente al agregar miles de muestras adicionales y abordar otros tipos tumorales
(Hudson et al., 2010).

El amplio conjunto de muestras analizadas por estos consorcios ha generado una gran
cantidad de datos que esta enriqueciendo constantemente nuestro conocimiento sobre las
alteraciones moleculares presentes en los tumores humanos (Ciriello et al., 2013). Las CNAs han
sido perfiladas en miles de estas muestras mediante tecnologias como los microarreglos de alta
resolucion y la secuenciacion de nueva generacion (NGS, Next Generation Sequencing). Esto ha
permitido un estudio detallado de estas alteraciones, ampliando nuestro conocimiento sobre su
prevalencia, tipologia y distribucion en diferentes tipos de tumores, asi como la identificacion de
los genes asociados al cancer que se ven mas afectados por ellas (Harbers et al., 2021). De
acuerdo con el trabajo de Ciriello et al. (2013), en algunos tipos tumorales, las CNAs desempefnan

un papel mas relevante que otra clase de alteraciones (Figura 3).

La carga de CNAs (del término en inglés CNA burden) de un tumor se define como el
porcentaje del genoma tumoral que es afectado por CNAs (Zhang et al., 2018). Los tipos
tumorales con mayor carga de CNAs son cancer de ovario, sarcomas, carcinosarcoma uterino,
cancer de esodfago, cancer de vejiga y cancer de mama (Harbers et al., 2021; Steele et al., 2022).
El nimero de CNAs observadas, asi como el porcentaje del genoma alterado por CNAs pueden
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presentar gran variabilidad de un tumor a otro dentro del mismo tipo tumoral. Por ejemplo, en
cancer de ovario, sarcomas y cancer de mama existe alta heterogeneidad en el niUmero eventos
de CNAs presentes entre muestras del mismo tipo tumoral. En la mayoria de los tipos tumorales,
se ha observado que las amplificaciones son significativamente mas abundantes y afectan a una

mayor fraccion del genoma, en comparacion con las deleciones (Harbers et al., 2021).
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Figura 3. Los tumores se subdividen en dos clases principales con base en las alteraciones genémicas que
predominan en ellos. Existen dos clases principales de tumores caracterizados por patrones distintos de alteraciones
gendmicas y epigenéticas: la clase M, que presenta una mayor prevalencia de mutaciones soméaticas y la clase C,
caracterizado por tener predominantemente alteraciones en el nimero de copias de DNA. En la clase M de tumores
se incluye el cancer de rifién, cancer colorrectal, glioblastoma multiforme, leucemia mieloide aguda y carcinoma uterino.
Por su parte, la clase C de tumores esta caracterizada principalmente por la presencia de multiples ganancias y
pérdidas de regiones cromosomicas. En esta clase se incluye el cancer de ovario, cancer de mama, carcinomas de
células escamosas de pulmon y cabeza/cuello y cancer de vejiga. KIRC: Kidney renal cell carcinoma, COADREAD:
Colon and rectum adenocarcinoma, GBM: Glioblastoma multiforme, LAML: Acute myeloid leukemia, UCEC: Uterine
corpus endometrial carcinoma, LUAD: Lung adenocarcinoma, BLCA: Bladder cancer, HNSC: Head and neck
squamous cell carcinoma, LUSC: Lung squamous cell carcinoma, BRCA: Breast cancer, OV: Ovarian cancer.
Modificada de Ciriello et al. (2013).
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1.2.2.1 Cromosomas afectados con mayor frecuencia por alteraciones en el nimero de
copias de DNA

Se ha observado que existe una tendencia de las CNAs a ocurrir dentro de cromosomas
especificos. En muchos tipos tumorales, ciertos cromosomas, como el 7 y el 20, se ganan con
frecuencia; por el contrario, otros cromosomas, como el 13 y el 22, se suelen perder
frecuentemente. Otro subconjunto de cromosomas, en el que se incluyen los cromosomas 1, 2
y 3, raramente se observan alterados por aneuploidias (Knouse et al., 2017). En el caso de las
CNAs de tipo focal, en muchos tipos tumorales se ha reportado que una proporcion relativamente
grande de eventos ocurren dentro del cromosoma 8, mientras que otros cromosomas, comao €l

15, no se suelen observar afectados (Harbers et al., 2021).

También, se ha reportado que algunos tipos tumorales se caracterizan por patrones de
CNAs en ciertos cromosomas. Por ejemplo, la mayoria de las CNAs focales detectadas en cancer
colorrectal se ubican en los cromosomas 13 y 20, en tanto que en tipos tumorales como cancer
de mama y colangiocarcinomas estas alteraciones afectan predominantemente al cromosoma 17
(Harbers et al., 2021). En particular, el cromosoma 8 alberga al gen MYC, el cual es uno de los
genes mas frecuentemente amplificados en los tumores humanos (Schaub et al., 2018). Por otra
parte, en el cromosoma 17 se localiza el gen ERBB2, que se encuentra amplificado en
aproximadamente el 20% de los casos de cancer de mama invasivo (Arteaga et al., 2011). El
comportamiento observado sobre que ciertos cromosomas o regiones cromosoémicas tienden a
ser mas susceptibles a las CNAs en los tumores humanos podria ser dependiente de la extension
del dano al DNA y el tipo o la eficiencia de las vias de reparacion del dafio al DNA presentes a lo
largo de cada uno de los cromosomas individuales (Harbers et al., 2021).

1.3 Métodos de deteccion de alteraciones en el nimero de copias de DNA

La frecuencia de las CNAs en casi todos los tipos tumorales indica que son eventos
gendmicos importantes involucrados en el inicio, desarrollo y progresion del cancer (Jang et al.,
2016). La amplificacion de una region gendmica que codifica un oncogén o la delecion de una
region que codifica un gen supresor tumoral puede contribuir a la transformacion de una célula
normal en una célula tumoral (Michels et al., 2007). De este modo, mediante el estudio de las
CNAs es posible identificar aquellas regiones del genoma cuya alteracion juega un papel
fundamental en el cancer. La evolucion de los métodos de deteccion de CNAs ha influido

significativamente en el progreso de la investigacion de estas alteraciones (Pos et al., 2021). Estos
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métodos se dividen principalmente en dos enfoques: los métodos citogenéticos y los métodos
basados en biologia molecular, los cuales se presentan de manera concisa en la Figura 4. El fin
ultimo de la deteccion de CNAs es identificar a las regiones gendmicas asociadas a la progresion
tumoral, a la supervivencia de los pacientes y/o a las posibilidades de éxito de determinados
tratamientos (Kallioniemi, 2008).

METODOS DE DETECCION

CITOGENETICOS BASADOS EN
BIOLOGIA MOLECULAR

| | \
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Figura 4. Clasificacion de métodos para la deteccion de alteraciones en el niimero de copias de DNA. Los
métodos empleados para la identificacion de alteraciones en el nimero de copias de DNA (CNAs) se categorizan en
dos principales enfoques: los métodos citogenéticos y los métodos basados en biologia molecular. Los métodos
citogenéticos comprenden el bandeo cromosoémico, la Hibridacion in situ Fluorescente (FISH) y la Hibridacion Gendmica
Comparativa (CGH), que se basan en la observaciéon directa de las estructuras cromosémicas. Por otro lado, los
métodos basados en biologia molecular abarcan técnicas como la PCR cuantitativa, la PCR digital, la Amplificacion
Mliltiple de Sondas dependiente de Ligacion (MLPA), los microarreglos de CGH, los microarreglos de genatipificacion,
asi como las tecnologias de secuenciacion, que se centran en la investigacion de las alteraciones en regiones
gendmicas especificas o en el andlisis del genoma completo. Esta clasificacion proporciona una vision completa de las
diversas aproximaciones utilizadas en la deteccion de CNAs. Creada con BioRender.com

14 de 129



1.3.1 Métodos citogenéticos

Los métodos citogenéticos, cuyo estudio se basa en la inspeccion visual de la estructura
y la organizacion de los cromosomas, fueron los primeros empleados en la deteccion de cambios
en el nimero de copias de DNA (Balajee & Hande, 2018). Los métodos citogenéticos
convencionales incluyen el uso de células cultivadas a partir del tejido a estudiar y el arresto del
ciclo celular en metafase empleando colchicina (Vermeesch et al., 2007). El desarrollo y mejoria
de estas técnicas permitid la reduccion gradual de los limites de deteccion, con una capacidad
inicial para detectar alteraciones numéricas de cromosomas completos hasta alcanzar una

resolucion de unas pocas megabases (Mb) de tamano (Pos et al., 2021).

El estudio detallado de los cromosomas humanos se realizd por primera vez en 1952,
cuando se descubrié que el tratamiento hipoténico de las células podia dispersar los cromosomas
en metafase para favorecer la visualizacion individual de las caracteristicas de cada cromosoma
(Hsu, 1952). Durante la decada de 1970, los avances en la citogenética humana permitieron la
introduccién de diferentes técnicas de bandeo cromosdémico, caracterizadas por revelar
patrones de bandeo especificos para cada crosomoma (Martin & Warburton, 2015). Los métodos
de bandeo mas ampliamente utilizados son el bandeo Q con quinacrina basado en fluorescencia
y el bandeo G obtenido mediante una digestion enzimatica con tripsina y la posterior tinciéon con
el colorante Giemsa (Schreck & Disteche, 2001).

La combinacion de los métodos citogenéticos convencionales con técnicas moleculares
como la hibridacion condujeron al desarrollo de la citogenética molecular. Los principales
métodos son la Hibridacidn in situ Fluorescente (FISH, Fluorescence In Situ Hybridization) y la
Hibridacion Genomica Comparativa (CGH, Comparative Genomic Hybridization), los cuales
requieren de microscopia de fluorescencia (Pos et al.,, 2021). La técnica de FISH emplea
fragmentos de DNA incorporados con nuclectidos acoplados a fluoréforos para detectar la
presencia 0 ausencia de secuencias complementarias en células o tejidos fijados al observarse
con un microscopio de fluorescencia (Martin & Warburton, 2015). La resolucion de la técnica se
encuentra en el rango de 100 a 200 kpb, la cual esta determinada por la longitud de las sondas
empleadas y que es hasta 50 veces mejor que la resolucion de 5 a 10 Mb de un cariotipo obtenido
por bandeo cromosdmico (Cui et al.,, 2016). Por su parte, la técnica de CGH permite la
comparacion de las senales fluorescentes generadas a partir del DNA de una muestra de prueba
y una muestra de referencia, a lo largo de los cromosomas con los que se hibridaron provenientes
de células normales. Mediante esta técnica es posible identificar el aumento o la disminucion en

el nUmero de copias de secuencias de 3 a10 Mb de tamarno (Pos et al., 2021).
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1.3.2 Métodos basados en biologia molecular

Los métodos moleculares para el estudio de CNAs ofrecen una resolucion
significativamente superior en comparacion con los métodos citogenéticos. Estos métodos se
pueden clasificar en dos categorias principales: en primer lugar, las técnicas dirigidas, que se
centran en la investigacion de las alteraciones en regiones gendémicas especificas; en segundo
lugar, las técnicas gendémicas, que posibilitan el andlisis de las alteraciones a nivel de genoma

completo, proporcionando una vision global de los cambios gendmicos (Pos et al., 2021).

1.3.2.1 Técnicas dirigidas

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa Cuantitativa (QPCR, quantitative
Polymerase Chain Reaction), también conocida como Reaccion en Cadena de la Polimerasa en
tiempo real (real-time PCR), es la técnica molecular basada en PCR mas simple para el estudio
de CNAs. Esta técnica se basa en la amplificacion de un locus de prueba con nimero de copias
desconocido y un locus de referencia con nimero de copias conocido, segun la ploidia esperada.
La fluorescencia se obtiene empleando intercalantes de DNA de doble cadena o sondas con
secuencia complementaria especifica cuya fluorescencia es activada mediante la amplificacion
del DNA templado. En cualquiera de los dos casos, la fluorescencia se duplica con cada ciclo de
PCR, y la cantidad de DNA templado inicial se puede determinar a partir del nUmero de ciclos
necesarios para alcanzar un nivel umbral de fluorescencia (Ma & Chung, 2014). Los métodos
basados en PCR pueden aplicarse a ensayos multiplex para la deteccion simultanea de un
numero limitado de CNAs en un rango de longitud relativamente amplio, desde decenas de pb
hasta Mb, a un bajo costo y tiempo de analisis corto (Pds et al., 2021).

Una alternativa a la gPCR tradicional para la deteccion de CNAs es la PCR digital (dPCR,
digital Polymerase Chain Reaction). Esta técnica tiene como principal diferencia la presencia de
miles de microreactores, algunos de los cuales contienen la molécula de DNA blanco mientras
que otros carecen de ella (Quan et al., 2018). Posterior a la amplificacion, se mide la fluorescencia
en cada microreactor, considerandose como reacciones positivas aquellas en las que se alcanza
un nivel umbral de fluorescencia. A diferencia de la gPCR en donde se obtiene un resultado con
un valor continuo, en esta técnica el resultado es binario (si/no). El conteo de las reacciones
positivas y negativas se relaciona con las concentracion de la secuencia de DNA gendmico
obtjetivo dado que el nimero total de microambientes de reaccion con fluorescencia positiva

representa el nimero total de moléculas blanco presentes en la muestra. Estadisticamente, cada
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microambiente de reaccion puede contener mas de una molécula de DNA blanco, por lo que el
conteo debe corregirse mediante una distribucion de Poisson (Mao et al., 2019). El nUmero de
copias se calcula comparando el nimero de moléculas que surgen del segmento de interés con
el nimero de moléculas que surgen de una regidon gendémica de referencia (Bell et al., 2018).

Otra técnica basada en PCR es la Amplificacion Multiple de Sondas dependiente de
Ligacion (MLPA, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification), considerada un estandar de
oro en el diagnoéstico de diversas enfermedades humanas relacionadas con alteraciones en el
numero de copias de DNA (HOomig-Hdlzel & Savola, 2012). En esta técnica se emplea un conjunto
de hasta 50 sondas dirigidas a regiones especificas del DNA. Cada una de las sondas se
compone de dos secuencias de nucledtidos en 5’ y 3, fisicamente separadas. La hibridacion de
ambos fragmentos con las regiones gendmicas de interés posiciona los extremos internos de
cada segmento de la sonda de forma adyacente de modo que permite su unidon mediante una
reaccion de ligacion. Ademas, las sondas contienen sitios de union para primers para su posterior
amplificacion por PCR y en la regidon 3’ poseen una secuencia adaptadora de longitud variable
para obtener amplicones de PCR de diferente tamano. Los productos de amplificacion se analizan
mediante electroforesis capilar, la cual detecta la intensidad de fluorescencia. La cuantificacion
relativa de la sefal obtenida de fragmentos de tamano Unico proporciona informacion sobre el
numero de copias de la regiones de DNA de interés (Schouten et al., 2019; Stuppia et al., 2012).
La técnica de MLPA representa un mejor abordaje cuando se desea analizar un conjunto limitado
de regiones del genoma. Por el contrario, los enfoques basados en PCR emergen como una
eleccion mas acertada al analizar regiones gendmicas individuales (van Eijk et al., 2010).

1.3.2.2 Técnicas gendmicas

En un esfuerzo por superar las limitaciones de resolucion asociadas a la técnica de CGH
tradicional, surgié el método de CGH basado en microarreglos (aCGH, Microarray-based
Comparative Genomic Hybridization), caracterizado por su capacidad mejorada para el analisis
de alta precision de regiones especificas del genoma. Este enfoque marcd una transicion desde
la observacion de cromosomas completos hacia el andlisis simultaneo de miles de sondas de
DNA especificas que representan diversas regiones en el genoma, las cuales se encuentran
inmovilizadas y ordenadas en la superficie de vidrio de un chip (Redon & Carter, 2009). Estas
sondas varian en tamano, desde oligonucledtidos disefados para representar regiones con
longitudes de 25 a 85 pb, hasta cromosomas artificiales bacterianos, que pueden comprender

de 80,000 a 200,000 pb. Dada la diferencia de tamario entre las sondas y los cromosomas en
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metafase, esta técnica ofrece una resolucion considerablemente mayor que la técnica de CGH
tradicional (Oostlander et al., 2004). La resolucion esta en funcion del tamano de las sondas y la

distancia genémica entre ellas, la cual es generalmente alrededor de 120 kpb (Ahn et al., 2015).

Para realizar el andlisis, se preparan bibliotecas de DNA a partir de una muestra de interés
y una muestra de referencia, ambas marcadas con diferentes fluoréforos, las cuales se hibridan
al microarreglo. El microarreglo se lava y se lleva a cabo la deteccion de la fluorescencia en cada
region gendmica, la cual esta en proporcion con la cantidad de DNA que se ha unido (Kim &
Pollack, 2009). Cuando el nimero de copias de un segmento de DNA en la muestra de interés
se encuentra dentro de los limites normales, se observa una cantidad igual de DNA unido a la
sonda correspondiente en el microarreglo proveniente de la muestra de interés y de la muestra
de referencia. Esto genera una sefal uniforme en el microarreglo. Sin embargo, en casos de
ganancia o pérdida del nimero de copias en la muestra, la proporcion de DNA marcado de la
muestra y de la referencia se vera alterada, lo que se manifestara como un cambio en la sefnal
detectada (Ahn et al., 2015; Holcomb & Trask, 2011).

Por otra parte, los microarreglos de genotipificacion centran su atencién en la
identificacion de Polimorfismos de un Solo Nucleétido (SNP, Single Nucleotide Polimorfism). Si
bien su enfoque principal recae en la caracterizacion de estas variantes, la informacion acerca del
estado de numero de copias de DNA se obtiene de manera secundaria durante el proceso de
analisis. El enfoque dual de genotipificacion y deteccion de CNAs permite que esta tecnologia sea
ampliamente empleada en la investigacion gendmica (LaFramboise, 2009).

El funcionamiento de la tecnologia se basa en la hibridacion del DNA con sondas para
marcadores de SNPs disefadas para reconocer regiones gendmicas especificas. Los SNPs a los
cuales se dirigen estas sondas generalmente son bialélicos, 10 que significa que para cada SNP
se incluyen dos tipos de sondas disefadas para reconocer entre dos alelos conocidos (Lin et al.,
2013). Para llevar a cabo la hibridacion del DNA al microarreglo, se procesa el material genético
con enzimas de restriccion, se realiza la union de adaptadores y una reaccion de PCR para
obtener un conjunto de productos de PCR con un rango de tamano especifico. Los productos
de PCR se fragmentan, se marcan con un fluoréforo y se hibridan al microarreglo (Nowak et al.,
2009). El genotipo del SNP se determina mediante la deteccion de la sefnal de fluorescencia para
cada una de las sondas disefiadas para reconocer los dos alelos conocidos de un SNP particular
(Lin et al., 2013). Dado que las CNAs pueden generar un aumento o disminucion en la intensidad

de fluorescencia, durante el andlisis se obtiene adicionalmente la informacidén sobre el estado del
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numero de copias de DNA (LaFramboise, 2009). Las regiones gendémicas alteradas en el nUmero
de copias que abarcan multiples SNPs, muestran patrones distintivos en sus relaciones de
intensidad de fluorescencia, en comparacion con las regiones gendémicas diploides (Lin et al.,
2013). Algunos loci genémicos resultan notoriamente desafiantes de analizar para la deteccion
de SNPs, de modo que dichas regiones son excluidas de las sondas que componen el
microarreglo, lo que impide la deteccion de CNAs en esas regiones (Szuhai & Vermeer, 2015).

Parte de este trabajo consiste en analizar biopsias de tejido tumoral fijadas con
formaldehido y embebidas en parafina (FFPE, Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) de pacientes
con cancer de mama mediante microarreglos de genatipificacion para la deteccion de CNAs.
Dado que los tejidos FFPE suelen presentar desafios técnicos para el analisis molecular debido a
la degradacion y fragmentacion del DNA causadas por los métodos de fijacion y almacenamiento
(Guyard et al.,, 2017), es fundamental el empleo de tecnologias que puedan abordar estas
limitaciones. Un ejemplo de microarreglo que puede manejar este tipo de muestras es el
microarreglo de genotipificacion OncoScan™ CNV Plus Assay. Este utiliza sondas de inversion
molecular (MIP, Molecular Inversion Probe), cada una con dos regiones de homologia para su
hibridacion con la region gendmica de intéres. Con segmentos de homologia de 20 pb, estas
sondas pueden unirse a fragmentos de DNA tan cortos como 40 pb. Esta capacidad hace que
los microarreglos basados en MIP sean menos dependientes de la calidad del DNA de partida en
comparacién con otras tecnologias gendémicas que requieren fragmentos DNA mas largos e

integros (Jung et al., 2017).

Desde finales de los anos 1990, las tecnologias basadas en microarreglos se han
empleado extensamente como una opcion factible y de resolucion relativamente alta para la
deteccion de CNAs en una amplia variedad de regiones gendmicas (Carter, 2007). Las
plataformas mas recientes, que incluyen mas de un millén de sondas, han ampliado
significativamente su capacidad de deteccion, permitiendo un limite de deteccion de hasta 5 a 25
kpb (Magi et al., 2019). Esto ha favorecido su utilidad en la investigacion genémica y en la
identificacion de CNAs en tumores humanos, contribuyendo al descubrimiento de oncogenes y
genes supresores de tumores relevantes para comprender la biologia del cancer (Szuhai &
Vermeer, 2015). En el ambito clinico, los microarreglos han sido la prueba mas ampliamente
utilizada para la deteccion de CNAs. No obstante, estos aun presentan limitaciones asociadas
con el proceso de hibridacion, 1o que conlleva una baja sensibilidad y precision, ademas de
desafios de resolucion asociados a la cobertura y densidad de las sondas utilizadas en ellos
(Nabavi & Zare, 2022).
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En la actualidad, las tecnologias de Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS),
también conocidas como tecnologias de secuenciacidon de segunda generacion, representan
herramientas valiosas para el diagnéstico clinico, puesto que ofrecen un enfoque sensible y
preciso para la deteccion de los principales tipos de alteraciones gendémicas, que incluyen las
CNAs (Wang et al., 2014). El andlisis de CNAs basado en estas tecnologias se basa en tres
estrategias principales: la secuenciacion a nivel de genoma completo (WGS, Whole Genome
Sequencing), la secuenciacion de exoma completo (WES, Whole Exome Sequencing) y la
secuenciacion dirigida (Pos et al., 2021). Particularmente, la estrategia de secuenciacion de WGS,
en combinacion con algoritmos computacionales, ha mejorado sustancialmente la deteccion de
CNAs, permitiendo la identificacion precisa de los limites de las regiones gendmicas a nivel de

pares de bases (Magi et al., 2019).

El enfoque de secuenciacion a nivel de genoma completo de alta profundidad
(High-depth Whole Genome Sequencing) es considerado el “estandar de oro" para la deteccion
de todos los tipos de alteraciones presentes en el DNA que afectan la arquitectura gendémica,
incluidas las CNAs (Sims et al., 2014). Este enfoque permite aumentar la sensibilidad, detectar los
limites de las CNAs con alta precision y estimar el nimero de copias absoluto gracias a una mayor
profundidad de lectura (Medvedev et al., 2010).

Aunqgue los costos de secuenciacion han disminuido en los Ultimos anos, estos siguen
siendo significativos y varfan segun la estrategia de secuenciacion utilizada. En el ambito clinico,
el disefio experimental para la deteccion de CNAs busca generar resultados sdlidos al menor
costo de secuenciacion posible (Qin, 2019). En respuesta a esta necesidad, un enfoque de
secuenciacion que ha ido ganando rapida aceptacion en los Ultimos afios como alternativa para
el andlisis de CNAs en diversos centros clinicos es la secuenciaciéon a nivel de genoma
completo de baja profundidad (sWGS, shallow Whole Genome Sequencing, ¢ también
conocida como low pass Whole Genome Sequencing) (Mazzonetto et al., 2024; Wragg et al.,
2024; Zheng et al., 2022).

El enfoque de sWGS, se basa en un experimento de secuenciacion a nivel de genoma
completo con una profundidad de cobertura que varia entre 0.1x y 1x, lo que lo convierte en una
alternativa de bajo costo que sigue proporcionando resultados altamente precisos (Raman et al.,
2018). Esto contrasta con la secuenciacion a nivel de genoma completo de alta profundidad, la
cual generalmente se caracteriza por tener una profundidad de cobertura entre 30x y 50X, pero
con un costo mas elevado (Homburger et al., 2019; L. Raman et al., 2020).
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El enfoque de sWGS busca maximizar la informacion obtenida a partir de los datos de
secuenciacion, a expensas de reducir la profundidad de cobertura del analisis. Sin embargo, este
sacrificio se compensa al lograr una cobertura mas extensa y, potencialmente, obtener
informacion relevante de mas de una muestra simultaneamente (Chat et al., 2022; Lou et al.,
2021). Las aplicaciones mas destacadas de la estrategia sSWGS en la actualidad incluyen pruebas
prenatales no invasivas, diagndstico de cancer mediante el andlisis de biopsias liquidas, tejido
tumoral fresco o tejido tumoral FFPE, asi como diagndstico genético preimplantacional y estudio
de aberraciones cromosdmicas (Chin et al., 2018; Deleye et al., 2015; Dheedene et al., 2016;
Euskirchen et al., 2017; Lennart Raman et al., 2020).

1.3.2.2.1 Secuenciacion por sintesis de lllumina

Introducida en 2006, la secuenciacion por sintesis de lllumina ha destacado como la
tecnologia de NGS mas robusta y ampliamente utilizada, revolucionando la secuenciacion masiva
y en paralelo de multiples segmentos de DNA (Adewale, 2020). Este enfoque de secuenciacion
se basa en la generacion de lecturas cortas, generalmente con un tamano de alrededor de 150
pb (Oehler et al., 2023). La secuenciacion lllumina ha desempefnado un papel importante en la
reduccion significativa de los costos y tiempos de procesamiento para la secuenciacion de DNA,
lo que ha impulsado su implementacion en la investigacion gendmica. Su capacidad para generar
datos con alto rendimiento y de forma asequible la han convertido en una herramienta
fundamental para una amplia gama de aplicaciones, proporcionandole una ventaja significativa
sobre los microarreglos (Hurd & Nelson, 2009; Wang et al., 2014).

Empleando una variedad de enfoques experimentales y estrategias computacionales, la
secuenciacion lllumina ha contribuido en el area de la gendmica del cancer a la obtencion de
datos de alta resolucion para la identificacion de CNAs relevantes a partir de datos de
secuenciacion de lecturas cortas (Mardis, 2019; McDermott, 2015). Estos esfuerzos han
culminado en la implementacion exitosa de la secuenciacion de lecturas cortas en el entorno
clinico (Frampton et al., 2013; Zehir et al., 2017). No obstante, esta aplicacion no esta exenta de
desafios, siendo su limitacion mas notable aquella relacionada con los costos de la
implementacion clinica, lo cual ha restringido su utilizacion a centros clinicos grandes con recursos

sustanciales (Baslan et al., 2021).
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En los ultimos anos, los avances tecnoldgicos sentaron las bases para una nueva forma
de secuenciacion denominada secuenciacion con nanoporos. Esta tecnologia ofrece diversas
ventajas en relacion con las tecnologias tradicionales de secuenciacion de lecturas cortas,
incluyendo la deteccidn de molécula Unica, la portabilidad, los costos de instrumentacion bajos,
asi como la capacidad para obtener informacion a partir de fragmentos de DNA largos (Baslan et
al., 2021; Reuter et al., 2015).

Dado que la tecnologia de secuenciacion con nanoporos constituye un aspecto primordial

para esta tesis, se abordara con mayor detalle en la siguiente seccion.

1.4 Secuenciacion con nanoporos

En 2022, la secuenciacion de lecturas largas se destacdé como la metodologia mas
relevante en el campo de las ciencias gendmicas. Las dos tecnologias comerciales lideres en este
ambito son la secuenciacion de molécula Unica en tiempo real (SMRT, Single Molecule Real-Time)
de Pacific Biosciences (PacBio®) y la secuenciacion con nanoporos de Oxford Nanopore
Technologies (ONT®) ("Method of the Year 2022: long-read sequencing," 2023).

La secuenciacion con nanoporos, una tecnologia de tercera generacion, ha
experimentado un rapido avance desde su introduccion, permitiendo su implementacion en una
diversidad de aplicaciones (Zeng et al.,, 2020). El MinlON (ONT®) fue el primer sistema de
secuenciacion con nanoporos introducido en 2014. Este secuenciador portdtil se distingue por
generar lecturas en tiempo real a partir de moléculas individuales, lo que, en combinacion con
procedimientos agiles de preparacion de librerias, reduce significativamente el intervalo entre el
procesamiento de muestras y el analisis de datos (Deamer et al., 2016; Jain et al., 2016). Asi
mismo, mediante esta tecnologia ha sido posible secuenciar moléculas de DNA de cualquier
longitud, reportandose lecturas ultra largas de hasta 4 Mpb (Romagnoali et al., 2023). El MinlON
también se caracteriza por su tamano compacto y su costo inferior en comparacion con las
plataformas convencionales de secuenciacion de lecturas cortas, lo que lo hace adecuado para
aplicaciones fuera del entorno de laboratorio tradicional, incluyendo su uso en entornos clinicos
(Baslan et al., 2021). Posteriormente, en 2017, se comercializd el sistema de secuenciacion
GridION (ONT®), un instrumento que posibilita la realizacion de cinco experimentos de
secuenciacion con nanoporos de forma simulltanea e independiente al permitir la introduccion de
cinco celdas de flujo; este secuenciador integra una infraestructura informatica que facilita el

proceso de llamado de bases (Cozzuto et al., 2020; Tshiabuila et al., 2022).
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Una de las aplicaciones mas importantes de la secuenciacion con nanoporos fue la
implementacion de la tecnologia en la obtencion de la version mas completa del genoma humano,
que incluye 3.055 billones de pares de bases, a través del Consorcio Teldmero a Teldbmero (T2T,
Telomere-to-Telomere Consortium) (Nurk et al., 2022). Utilizando esta tecnologia, se superaron
limitaciones previas al posibilitar la secuenciacion del 8% del genoma faltante, anteriormente
inaccesible debido a la presencia de regiones altamente repetitivas que escapaban a las
capacidades de las tecnologias de secuenciacion convencionales (Eichler et al., 2004). Esta
tecnologia no solo ha contiribuido a completar integralmente el genoma humano, sino que
también ha sentado las bases para una comprension mas profunda de la variabilidad gendémica
en humanos, impulsando asi futuros avances en la investigacion gendmica y la comprension de
las bases moleculares de diversas enfermedades (Nurk et al., 2022). Ademéas, mediante esta
tecnologia fue posible obtener informacion de forma directa sobre el estado de metilacion del
DNA, vinculado comUnmente a enfermedades como el cancer, enriqueciendo aln mas nuestra

comprension del genoma humano (Gershman et al., 2022).

1.4.1 Fundamento de la secuenciacion con nanoporos

El término "nanoporo” hace referencia a poros bioldgicos de naturaleza proteica y escala
nanomeétrica, los cuales se encuentran insertados en una membrana polimérica dieléctrica dentro
de una celda de flujo y son empleados para llevar a cabo el proceso de secuenciacion (Zeng et
al., 2020). Cuando se aplica un potencial electrico, se genera una corriente de iones y un flujo del
material genetico a traves de los nanoporos. Los nuclectidos en el poro alteran el flujo de iones,
provocando la disrupcion de la corriente electrica que se utiliza para inferir la secuencia de las
moléculas de acidos nucleicos (Wang et al.,, 2021). Los detalles del funcionamiento de la

secuenciacion con nanoporos se ilustran en la Figura 5.

El proceso de llamado de bases o basecalling, un paso fundamental en la secuenciacion
con nanoporos, consiste en la conversion de sefnales eléctricas en secuencias de &cidos
nucleicos. La herramienta que realiza este proceso esta disefada para identificar las secuencias
a partir de mediciones crudas de corriente eléctrica, lo que implica una notable complejidad en
Su ejecucion. Esto se debe a que las senales eléctricas provienen de moléculas individuales, 1o
que origina datos con ruido y propensos a la estocasticidad (Wick et al., 2019). Adicionalmente,
durante la secuenciacion, el valor de la senal eléctrica estda determinado por el conjunto de
nucleétidos que residen en un momento especifico en el punto mas estrecho del nanoporo. Estos

nanoporos tienen la capacidad de albergar k nucledtidos simultaneamente, lo que se denomina
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k-mers. Por ejemplo, en las celdas de flujo R9.4.1 utilizadas en la quimica de secuenciacion R9,
k equivale a 5 nucledtidos, lo que genera una gran cantidad de combinaciones posibles en el
caso de un modelo estandar con cuatro nucleétidos distintos (4° = 1024 combinaciones) (Zeng
et al., 2020).

Secuenciador
MinION - DNA de

f doble cadena
Proteina
motora
Nanoporo
T m EE p— Membrana
H EEEEEEEN
Poros activos +  lon —
3
ATCGAGTTCGAGCACTTAGC
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CO'rrle_nte caracteristica i
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nucleétidos
c s
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Figura 5. Fundamento de la secuenciacion con nanoporos. El sistema de secuenciacién con nanoporos (gj.
MinlON) utiliza poros biologicos insertados en una membrana sintetica que se encuentra sumergida en un fluido
conductor. Para llevar a cabo la secuenciacion, las moléculas de DNA se preparan siguiendo uno de los protocolos de
preparacion de librerias, lo cual implica la unién de un adaptador precargado con una proteina motora a una de las
hebras del DNA. La proteina motora realiza la apertura de las hebras del DNA de doble cadena. Al aplicar una diferencia
de potencial eléctrico, se genera la conduccion de iones a traves del nanoporo y debido a la carga negativa de la
moleécula de DNA, la proteina motora permite que una sola hebra atraviese el nanoporo hacia el lado positivo de la
membrana. Mientras pasa por la seccion mas estrecha del nanoporo, cada nucledtido genera una disrupcion
caracteristica en la corriente eléctrica. Estas sefiales eléctricas se traducen en nucledtidos en un proceso denominado
llamado de bases, lo cual permite conocer la secuencia de las moléculas de DNA. Creada con BioRender.com
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Anteriormente, la secuenciacion con nanoporos presentaba como principal desafio la baja
precision de lectura en comparacion con las tecnologias de secuenciacion de lecturas cortas, lo
que se reflejaba en sus tasas de error de hasta 15% (Laver et al., 2015; Sahlin & Medvedev, 2021).
Esta baja precision complicaba el andlisis de muestras complejas para la deteccion de
alteraciones de uno o pocos nucledtidos, tales como mutaciones puntuales, inserciones vy
deleciones. A pesar de esto, en ciertas aplicaciones como la deteccion de alteraciones
cromosomicas numeéricas y estructurales, los beneficios de las lecturas largas superaban dicha
limitacion (Cretu Stancu et al., 2017). Como resultado, en sus etapas iniciales, la tecnologia de
secuenciacion con nanoporos no pudo igualar el desempeno y el rendimiento alcanzado por las

tecnologias de secuenciacion tradicionales (Chen & Xu, 2023).

En desarrollos recientes, la tecnologia ha experimentado mejoras significativas logrando
una precision de lectura superior al 99% (Cuber et al., 2023). Estas mejoras incluyen la
introduccion de la nueva quimica de secuenciacion R10, disefada especificamente para mejorar
la precision de lectura en comparacion con su predecesora, la quimica de secuenciacion R9
(Sanderson et al., 2023; Wagner et al., 2023). Ademas, se ha implementado el llamado de bases
duplex, que aprovecha la informacion de ambas cadenas de las moléculas de DNA para aumentar
la precision de lectura en una segunda ronda de llamado de bases. Este Ultimo avance permite
alcanzar una precision mayor a 99.9%, equivalente a un valor de calidad Q30, la cual es
equiparable a la precision de lectura obtenida mediante la tecnologia de secuenciacion lllumina
(Bogaerts et al., 2024).

1.4.2 Aplicacion de la tecnologia en la deteccidon de de alteraciones en el nimero de
copias de DNA

Aungue la capacidad de secuenciar moléculas de DNA largas ha recibido la mayor
atencion dentro de la investigacion biomédica, es importante destacar las ventajas mas relevantes
de la tecnologia de secuenciacion para la aplicacion de deteccion de CNAs (Baslan et al., 2021;

Bogaerts et al., 2024; Martignano et al., 2021), que es el punto medular de este trabajo.

e Secuenciacion en tiempo real: La tecnologia permite realizar el llamado de bases en
tiempo real mientras se lleva a cabo la secuenciacion, lo que posibilita analizar los datos a
medida que se generan. Esta capacidad acelera significativamente los tiempos de
deteccion de CNAs, lo cual es especialmente relevante dado el interés de que esta

aplicacion tenga implementacion clinica.
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e Costos de instrumentacion bajos: La tecnologia ofrece como alternativa de menor
costo el dispositivo de secuenciacion MinlON (ONT®), el cual requiere de una inversion
inicial baja (aproximadamente 1,000 €). Este costo es significativamente menor en
comparacion con los secuenciadores ofrecidos por otras tecnologias de secuenciacion,
Cuyos precios suelen estar en el rango de decenas de miles de euros. Los costos bajos
favorecen gque la tecnologia sea accesible a la mayoria de centros clinicos en los que

potencialmente se pueda implementar esta aplicacion.

¢ Reutilizacion de celdas de flujo: Después de la generacion de un nlimero suficiente de
lecturas para la deteccion de CNAs en una muestra, la corrida de secuenciacion puede
detenerse y explotar cualquier capacidad de secuenciacion residual de la misma celda de

flujo para realizar el andlisis gendbmico de nuevas muestras.

¢ Flujo de trabajo sin PCR: Esta tecnologia se distingue por prescindir de la amplificacion
mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, Polymerase Chain
Reaction), evitando asi la introduccion de sesgos en el proceso de amplificacion que

podrian influir en la deteccion de CNAs.

1.5 Estrategia bioinformatica para la deteccion de alteraciones en el nimero
de copias de DNA

La deteccion de CNAs a través de datos de secuenciacion a nivel de genoma completo ha
involucrado una variedad de enfoques metodoldgicos (Zhao et al., 2013). Entre ellos, el analisis
basado en la profundidad de lectura representa uno de los abordajes mas utilizados,
distinguiéndose por ser menos restrictivo en términos del tamafio de las lecturas empleadas.
Ademas, los datos de profundidad de lectura pueden provenir tanto de experimentos de
secuenciacion single-end como de paired-end, en tanto se implementen procedimientos

adecuados de mapeo y normalizacion (Teo et al., 2012; Wei & Huang, 2020).

Los métodos basados en la profundidad de lectura tienen como hipétesis que la cantidad
de lecturas secuenciadas en una region gendmica especifica esta directamente relacionada con
el numero de copias presentes en dicha region (Wei & Huang, 2020). Por ejemplo, en
comparacion con las regiones que poseen un numero de copias diploide, se espera que la
cantidad relativa de lecturas generadas durante un experimento de secuenciacion sea mayor en
las regiones gendmicas con ganancia en el niUmero de copias y menor en aquellas con pérdida

en el numero de copias (Figura 6).
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Figura 6. La profundidad de lectura como método para la deteccion de alteraciones en el nimero de copias
de DNA. El enfoque basado en la profundidad de lectura detecta CNAs mediante el conteo del nimero de lecturas
secuenciadas que se alinearon a distintas ventanas genémicas de un genoma de referencia. Asumiendo que el proceso
de secuenciacion es uniforme, se espera que el nUmero de lecturas asignadas a una regién genémica especifica sea
proporcional a su presencia en una muestra de DNA. Con base en ello, se puede estimar el nimero de copias de
cualquier region gendmica al realizar el conteo del nimero de lecturas alineadas a dicha region. En particular, en
regiones con pérdida o ganancia del nimero de copias se espera una disminucion o aumento en el nimero de lecturas
alineadas, respectivamente. Creada con BioRender.com

Bajo esta estrategia, el genoma de referencia se divide en ventanas gendémicas de un
tamano definido, generalmente entre 100 kpb y 2 Mpb. Después, se calcula el nimero de lecturas
secuenciadas que se alinean a cada una de las ventanas gendmicas, lo que constituye la
profundidad de lectura. El conteo de lecturas se normaliza considerando la mapeabilidad vy el
contenido de GC, los cuales representan dos factores principales que pueden generar ruido
durante el analisis (Magi et al., 2019).

El conteo de lecturas para cada ventana gendémica se expresa como valores de logratio,
de acuerdo con la siguiente formula:

logyratio = | ( RC )
og,ratio = Lo

9> 92 EXP
donde RC es el numero de lecturas alineadas a una ventana genémica particular y EXP representa
el nimero de lecturas esperado para una regidon gendémica con un numero de copias diploide.
Este valor se calcula de acuerdo a la siguiente formula:

N x L
G

EXP =

donde N es el nimero total de lecturas generadas durante el experimento de secuenciacion, L

es el tamafno de la ventana gendmica y G es el tamano del genoma de referencia.
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Posteriormente, se utiliza un algoritmo de segmentacion para identificar ventanas
gendmicas contiguas con valores de logoratio semejantes y ventanas gendémicas con valores de
logoratio significativamente diferentes respecto a las regiones gendémicas adyacentes, 1o que
permite establecer los limites de las CNAs (Janevski et al., 2012).

A pesar de las diferencias en los algoritmos de segmentacion y los métodos de
normalizacion entre las distintas herramientas desarrolladas para la deteccion de CNAs a partir
de lecturas de secuenciacion a nivel de genoma completo, el principio general subyacente en su
funcionamiento es muy semejante entre ellas (Magi et al., 2012). En la actualidad, existen diversas
herramientas bioinformaticas basadas en la profundidad de lectura que facilitan la deteccion de
CNAs a partir de datos de sWGS, superando incluso a los métodos basados en microarreglos
(Smolander et al., 2021; Zhou et al., 2018).

1.6 Las biopsias liquidas como herramienta clinica para la deteccion de
alteraciones en el nimero de copias de DNA

1.6.1 Limitaciones de las biopsias de tejido convencionales

Las biopsias de tejido tumoral, también llamadas biopsias sdlidas, representan el estandar
de oro actual en el manejo clinico del cancer (Mannelli, 2019). Este tipo de muestra es relevante
en la clinica dado que permite estudiar la histologia de los tumores, identificar biomarcadores que
guian el diagnostico y tratamiento, asi como obtener informacion sobre las alteraciones
moleculares presentes en el tumor que influyen en la prediccion y el prondstico de la enfermedad
(Alba-Bernal et al., 2020). A pesar de su relevancia, estas biopsias presentan diversas limitaciones
técnicas que restringen su aplicacion. Por ejemplo, el procedimiento para obtenerlas puede ser
altamente invasivo y doloroso para los pacientes. En algunos casos, la ubicacion del tumor
dificulta su acceso, complicando la obtencion de la muestra necesaria. Ademas, hay situaciones
en las que el estado de salud de los pacientes no permite someterse a este procedimiento, lo que
limita el acceso a informacién esencial para un diagnéstico y tratamiento adecuado del cancer.
Otra limitacion importante es que este tipo de muestra no puede ser repetida multiples veces a lo
largo del tiempo, lo que restringe su utilidad en el seguimiento de la enfermedad (Alanazi et al.,
2022; Kilgour et al., 2020).

Este conjunto de limitaciones muestra la necesidad de explorar nuevas herramientas
clinicas alternativas que se caractericen por ser menos invasivas y que permitan apoyar el

diagndstico y seguimiento del cancer. En respuesta a ello, las biopsias no invasivas, llamadas
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biopsias liquidas, han adquirido una mayor relevancia en los Ultimos anos como una alternativa
para detectar las caracteristicas de los tumores a partir de diversos fluidos biolégicos (Connal et
al., 2023; Heidrich et al., 2021).

1.6.2 Biopsias liquidas

Las biopsias liquidas, que comprenden el andlisis no invasivo de componentes circulantes
derivados del tejido tumoral, representan una herramienta clinica innovadora para la medicina de
precision (Figura 7) (Rolfo & Russo, 2020). Aunque la biopsia liquida generalmente se asocia con
la obtencidn de muestras sanguineas, practicamente todos los fluidos corporales pueden
emplearse en este tipo de andlisis. Entre los mas comunes se encuentran la orina, la saliva, las

heces, el liquido cefalorraquideo v el liquido pleural (De Rubis et al., 2019).
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Figura 7. Las biopsias liquidas son una herramienta clinica que permite obtiene informacién molecular
clinicamente relevante sobre los tumores, de forma no invasiva. Las biopsias liquidas representan un abordaje
clinico alternativo que busca superar las limitaciones asociadas a las biopsias de tejido tumoral. Estas biopsias permiten
la recoleccion y el estudio de diversos componentes circulantes presentes en la saliva, sangre, orina y otros fluidos
biolégicos, que provienen tanto de tumores primarios como metastasicos. Estos componentes circulantes, que
constituyen el “circuloma tumoral”, incluyen a las células tumorales circulantes (CTCs) y a los productos de células
tumorales. Los productos de células tumorales son los acidos nucleicos circulantes, como DNA libre circulante (CfDNA),
DNA tumoral circulante (ctDNA) y RNA libre circulante (cfRNA); microRNAs (miRNAs), proteinas, exosomas, entre otros.
Con base en estos componentes, las biopsias liquidas tienen diferentes aplicaciones en la préactica clinica, tales como
el diagndstico, la deteccion de recurrencia, la eleccion de tratamiento, la prediccion de la respuesta terapéutica vy el
seguimiento clinico (Kilgour et al., 2020; Lone et al., 2022). Creada con BioRender.com
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Durante la Ultima década, los avances en la investigacion de las biopsias liquidas han
evidenciado su capacidad para proporcionar informacion clinicamente relevante en diversos tipos
tumorales (Connal et al., 2023). El andlisis de componentes circulantes como las células tumorales
circulantes (CTCs), el DNA libre circulante (cfDNA) y los exosomas permite identificar una amplia
gama de caracteristicas de los tumores. Estas van desde alteraciones genéticas y epigenéticas,
incluyendo mutaciones, CNAs, rearreglos cromosdmicos, hipometilacion e hipermetilacion, hasta
informacién clinica crucial como el estadio tumoral, el prondstico de la enfermedad y la respuesta
al tratamiento (Cisneros-Villanueva et al., 2022; Gao et al., 2022; Lone et al., 2022).

1.6.2.1 DNA libre circulante

El término cfDNA hace referencia a los fragmentos de DNA extracelulares presentes en
diversos fluidos corporales, liberados mediante procesos de apoptosis, necrosis y secrecion
activa a través de vesiculas extracelulares (Aucamp et al., 2018). Dado que estos fragmentos
suelen tener una longitud de 166 pb, coincidiendo con la extension de una region de DNA envuelta
alrededor de un nucleosoma, se sugiere que la apoptosis es el principal mecanismo de liberacion
(Bronkhorst et al., 2019). El cfDNA esta presente tanto en individuos sanos como en enfermos,
pero en los primeros se ha observado que los niveles en plasma son generalmente bajos,
aproximadamente 10-15 ng/mL. Sin embargo, esta concentracion puede incrementarse debido
a procesos inflamatorios, cirugias, ejercicio, entre otros, sin necesariamente estar asociado con
un proceso maligno (Connal et al., 2023; Gao et al., 2022). No obstante, en pacientes con cancer,
una fraccion pequena del cfDNA, generalmente entre el 0.1% y el 10%, se origina en el tgjido

tumoral y se conoce como DNA tumoral circulante (ctDNA) (Alimirzaie et al., 2019).

1.6.2.1.1 DNA tumoral circulante

El ctDNA presenta caracteristicas distintivas que lo diferencian del cfDNA. Por ejemplo,
tiene una longitud promedio mas corta, alrededor de 144 pb. Ademas, se distingue por exhibir
alteraciones genéticas y epigenéticas especificas del tumor de procedencia, incluyendo
mutaciones, CNAs y patrones de metilacion (Connal et al., 2023; Gao et al., 2022).

La proporcion de ctDNA, respecto al cfDNA total, presente en los fluidos corporales
muestra una gran variabilidad que responde a diversos factores especificos del tumor. Estos
incluyen la carga mutacional tumoral (TMB, Tumor Mutational Burden), la tasa de proliferacion y
de muerte celular, el tamano, la vascularizacion, la localizacion y el estadio clinico del tumor, asi

como la respuesta al tratamiento (Bettegowda et al., 2014). Por ejemplo, los niveles de ctDNA
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varfan segun el estadio de la enfermedad. Se ha reportado que en pacientes con tumores en
estadios tempranos, la proporcion de ctDNA tiende a ser menor al 0.1%, mientras que en aquellos
con tumores no metastasicos en estadios avanzados, representa alrededor del 1%. Sin embargo,
en pacientes con tumores metastasicos en estadios avanzados, esta fraccion puede alcanzar
hasta un 10%, equivalente a una concentracion de hasta 1,000 ng/mL (Diehl et al., 2008; Tomar
et al., 2023). Asi mismo, el tamafo del tumor también juega un papel crucial en la liberacion de
ctDNA. De acuerdo con Pinzani et al. (2021), en pacientes con tumores mayores a 100 g, el tumor
puede liberar hasta un 3.3% del material genético hacia la circulacion diariamente.

A través del analisis del ctDNA, es posible obtener informacién tanto cualitativa como
cuantitativa (Wan et al., 2017). Desde una perspectiva cualitativa, se puede acceder al perfil de
mutaciones, amplificaciones, deleciones, translocaciones y del estado de metilacion, lo que
permite la identificacion de alteraciones gendmicas asocidas al diagnoéstico, a subtipos
moleculares especificos, la respuesta terapéutica, entre otros (De Rubis et al., 2019). Por otro
lado, la informacion cuantitativa se puede obtener mediante la determinacion de la fraccion alélica
mutada, la cual se relaciona clinicamente con la deteccion de enfermedad minima residual y
metastasis ocultas, asi como con la prediccion de recurrencia y la evaluacion de la efectividad de
la terapia (Coombes et al., 2019; Misale et al., 2012; Thierry et al., 2014).

Si bien algunos trabajos han destacado la utilidad del ctDNA en la deteccion de cancer en
estadios tempranas (Beaver et al.,, 2014; Cohen et al., 2018; Phallen et al., 2017), en algunos
tipos tumorales, como cancer tiroideo y cancer renal, la deteccion de ctDNA puede resultar
limitada y menos sensible (Zhang et al., 2021). Ademas, en pacientes tratados con quimioterapia
neoadyuvante, se ha observado que en aproximadamente el 90% de los casos, el ctDNA se
vuelve indetectable, ya que los niveles descienden significativamente como respuesta al
tratamiento (Diehl et al., 2008).

En este sentido, la deteccion de ctDNA puede resultar técnicamente desafiante,
particularmente en aplicaciones en estadios tempranos, de modo que se requiere de tecnologias
altamente sensibles capaces de extraer informacion molecular relevante a partir de cantidades
bajas de DNA (Alba-Bernal et al., 2020). En la actualidad, las técnicas mas utilizadas para el
analisis de ctDNA se basan en la PCR, por ejemplo, la PCR digital, o en las tecnologias NGS (De
Rubis et al., 2019). La secuenciacion con nanoporos emerge como una tecnologia prometedora
debido a su bajo requisito de material genético de partida, o que la convierte en una alternativa
factible para el andlisis de muestras con baja concentracion de ctDNA (Oehler et al., 2023).
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2 ANTENCEDENTES

El antecedente principal de esta investigacion es el trabajo desarrollado por Martignano et
al. (2021), el cual fue el primero reportado en la literatura en abordar la identificacion de CNAs a
nivel de genoma completo, a partir de cfDNA, mediante la tecnologia de secuenciacion gendmica
con nanoporos. Dado que los protocolos de preparacion de librerias especificos de esta
tecnologia estan disefados para el enriquecimiento y la secuenciacion de lecturas largas, una de
las aportaciones de su estudio es la modificacion de la metodologia para su aplicacion en la
secuenciacion de moléculas cortas de cfDNA. A partir de dichas modificaciones, el flujo de trabajo
estandarizado fue implementado en muestras de plasma de pacientes con cancer de pulmén en
estadio metastasico, con el objetivo de detectar CNAs asociadas a dicho tipo tumoral, empleando
el enfoque de sWGS. Para llevar a cabo la deteccion de CNAs, emplearon la herramienta
NanoGLADIATOR (Magi et al., 2019), la cual es especifica para el analisis de este tipo de
alteraciones a partir de datos generados en una plataforma de secuenciacion con nanoporos. La
principal aportacion de su estudio es demostrar que el analisis de biopsias liquidas mediante la
tecnologia de secuenciacion gendmica con nanoporos es factible para generar cariotipos
moleculares, Utiles como herramienta en el monitoreo del cancer. Ademas, demuestran que la
informacion de CNAs obtenida mediante este abordaje permite generar resultados comparables

con los obtenidos mediante la tecnologia de secuenciacion mas utilizada en la actualidad, lllumina.

En nuestro laboratorio, el Laboratorio de Genomica del Cdncer (LGC), se han realizado
trabajos previos en los que se aborda el estudio de las CNAs en pacientes con cancer de mama.
En 2011, como parte de la linea de investigacion “Analisis de alta resolucion de alteraciones
somaticas en el genoma vy transcriptoma de tumores de mama en pacientes mexicanas”, se
realizo el trabajo titulado “Perfiles de alteraciones cromosdmicas en cancer de mama de pacientes
mexicanas mediante analisis con microarreglos de alta resolucion”. En este trabajo, se analizaron
muestras pareadas de tejido normal y tejido tumoral proveniente de 100 pacientes con cancer de
mama mediante la tecnologia de microarreglos de genatipificacion, con el objetivo de identificar
las CNAs mas prevalentes en la poblacion mexicana asociadas a cancer de mama. Los resultados
de este trabajo forman parte de un estudio reciente (Romero-Cordoba et al., 2021), el cual
representa un esfuerzo por caracterizar molecularmente los tumores de mama en poblaciones
hispano-mexicanas para comprender mejor la heterogeneidad asociada a este tipo tumoral y dar
mayor representacion de esta poblaciones dentro de las bases de datos publicas. Un hallazgo
relevante de este trabajo fue la identificacion de CNAs presentes en pacientes con cancer de

mama de ancestria hispano-mexicana, que no habian sido previamente reportadas en la literatura.
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Por ejemplo, se observd la amplificacion de las regiones 16p y 17p. Ademas, al comparar los
perfiles de CNAs de estas pacientes con los de pacientes de diferentes ancestrias (caucasica,
asiatica, afroamericana), se observd que algunas amplificaciones y deleciones frecuentemente

presentes en estas poblaciones no estaban presentes en las mujeres hispano-mexicanas.

Actualmente, el LGC trabaja en una nueva linea de investigacion titulada “Analisis de DNA
tumoral libre en circulacion para la identificacion de alteraciones clinicamente accionables en
pacientes con cancer de mama”, de la cual forma parte el presente trabajo. Dentro de ella,
también se incluye el proyecto “Implementacion de una prueba de biopsia liquida para el manejo
del cancer de mama en México”. Este posibilitd la ejecucion exitosa del analisis de cfDNA en
muestras plasmaticas de pacientes con tumores de mama, a través de un panel de secuenciacion
dirigida compuesto por 12 genes de relevancia clinica en el cancer de mama. Dicho panel fue
disenado con el proposito de identificar mutaciones y CNAs clinicamente relevantes. Para ello, se
empled una plataforma de secuenciacion de la tecnologia lon Torrent, la cual pertenece a las
tecnologias de NGS.

Hasta la fecha, no se han reportado trabajos en tumores de mama en los que se integre
la tecnologia de secuenciacion con nanoporos como parte del flujo de trabajo para el analisis de
cfDNA con el proposito de identificar CNAs clinicamente relevantes. Aunque algunos estudios
han analizado el perfil de alteraciones cromosémicas obtenido del andlisis del cfDNA de pacientes
con cancer de mama, tanto en estadios no metastasicos como metastasicos, los procesos de
secuenciacion se han realizado utilizando las tecnologias de NGS tradicionales (Ambriz-Barrera
et al., 2023; Kim et al., 2023; Prat et al., 2023; Stover et al., 2018).

Bajo este contexto, el presente proyecto pretende explorar la factibilidad y utilidad de la
tecnologia de secuenciacion con nanoporos como una metodologia alternativa para obtener
informacion con potencial clinico, centrandose particularmente en el andlisis detallado de CNAs,

en muestras de biopsia liquida de pacientes con cancer de mama.
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3  JUSTIFICACION

La realizacion de este proyecto se centra en desarrollar y validar una metodologia efectiva
para detectar CNAs en pacientes con cancer de mama. Dado que la deteccion de CNAs es
relevante para identificar aquellas regiones gendémicas cuya alteracion juega un papel fundamental
en el inicio, desarrollo y progresion del cancer, existe una demanda creciente de herramientas
precisas y novedosas para su deteccion en biopsias liquidas. Este proyecto busca aprovechar
los avances tecnoldgicos, como la secuenciacion con nanoporos, Y la experiencia previa del
Laboratorio de Genémica del Cancer (LGC) del INMEGEN en el analisis de CNAs para ofrecer una
metodologia alternativa y comparable a las tecnologias tradicionales, como la secuenciacion
llluminay los microarreglos de alta resolucion. Su realizacion permitira avanzar en el conocimiento
y la aplicacion de la tecnologia de secuenciacion con nanoporos en el contexto de la deteccion

de CNAs clinicamente relevantes en cancer de mama.
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4 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La secuenciacion gendmica con nanoporos en biopsias liquidas de cancer de mama
permite identificar CNAs de forma comparable a los microarreglos de alta resolucion en biopsias
de tejido tumoral pareadas?
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5 HIPOTESIS

La implementacion de la tecnologia de secuenciacion gendmica con nanoporos en el andlisis
de biopsias liquidas de pacientes con cancer de mama permitira identificar CNAs de manera
precisa y comparable a los resultados obtenidos mediante microarreglos de alta resolucion en
biopsias de tejido tumoral pareadas.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Evaluar el desempefo de la tecnologia de secuenciacion gendémica con nanoporos en la
identificacion de CNAs en muestras de biopsia liquida de cancer de mama y comparar los
resultados con los obtenidos mediante el analisis de biopsias de tejido tumoral pareadas utilizando

microarreglos de alta resolucion.

6.2 Objetivos particulares

Establecer un protocolo estandarizado para la extraccion de ¢cfDNA en muestras de biopsia
liquida de cancer de mama para su analisis mediante secuenciacidon gendmica con

Nanoporos.

e Analizar muestras de lineas celulares tumorales con el objetivo de optimizar el flujo de trabajo

de secuenciacion genémica con nanoporos para la deteccion de CNAs.

e Aplicar la tecnologia de secuenciacidon gendmica con nanoporos en un conjunto de muestras
de biopsia liquida de pacientes con cancer de mama y analizar los datos resultantes para la
deteccion de CNAs.

e Comparar los resultados de la deteccion de CNAs obtenidos mediante la secuenciacion
gendmica con nanoporos en biopsias liquidas con los obtenidos a través del analisis de

microarreglos de alta resolucion en biopsias de tejido tumoral pareadas.
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7 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El presente trabajo representa el primer esfuerzo en el LGC por implementar la tecnologia de
secuenciacion gendémica con nanoporos en la deteccidn de alteraciones gendémicas relevantes
en tumores de mama, tales como las CNAs. Para cumplir los objetivos planteados, este se llevo

a cabo en dos fases de acuerdo con la Figura 8.

Previo a responder la pregunta de investigacion del trabajo, se llevd a cabo una primera fase
en la que se estandarizo el flujo de trabajo en lineas celulares tumorales empleando la tecnologia
de secuenciacion con nanoporos para detectar las CNAs gue son representativas de cada una
de ellas (Figura 8A). Los objetivos de esta fase fueron: 1) replicar las condiciones de la técnica de
secuenciacion con nanoporos de fragmentos cortos de DNA para comprobar que se obtiene un
rendimiento semejante a lo reportado en la literatura bajo dichas condiciones; ademas, que el
rendimiento, en términos del nimero de lecturas, fue suficiente para realizar la deteccion de
CNAs; 2) simular condiciones experimentales en lineas celulares tumorales que fueran
extrapolables al analisis de moléculas de DNA libre circulante para la deteccion de CNAs en
muestras de biopsia liquida; 3) validar que las regiones gendémicas con ganancia y pérdida de
material genético detectadas fueran similares a aquellas que se identifican al emplear otras
tecnologias gendémicas, como la secuenciacion lllumina. La finalidad de esta fase fue demostrar,
mediante modelos experimentales, que la tecnologia de secuenciacion con nanoporos permite
generar resultados comparables a los obtenidos con tecnologias gendmicas que generalmente
se emplean para detectar CNAs.

La segunda fase del proyecto consistié en implementar el flujo de trabajo anterior en el analisis
de muestras de pacientes, particularmente, muestras de biopsia liguida (Figura 8B). Para ello, se
realizo la identificacion de CNAs mediante microarreglos de alta resolucion en muestras de biopsia
de tejido tumoral. Posteriormente, estos resultados se compararon con los generados al analizar
la biopsia liquida pareada para cada paciente. Esta fase tiene como finalidad determinar si el
analisis de biopsias liguidas mediante la tecnologia de secuenciacion con nanoporos representa
un abordaje alternativo factible al andlisis de biopsias de tejido para generar perfiles de CNAs

como herramienta diagndstica, prondstica y terapéutica en pacientes con cancer de mama.
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Figura 8. Estrategia experimental del proyecto. El presente trabajo se dividid en dos fases: A) Estandarizacion de
las condiciones Optimas de la secuenciacion con nanoporos de fragmentos cortos para la deteccion de CNAs en lineas
celulares tumorales y validacion de resultados con la tecnologia de secuenciacion lllumina. B) Implementacion del flujo
de trabajo estandarizado en la fase A) para el analisis de muestras de pacientes. Se compararon los resultados
obtenidos de la deteccion de CNAs en biopsias de tejido tumoral mediante microarreglos de alta resolucion con los
generados en el andlisis de biopsias liquidas mediante el flujo de trabajo estandarizado en la fase A), empleando
secuenciacion con nanoporos. Creada con BioRender.com. CaMa= Cancer de mama.
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8 METODOLOGIA

8.1 Estandarizacion de la técnica de secuenciacion gendmica con nanoporos
de fragmentos cortos de DNA

8.1.1 Cultivo de lineas celulares

Se seleccionaron 6 lineas celulares tumorales (Tabla 1), las cudles fueron adquiridas de
ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA). Las lineas celulares se cultivaron
de acuerdo con las guias de ATCC, en medio suplementado con 10% de suero fetal bovino. Las
células se mantuvieron incubadas a 37 °C en una atmdsfera humidificada con 5% de CO..

Tabla 1. Seleccion de lineas celulares tumorales y sus caracteristicas de origen.

Clasificacion por

Linea celular Tejido de origen Tipo de tumor Estadio subtipo
molecular*
HelLa Cérvix uterino de H. sapiens Adenocarcinoma Metastasico No aplica
Glandula mamaria de H. ) Metastéasico )
MCF7 ) Adenocarcinoma Luminal A
sapiens
Glandula mamaria de H. ) Metastéasico )
MDA-MB-361 ) Adenocarcinoma Luminal B
sapiens
Glandula mamaria de H. ) Metastéasico ) i
SK-BR-3 ) Adenocarcinoma HER2 enriquecido
sapiens
Glandula mamaria de H. ) Metastéasico
MDA-MB-231 ) Adenocarcinoma Basal
sapiens
Glandula mamaria de H. ) Primario
Hs578T ) Carcinoma Basal
sapiens

*La clasificacion molecular del cancer de mama estratifica a los tumores en cuatro subtipos principales: Luminal A,
Luminal B, HER2 enriquecido y Basal, basandose en sus patrones de expresion génica. A nivel clinico, estos subtipos
se distinguen por un diferente prondstico (Harbeck et al., 2019).

8.1.2 Extraccion, cuantificacion y fragmentacion de DNA gendmico

Partiendo de 2-4 x 10° células, se realizd la extraccion de DNA gendémico de cada linea
celular empleando el kit de trabajo AllPrep® DNA/RNA Mini Kit (Qiagen® Inc, Valencia, CA), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. La concentracion de DNA genémico obtenido se
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determind mediante fluorometria con el ensayo Qubit dsDNA High Sensitivity (ThermoFisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), utilizando el instrumento Qubit 3.0 Fluorometer (Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA); se evalu¢ la calidad del
DNA extraido mediante espectrofotometria utilizando el instrumento NanoDrop™ One
(ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) a través de los criterios de pureza dados
por los radios de absorbancia 260/280 y 260/230, utiles para detectar contaminacion por

proteina, y por sales y compuestos organicos, respectivamente.

Posteriormente, se realizd la fragmentacion de 500 ng de DNA gendmico por cada linea
celular utilizando el equipo Bioruptor Pico (Diagenode, Belgium) durante 6 ciclos (30" ON; 90”
OFF) a 4°C. El objetivo de este procedimiento fue simular condiciones experimentales en lineas
celulares tumorales, con la finalidad de extrapolar el procedimiento al analisis de moléculas de
DNA libre circulante. La cuantificacion y la distribucion de los fragmentos se evalu6 mediante
electroforesis automatizada con el ensayo Agilent High Sensitivity D1000 ScreenTape (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA) en el instrumento 4200 TapeStation (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA), obteniéndose fragmentos de aproximadamente 350 pb.

8.1.83 Preparacion de librerias para secuenciacion

La preparacion de librerias especificas de la secuenciacion con nanoporos se conforma
de dos pasos principales: 1) la reparacion de los extremos de los fragmentos de DNA con la
posterior adicion de la cola A en los extremos 3’ y 2) la ligacion de los adaptadores. Para ello se
procesaron 200 fmol de DNA fragmentado con el kit de trabajo NEBNext® Companion Module
for Oxford Nanopore Technologies® Ligation Sequencing (New England Biolabs, Ipswich, MA,
United States) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La ligacion de adaptadores se
realizd siguiendo el protocolo SQK-LSK109 (Oxford Nanopore Technologies, United Kingdom).
En el caso de la secuenciacion con nanoporos multiplex, el DNA se procesd como se describid
anteriormente, afadiendo un paso intermedio en el que se ligan fragmentos cortos de DNA de
secuencia conocida (barcodes) a los fragmentos previamente procesados, de acuerdo con el
protocolo EXP-NBD104 (Oxford Nanopore Technologies, United Kingdom). Posterior al proceso
de barcoding, se realizd un pool de las muestras y se purificd con una proporcion de 2.5X de
perlas magnéticas AMPure XP beads (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Para llevar a cabo la
secuenciacion, se cargaron 45 fmol de cada libreria en celdas de flujo FLO-MIN106 (version
R9.4.1) utilizando la plataforma de secuenciacion GridlION X5 (Oxford Nanopore Technologies,
United Kingdom).
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8.2 Analisis bioinformatico

8.2.1 Procesamiento de datos crudos de secuenciacion

El llamado de bases se realizd en tiempo real empleando la herramienta Guppy, que forma
parte del software MinKNOW, en el modo High Accuracy basecalling (HAC). Esta herramienta
genera los archivos .fastq, realiza el corte de los adaptadores y la demultiplexacion de las
muestras en el caso de corridas multiplex. La herramienta clasifica las lecturas crudas en aquellas
que superan el valor umbral de Qscore, el cual se definid como 9.0 en todos los casos, y las que

no lo alcanzan.

8.2.2 Alineamiento de lecturas al genoma de referencia

A partir de las lecturas que cumplen este control de calidad, se realizé el alineamiento de
las lecturas sin procesar al genoma de referencia hg19 con el algoritmo BWA-MEM. Empleando
la herramienta SAMtools se realizd la conversion de archivos .sam a .bam, el ordenamiento de los

lecturas alineadas con respecto a la posicion gendémica y su indexacion.

8.2.3 Deteccion de alteraciones en el numeros de copias de DNA

Con la finalidad de realizar la deteccion de CNAs en los datos generados mediante
secuenciacion gendémica con nanoporos, se empled el software NanoGLADIATOR (descargado

en https://sourceforge.net/projects/nanogladiator/). NanoGLADIATOR permite detectar este tipo

de alteraciones mediante el abordaje del conteo de lecturas; a partir de las regiones con
incremento o disminucion del conteo de lecturas en ventanas gendmicas de tamano definido se

pueden detectar aquellas regiones del genoma con cambios en el nimero de copias.

El analisis se corrid en la modalidad “Off-line”, la cual permite ingresar varios archivos .bam
para analizarlos simultdneamente dentro del mismo experimento. Esta modalidad se ejecuta

mediante tres mddulos o scripts de Perl, descritos brevemente a continuacion.

1. ReferenceWindowilnitialize.pl
Este script genera informacion sobre el contenido GC y valores de mapeabilidad para ventanas
gendmicas de tamano especifico en el genoma de referencia indicado por el usuario. Para su

funcionamiento, el script requiere de 5 argumentos conforme al siguiente ejemplo:
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perl ReferenceWindowInitialize.pl -M genome -S SourceTarget.txt -T
LabelName -W 50000 -A hgl9

donde:

-M: Modalidad para crear informacion sobre el contenido GC y valores de mapeabilidad

-S: Ruta al archivo de texto delimitado por espacios cuyo contenido incluye dos columnas: 1) ruta
absoluta al archivo bigWig (.bw) para el calculo de mapeabilidad; 2) ruta absoluta al archivo .fasta
del genoma de referencia definido para el célculo del contenido GC

-T: Nombre del analisis
-W: Tamano de las ventanas genémicas
-A: Ensamblaje del genoma de referencia (hg19/hg38)

Siguiendo lo reportado por Magi et al. (2019), para este andlisis se selecciond 100 kpb

como tamano de ventana gendmica.

2. NanoGLADIATORPrepare.pl
Este script realiza el calculo del conteo de lecturas en cada ventana gendémica y la normalizacion
del conteo de lecturas para corregir sesgos asociados al contenido GC y mapeabilidad. El

comando requiere un argumento y tres parametros de acuerdo con el siguiente gjemplo:

perl NanoGLADIATORPrepare.pl ExperimentalFilePrepare.txt --processors
6 --target LabelName --assembly hgl9
donde:

ExperimentalFilePrepare.txt: Nombre del archivo de texto delimitado por espacios cuyo contenido
incluye tres columnas: 1) ruta absoluta al archivo .bam a analizar; 2) ruta al directorio de salida en
el que se almacenaran los resultados; 3) nombre de la muestra analizada. En este archivo, cada

fila comprende la informacion de una muestra diferente.
--processors: Numero de procesadores a emplear durante el analisis
--target: Nombre del analisis empleando en el script 1) en el argumento -T

--assembly: Ensamblaje del genoma de referencia empleado (hg19/hg38)
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3. NanoGLADIATORAnalysis.pl

Empleando el algoritmo Shifting Level Model (SLM), este script gjecuta la segmentacion de los
datos de acuerdo con el aumento o disminucion del nimero de lecturas detectado a traves de
las diversas ventanas gendmicas. Adicionalmente, usando el algoritmo FractionPred, se lleva a
cabo la prediccion de la fraccion alélica para cada alteracion gendmica detectada. Para ello, el

comando requiere de un argumento y cinco parametros de acuerdo con el siguiente ejemplo:

perl NanoGLADIATORAnalysis.pl ExperimentalFileAnalysis.txt —--processors
1 --target LabelName --assembly hgl9 --output PathWhereTosaveAnalyses

--mode nocontrol

donde:

ExperimentalFileAnalysis.txt: Nombre del archivo de texto delimitado por espacios cuyo contenido
incluye tres columnas: 1) etiqueta que identifica la muestra, tornando en consideracion si el andlisis
se llevara a cabo de forma pareada o no pareada (gj. T1, T2, C1, C2; donde T=tumor, C= control,
n=ndmero que identifica cada muestra a analizar); 2) ruta tal cual se indicd en el inciso 2) del
archivo ExperimentalFilePrepare.txt; 3) nombre de la muestra tal cual se indico en el inciso 3) del

archivo ExperimentalFilePrepare.txt. Cada fila muestra la informacion de una muestra distinta.
--processors: Numero de procesadores a emplear durante el analisis

--target: Nombre del analisis empleando en el script 1) en el argumento -T

--assembly: Ensamblaje del genoma de referencia empleado (hg19/hg38)

--output: Ruta al directorio de salida en el que se almacenaran los resultados

--mode: Modo en el que se analizaran las muestras (nocontrol/paired)

En este caso, el andlisis se realizd en el modo “no control”, dado que no se cuenta con muestras

control de individuos sanos.

8.2.3.1 Archivos de salida

La herramienta genera como resultado dos archivos de salida principales:
¢ Reporte de texto de alteraciones en el nimero de copias de DNA detectadas

Archivo de texto delimitado por tabulaciones, el cual incluye nueve columnas con informacion
para cada region segmentada: 1) cromosoma; 2) posicion de inicio (pb); 3) posicion de fin (pb); 4)

numero de ventanas gendmicas en el segmento; 5) estado de niumero de copias del segmento
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(doble delecion, delecion, duplicacion o duplicacion de multiples copias); 6) nUmero de copias del
segmento; 7) fraccion alélica; 8) error de la fraccion alélica; 9) mediana del valor loggratio del

segmento.

e Cariotipo molecular

Archivo HTML interactivo, que muestra graficamente el estado de ndmero de copias de las
regiones gendmicas segmentadas con base en los resultados de todos los analisis previos: datos

de loggratio, resultados de segmentacion y de prediccion de la fraccion alélica.

8.3 Validacion de los resultados obtenidos en lineas celulares tumorales

En esta seccion se realizd la comparacion de los resultados obtenidos mediante la
tecnologia de secuenciacion con nanoporos con los generados mediante dos tecnologias

gendmicas que son rutinariamente empleadas para la deteccion de CNAs.

8.3.1 Validacion de los resultados mediante datos de secuenciacion lllumina

La validacion de resultados mediante la tecnologia de secuenciacion lllumina se realizé a
partir de los datos publicos reportados por el proyecto de caracterizacion gendmica de la Cancer
Cell Line Encyclopedia (CCLE) (Ghandi et al., 2019). Los datos crudos de secuenciacion se
descargaron de la base de datos Sequence Read Archive (SRA) mediante las claves de acceso

mostradas en la Tabla 2 (clave de acceso del proyecto: PRINA523380).

Tabla 2. Claves de acceso de los datos de secuenciacion de las lineas celulares tumorales.

Linea ID de ! Plataformade @ Profundidad
Clave SRA . Cobertura Tipo L,
celular corrida secuenciacion de cobertura
MCF7  SRX5449795 SRR8652105 WGS Paired-end "'“mg‘g‘o'g'seq 36x
MDA-MB- . lllumina HiSeq
361 SRX5449775 | SRR8652125 WGS Paired-end 2000 37x
\EEEEes [llumina HiSe
SK-BR-3 SRX5455745 = SRR8657720 capture Paired-end 2000 a 1X
sequencing
MD:;V'B' SRX5449793 = SRR8652107 WGS Paired-end '"“mg‘g‘o'g'seq 36x

WGS= Secuenciacion a nivel de genoma completo; Targeted-capture sequencing: Secuenciacion dirigida; Paired-end:
Secuenciacion de ambos extremos.
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8.3.1.1 Analisis bioinformatico

De acuerdo con Martignano et al. (2021), los resultados de deteccion de CNAs obtenidos
mediante el andlisis de lecturas que provienen de experimentos single-end y paired-end estan
altamente correlacionados. Siguiendo esto, Unicamente se analizaron las lecturas R1 de los datos
descargados con la finalidad de simplificar los pasos posteriores del analisis y la comparacion de
resultados entre las tecnologias de secuenciacion.

Se alinearon las lecturas al genoma de referencia hg19 con el algoritmo BWA-MEM.
Posteriormente, la conversion de archivos .sam a .bam, el ordenamiento de los lecturas alineadas
con respecto a la posicion gendémica y su indexacion se llevd a cabo utilizando la herramienta
SAMtools. La deteccion de CNAs se realizd con XCAVATOR (descargado en

https://sourceforge.net/projects/xcavator/); este es un software precedente a NanoGLADIATOR,

desarrollado para la deteccion de CNAs en datos generados mediante plataformas de
secuenciacion NGS. Al igual gue NanoGLADIATOR, XCAVATOR utiliza el abordaje del conteo de
lecturas y realiza la segmentacion de los datos empleando el algoritmo SLM (Magi et al., 2017).
El andlisis se ejecutd a través de tres pasos o scripts de Perl: 1) ReferenceWindowinitialize.pl, 2)
XCAVATORDataPrepare.pl y 3) XCAVATORDataAnalysis.pl); estos siguen un funcionamiento
semejante a lo descrito para el analisis con NanoGLADIATOR (apartado 10.2.2.). Se selecciond

100 kpb como tamano de ventana gendmica y el modo “no control”.

8.3.1.2 Analisis de correlacion de datos de segmentacion entre tecnologias de

secuenciacion

Utilizando un script de R, se compararon los resultados de segmentacion obtenidos por
ambas herramientas: NanoGLADIATOR (para datos de secuenciacibn con nanoporos) y
XCAVATOR (para datos de secuenciacion lllumina). A partir de los reportes de segmentacion
generados por cada herramienta (HSLM Results), se extrajeron los valores promedio de
segmentacion (logqratio) para cada ventana gendémica y se realizé el andlisis de correlacion entre
estos datos (funcion= stat_cor, paquete= ggpubr, método= “spearman”). Se considerdé como
estadisticamente significativo el valor p<0.05. Para visualizar la correlacion, se realizaron

diagramas de dispersion.
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Auln cuando en ambos casos se selecciond el mismo tamano de ventana gendémica (100
kpb), las posiciones fisicas de las ventanas gendmicas mostraron variaciones entre si. Por tal
motivo, para el andlisis de correlacion Unicamente se consideraron las ventanas gendémicas que
tuvieran correspondencia entre las dos herramientas, siguiendo el siguiente supuesto: una
ventana gendmica de XCAVATOR corresponde a una ventana gendémica de NanoGLADIATOR
cuando su posicion de inicio se encuentra entre la posicion de inicio y la posicion de fin de una
ventana gendmica de NanoGLADIATOR. El nimero total de ventanas gendmicas fue de 26,927
y 28,451, para la tecnologia de secuenciacion con nanoporos Yy la tecnologia de secuenciacion
lllumina, respectivamente. De estas, se seleccionaron 26,881 ventanas gendémicas para realizar

la comparacion entre tecnologias (99.82% y 94.5% de ventanas gendémicas correspondientes).

Posteriormente, empleando un script de R, se realizaron perfiles de segmentacion para
cada uno de los cromosomas del genoma humano, de acuerdo con los datos de segmentacion
de las dos tecnologias de secuenciacion.

8.3.1.3 Comparacion de regiones gendmicas alteradas a nivel citogenético entre

tecnologias de secuenciacion

En esta seccion se comparo, a nivel citogenético, el tamano y el nUmero de copias de las
regiones gendmicas con alteraciones cromosdmicas detectadas en las lineas celulares tumorales
mediante las dos tecnologias de secuenciacion. Para relacionar la posicion fisica con la posicion
citogenética de las regiones gendmicas, se descargd el archivo de citobandas (hg19) del
navegador gendmico de la Universidad de California de Santa Cruz (UCSC Genome Browser,
https://genome.ucsc.edu/index.ntml), el cual describe las posiciones fisicas de las bandas

citogenéticas en cada cromosoma. Mediante un script de python (libreria= pandas), se utilizaron
los datos de localizacion fisica (posicion de inicio y posicion de fin) de los reportes de CNAs
generados por ambas herramientas para identificar sus bandas citogenéticas correspondientes.
El célculo del tamano de la region gendmica, expresado en kpb, se realizd siguiendo la siguiente

formula:

1 kpb

Tamafio (kpb) = posicién de fin (pb) — posicion de fin (pb) * 1000 pb
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Adicionalmente, en ambos conjuntos de datos, se realizé un filtrado de los segmentos
utilizando un valor de logzratio mas restrictivo para evitar resultados falsos positivos. Las regiones
gendmicas se definieron como alteradas, en cuanto al numero de copias de DNA, cuando

cumplian con los siguientes valores de corte:

logzratio < -0.40: Delecion de una o ambas copias

logzratio > +0.40: Duplicacion de una o multiples copias

8.4 Implementacion del flujo de trabajo estandarizado en el analisis de
muestras de biopsia liquida

8.4.1 Seleccion de muestras de pacientes

En esta fase del trabajo, se llevd a cabo la recoleccion de muestras bioldgicas procedentes
de pacientes diagnosticadas con cancer de mama. Estas pacientes fueron atendidas en la
Fundacion Mexicana de Fomento para la Prevencion Oportuna del Cancer de Mama A.C.
(FUCAM), y se unieron al protocolo de investigacion de manera voluntaria. Cada participante en
el protocolo proporciond dos tipos de muestras bioldgicas: una muestra de sangre periférica y
una muestra de tejido tumoral. Cabe destacar que todas las muestras obtenidas en este proceso
cuentan con un seguimiento clinico riguroso. Ademas, todas las pacientes brindaron su
consentimiento informado de manera voluntaria y previa a su inclusion en el proyecto, el cual
cuenta con la aprobacién del Comité de Etica del INMEGEN, bajo el nimero de registro
CE2009/11. Esta fase de seleccion y obtencion de muestras se realizd en estricto cumplimiento

de los estandares éticos y normativos establecidos para la investigacion médica y gendmica.

La seleccion de pacientes se realizd siguiendo los criterios de inclusion, exclusion y

eliminacion que se detallan a continuacion.

8.4.1.1 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Criterios de inclusion

e Pacientes con diagndstico histoldgico confirmado de cancer de mama
e Pacientes en todas las etapas clinicas (desde la etapa | hasta la IV)
e Pacientes que cuentan con muestra de tejido tumoral de diagndstico

e Pacientes que hayan proporcionado su consentimiento informado por escrito
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e Pacientes que acuden por primera vez al FUCAM y no hayan recibido tratamiento previo
Criterios de exclusion

e Pacientes con informacion clinica incompleta
Criterios de eliminacion

e Pacientes que expresen su deseo de abandonar €l protocolo en cualquier etapa del
proceso
e |a paciente no dispone del material bioldgico suficiente para llevar a cabo los estudios

moleculares planificados

8.4.2 Obtencion y manejo de muestras

8.4.2.1 Obtencidon y manejo de muestras de sangre total

Previo a someterse al procedimiento quirlrgico de mastectomia, se obtuvieron 12 mL de
sangre periférica de cada paciente participante en el protocolo de investigacion. Las muestras de
sangre venosa fueron colectadas en tubos BD Vacutainer® con EDTA K2, mezcladas por
inversion lenta y procesadas en las primeras dos horas siguientes a la venopuncion. Como primer
paso, las muestras se centrifugaron a 1000 g durante 10 minutos a 4 °C con desaceleracion
lenta. Después de obtener las fases separadas, se transfirid cuidadosamente la fraccion
plasmatica a un nuevo tubo, evitando succionar la fraccion leucocitaria. Posteriormente, el plasma
se centrifugd a 2000 g durante 10 minutos a 4 °C vy se transfirié el liquido sobrenadante a cuantos
tubos de 2.0 mL fuesen necesarios, sin tocar el botdn formado. El plasma aislado se almacend a
-80 °C hasta su uso. A partir de un volumen inicial de sangre total de 12 mL, se obtuvieron

aproximadamente entre 5 y 6 mL de plasma.
8.4.2.2 Obtencion y manejo de muestras de tejido tumoral

Después de la realizacion del procedimiento quirdrgico de mastectomia, se colecto la
muestra de tejido tumoral de cada paciente participante en el protocolo de investigacion. Para
ello, se llevd a cabo la inspeccidon macroscopica de la pieza quirdrgica en colaboracion con un
médico patdlogo. El objetivo era identificar una region con un elevado contenido de células
neoplasicas a partir de la cual poder colectar la muestra de tejido tumoral. La seccion de tgjido

seleccionada se fijo en una solucion de formaldehido al 4% durante 12 horas. Después, el tejido
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se lavd en PBS durante 30 minutos, seguido de una deshidratacion con concentraciones
crecientes de etanol. Finalmente, se sumergid en xilol y se incubd a 60 °C durante 30 minutos. El
tejido se incluyd en parafina durante 2 horas y se colocd en casetes especificos para su posterior

andlisis.

8.4.3 Deteccion de alteraciones en el numero de copias en biopsias de tejido tumoral
mediante microarreglos de alta resolucion

8.4.3.1 Extraccion y cuantificacion de DNA gendmico

Previo a realizar la extraccion de DNA gendmico, se llevd a cabo la desparafinacion de los
cortes histolégicos siguiendo el siguiente procedimiento: 1) Incubacion de las laminillas en xileno
durante 5 minutos; 2) incubacion en etanol al 100% durante 3 minutos; 3) incubacion en etanol al
95% durante 3 minutos; 4) adicién de agua desionizada durante 30 segundos. Unicamente se
procesaron para la extraccion de acidos nucleicos aquellas muestras con un contenido tumoral

superior al 60% Yy sin signos de necrosis.

Posteriormente, se realizd la extraccion de material genético empleando el kit de trabajo
AllPrep® DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen® Inc, Valencia, CA) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La concentracion de DNA gendmico aislado se cuantificd mediante
espectrofotometria, utilizando el instrumento NanoDrop™ One (ThermoFisher™ Scientific,
Waltham, Massachussetts, USA). Se evalud la calidad a través de los criterios de pureza dados
por los radios de absorbancia 260/280 y 260/230 para detectar contaminacion por proteinas y
por sales y compuestos organicos, respectivamente. Posteriormente, se almacend a -80 °C hasta

Su procesamiento.

8.4.3.2 Procesamiento de muestras e hibridacion al microarreglo de alta resolucion

Para obtener informacion sobre el estado de nimero de copias de DNA, el DNA gendmico
aislado se analizd mediante el microarreglo de alta resolucion OncoScan™ CNV Plus Assay
(Affymetrix, Santa Clara, USA). Este microarreglo permite la deteccion de CNAs a nivel de genoma
completo a partir del analisis de tejidos FFPE. El ensayo se llevd a cabo en la Unidad de
Microarreglos del INMEGEN, empleando 80 ng de DNA gendmico; el material de partida se
procesd conforme al protocolo del fabricante.
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8.4.3.3 Analisis de datos

Los datos obtenidos del escaneo de intensidad de fluorescencia en el microarreglo
(archivos .cel), generados mediante el software Affymetrix® GeneChip® Command Console®, se
analizaron mediante el software Chromosome Analysis Suite version 4.3.0.7.1 (Affymetrix, Santa

Clara, CA). Este consiste en dos moddulos:

1. Analysis Workflow Module

Este modulo realiza el procesamiento de los archivos .cel para su normalizacion y correcion;
después, utiliza algoritmos de segmentacion para identificar aquellas regiones gendmicas que
presentan ganancias o pérdidas en el nimero de copias de DNA, en comparacion con un panel
de referencia compuesto por 400 muestras normales. Estos resultados son almacenados en
archivos .oschp. Ademas de esto, el mddulo genera un reporte de calidad que incorpora diversos
parametros, siendo el MAPD y WavinessSD los mas relevantes para evaluar el rendimiento del

ensayo, particularmente en lo que respecta al andlisis de CNAs.

2. Browser Module

Los archivos .oschp son exportados a este médulo, el cual facilita la exploracion detallada de los
resultados mediante la visualizacion interactiva de los segmentos con CNAs. El software genera
reportes que resumen las caracteristicas gendmicas de las CNAs detectadas, ofreciendo
informacién acerca de su ubicacion, tamano, estado de nUmero de copias, genes contenidos en

estas regiones y su relevancia clinica.

8.4.4 Deteccion de alteraciones en el nimero de copias en biopsias liquidas mediante
secuenciacion con Nanoporos

8.4.4.1 Extraccion y cuantificacion de DNA libre circulante

Se realiz6 la extraccion del cfDNA a partir del plasma aislado de las muestras de sangre
total empleando el kit de trabajo MagMAX™ Cell-Free DNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para ello, se utilizd el
instrumento KingFisher™ Duo Prime Magnetic Particle Processor (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) para ejecutar la extraccion mediante un proceso automatizado.

Posteriormente, se procedié a realizar un andlisis de calidad que permitiera la
cuantificacion y evaluacion del tamano de los fragmentos de DNA aislados. Asi mismo, se
determind el porcentaje de cfDNA presente en las muestras con respecto al total del material
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genético extraido. Para llevar a cabo esta evaluacion, se empled el ensayo Cell-free DNA
ScreenTape Assay (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) y el bioanalizador Tape Station
4200 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), ejecutandolo conforme a las indicaciones
detalladas en el protocolo.

8.4.4.2 Preparacion de librerias para secuenciacion y analisis bioinformatico

La preparacion de librerias de secuenciacion y el andlisis bioinformatico se realizaron
conforme a lo descrito en las secciones 8.1.3 y 8.2 (que incluye las subsecciones 8.2.1, 8.2.2 y
8.2.3), respectivamente. Durante la preparacion de librerias, se emplearon 15 ng de ¢cfDNA como
material de partida y se siguieron las modificaciones del protocolo estandarizadas por Martignano
et al. (2021) para adaptarlo al andlisis de muestras de biopsia liquida. Una de las modificaciones
mas importantes fue el aumento en la proporcion de perlas magnéticas usadas durante los
diferentes pasos de purificacion a 1.8x.

8.4.5 Comparacion de regiones gendmicas alteradas a nivel citogenético entre ambos
tipos de biopsias

Con el propodsito de evaluar la concordancia entre las biopsias de tejido tumoral y las
biopsias liquidas, se comparo la localizacion citogenética, el tamano y el nUmero de copias de las
regiones gendmicas con alteraciones cromosémicas detectadas en las muestras pareadas de

cada paciente, de forma semejante a lo detallado en la seccién 8.3.1.3.
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9 RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Rendimiento y estadisticas de la secuenciacion genémica con nanoporos
de fragmentos cortos en lineas celulares tumorales

Los protocolos de secuenciacion gendmica con nanoporos se han optimizado
principalmente para analizar moléculas largas de acidos nucleicos. Sin embargo, el objetivo
principal de este trabajo se centra en la deteccion de CNAs en muestras de biopsias liquidas de
pacientes con cancer de mama. De este modo, este enfoque pretende explorar y validar una
metodologia eficaz para detectar estas alteraciones en fragmentos cortos de DNA, aprovechando
las numerosas ventajas que ofrece la tecnologia de secuenciacion con nanoporos para su
potencial aplicacion clinica en el diagndstico y seguimiento de la enfermedad. Por lo tanto, en
esta seccion inicial, se ha aplicado una metodologia modificada, basada en el trabajo de
Martignano et al. (2021), para analizar fragmentos cortos de DNA provenientes de lineas celulares
tumorales con cariotipos previamente caracterizados en la literatura. Esto permitira la

comparacion de nuestros resultados con datos previamente reportados en la literatura.

Dado gque es el primer esfuerzo del LGC en el uso de esta tecnologia de secuenciacion
para la deteccion de CNAs, se evalud el rendimiento siguiendo la metodologia. Esto se realizd
mediante dos experimentos: 1) una corrida singleplex (secuenciacion de una sola muestra en el
experimento) y 2) una corrida multiplex (secuenciacion de dos o0 mas muestras en el mismo
experimento). La secuenciacion de las librerias de lineas celulares tumorales produjo un
rendimiento de 14,122,691 y 11,713,790 lecturas crudas para los experimentos singleplex (24
horas) y multiplex (40 horas), respectivamente. De forma particular, en el experimento multiplex
se generd un rendimiento de lecturas crudas semejante entre las muestras y que, en todos los
casos, fue mayor a dos millones de lecturas. El Qscore promedio fue igual o mayor a 12.0 en
todas las muestras secuenciadas, valor que es superior al umbral definido en los experimentos
(Qscoreumera= 9.0) (Tabla 3).

Con base en el valor de Qscore, el 83% (11,713,790) de las lecturas del experimento
singleplex cumplieron con la métrica del control de calidad para poder emplearse en el analisis de
deteccion de CNAs. Por otra parte, en el experimento multiplex, el 78% (2,053,916), 76%
(2,069,406), 80% (1,616,190), 79% (1,709,931) y 77% (1,684,347) de las lecturas de las lineas
celulares MCF7, MDA-MB-361, SK-BR-3, MDA-MB-231 y Hs578T, respectivamente, superaron
el umbral de calidad (Tabla 3).
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La mediana de la longitud de las lecturas secuenciadas varid entre 364 y 428 pb (Tabla
3), lo cual es consistente con el tamano de las moléculas de DNA obtenidas posterior a la

fragmentacion del DNA gendmico.

Tabla 3. Rendimiento y estadisticas de la secuenciacion gendmica con nanoporos de lineas celulares
tumorales realizada en la plataforma de secuenciacion GridlON X5.

Mediana
Lecturas
. Lecturas Lecturas tamano Profundidad

, . Tiempo cumplen

Linea celular Experimento totales p/muestra de de
(h) Qscore Qc
(M) (M), (%) lectura cobertura
(M), (%)
(pb)

HelLa Singleplex 24 14.12 14.12 (100.0) 13.7 11.71 (83.0) 428 2x
MCF7 2.63 (22.5) 12.2 2.05 (78.0) 405 0.3x
MDA-MB-361 2.72(23.2) 12.0 2.07 (76.0) 420 0.4x
SK-BR-3 Multiplex 40 11.71 2.02 (17.2) 12.3 1.62 (80.2) 396 0.3x
MDA-MB-231 2.16 (18.5) 12.1 1.71 (79.0) 391 0.3x
Hs578T 2.18 (18.6) 12.0 1.68 (77.4) 364 0.2x

M= millones; QC= Control de calidad; pb= pares de bases

En el experimento singleplex, se alcanzd una profundidad de cobertura igual a 2x, mientras
que en el experimento multiplex, cada muestra obtuvo una profundidad de cobertura que oscild
entre 0.2x y 0.4x (Tabla 3). Particularmente, la profundidad obtenida en el experimento multiplex
se clasifica como secuenciacion a nivel de genoma completo de baja profundidad (sSWGS, shallow
Whole Genome Sequencing), dado que se sitla por debajo del valor de 1x, representativo de este
tipo de abordaje de secuenciacion. Esta variacion en la profundidad de secuenciacion es relevante
para la identificacion precisa de CNAs a nivel de genoma completo, como o han sugerido
estudios previos (Baslan et al., 2015; Baslan et al., 2021), donde se establece que se necesitan
al menos 500,000 lecturas de fragmentos cortos, equivalentes a 0.1x, para una deteccion precisa
de CNAs.

Si bien los resultados mostraron mejor rendimiento y calidad en el experimento singleplex
con relacion al experimento multiplex, mediante ambos enfoques se logré obtener un nuimero
significativamente alto de lecturas, con una profundidad de secuenciacion suficiente, para realizar

un analisis de deteccion de CNAs de alta resolucion. Esto sugiere que este abordaje metodoldgico
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tiene potencial aplicacion en condiciones clinicas donde se requiere un procesamiento simultaneo
de multiples muestras, lo que simplificaria el analisis gendémico e impactaria en el diagnoéstico y

seguimiento de algunas enfermedades, como el cancer de mama.

Adicionalmente, la comparacion de los datos de secuenciacion generados en este trabajo
con los reportados por Baslan et al. (2021) revela una diferencia notable en el rendimiento de
lecturas obtenido. Mientras que en su investigacion se obtuvieron aproximadamente 6 millones
de lecturas, en el presente trabajo se lograron mas de 14 millones en la corrida singleplex y mas
de 11 millones en la corrida multiplex, considerando condiciones de secuenciacion semejantes y
un tamano de fragmento similar, alrededor de 400-500 pb. Asi mismo, nuestros datos mostraron
un valor de Qscore promedio mas elevado en todas las muestras (Qscore reportado por Baslan
et al. (2021) =10.5). El valor de Qscore, 6 phred score, es una medida de la calidad que indica la
probabilidad de que una base haya sido llamada incorrectamente. En nuestros datos, el valor
minimo promedio de Qscore reportado fue de 12.0, lo que significa que existe una probabilidad
promedio del 6.3% de que las bases hayan sido llamadas incorrectamente, o una precision de
lectura equivalente a 93.7%.

9.2 Deteccion de alteraciones en el numero de copias de DNA en lineas
celulares tumorales mediante secuenciacion genémica con nanoporos

A partir de las lecturas que cumplieron con el control de calidad, se realizd el procesamiento
de los datos para inferir el nimero de copias. El algoritmo utilizado relaciona la profundidad de
lectura, es decir, la cantidad de moléculas secuenciadas en regiones genémicas especificas, con
el nimero de copias del genoma. Se considera que el nimero de lecturas correspondiente a un
numero normal o diploide de copias (CN= 2) tiene un valor de loggratio igual a 0. De esta manera,
valores superiores 0 inferiores en el logzratio indican una mayor o menor profundidad de lectura
en el segmento analizado, lo que refleja ganancias (CN > 2) o pérdidas (CN < 2) en el nimero de

copias, respectivamente.

Utilizando ventanas gendémicas de un tamano de 100 kpb y el modo “no control” del
software NanoGLADIATOR, se generaron seis cariotipos moleculares para cada una de las lineas
celulares secuenciadas (Figura 9). Los resultados revelaron que los cromosomas 3, 6, 8, 11, 13,
16, 18 y 20 mostraron alteraciones significativas en el nimero de copias en estas lineas celulares
tumorales. Estos hallazgos son consistentes con la literatura, ya que se ha reportado que estos
cromosomas estan comiunmente afectados por esta clase de alteraciones en diversos tipos

tumorales (Harbers et al., 2021; Knouse et al., 2017).
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Figura 9. El andlisis de fragmentos cortos de DNA mediante la tecnologia de secuenciacion genémica con
nanoporos es util para la deteccion de alteraciones en el nimero de copias de DNA. En esta figura se
presentan los cariotipos moleculares generados con la herramienta NanoGLADIATOR para la deteccion de CNAs en

56 de 129



las lineas celulares: A) Hela, B) MCF7, C) MDA-MB-361, D) SK-BR-3, E) MDA-MB-231 y F) Hs578T. El analisis se
realizé con un tamafio de ventana gendmica de 100 kpb y en el modo “no control”. En el gje de las abcisas se muestran
los cromosomas en orden ascendente, donde cada cromosoma esta representado por un color diferente. En el eje de
las ordenadas, la linea roja continua representa el perfil de segmentacion a través del genoma completo. Un valor de
logoratio de O indica un nimero de copias normal o diploide. El aumento o la disminuciéon del valor de logeratio
corresponde a regiones genémicas con ganancia o pérdida del nimero de copias, respectivamente.

Especificamente en cancer de mama, se han reportado con frecuencia alteraciones en los
cromosomas 8, 11, 17 y 20 (Harbers et al., 2021; Sun & Liu, 2015), lo que respalda aln mas
nuestros hallazgos en estas lineas celulares tumorales, provenientes en su mayoria de tgjido
mamario (MCF7, MDA-MB-361, SK-BR-3, MDA-MB-231 y Hs578T). Este patron de variacion en
diversas regiones gendmicas resalta la complejidad y heterogeneidad de las alteraciones
gendmicas presentes en estos modelos de células tumorales. Importante destacar que, dada la
amplia caracterizacion del genoma de estas lineas celulares, nuestros resultados validan la
capacidad de la tecnologia de secuenciacion con nanoporos para reproducir de manera fiel las
CNAs previamente reportadas.

Adicionalmente, la resolucion de las alteraciones observadas en los cariotipos moleculares
resalta la viabilidad del enfoque de secuenciacion de baja profundidad (sSWGS) en un experimento
multiplex, mostrando resultados precisos con una cobertura menor a 0.5x (Figura 7B-F). Estos
hallazgos sugieren que este método ofrece una opcion factible para identificar alteraciones
cromosomicas, el cual puede ser relevante en contextos clinicos donde se pretende optimizar los

costos sin comprometer la precision en la deteccion de CNAs.

9.3 Validacion de los resultados obtenidos mediante secuenciacion con
nanoporos con la tecnologia de secuenciacion lllumina

9.3.1 Analisis de correlacion de datos de segmentacion entre tecnologias de
secuenciacion

La evaluacion de la correlacion entre los resultados obtenidos a partir de la secuenciacion
gendmica con nanoporos en lineas celulares tumorales y los datos provenientes de la
secuenciacion lllumina, disponibles en bases de datos publicas, constituyd un aspecto clave de
esta trabajo. Se utilizd el software XCAVATOR para el analisis de los datos lllumina, el cual es
equiparable al software NanoGLADIATOR empleado para la secuenciacion con nanoporos,
utilizando los mismos parametros en ambos casos: modo 'no control' y una ventana gendmica
de 100 kpb.
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Se compararon los datos de segmentacion (valores de logaratio) de cuatro de las seis
lineas celulares secuenciadas a través de 26,881 ventanas gendmicas que eran correspondientes
entre ambas tecnologias de secuenciacion. Este andlisis reveld una correlacion muy alta entre los
resultados obtenidos mediante secuenciacion gendémica con nanoporos Yy los datos lllumina en
todas las lineas celulares estudiadas (coeficiente de correlacion de Spearman = 0.90-0.94, valor
p < 2.2e-16) (Figura 10).

Es importante destacar que la comparacion se llevd a cabo considerando profundidades
de secuenciacion notoriamente diferentes. Los datos obtenidos mediante secuenciacion con
nanoporos reflejan una baja profundidad, menor a 0.5x. Por otro lado, los datos generados a
través de secuenciacion lllumina, segun se indica en la Tabla 2, poseen una profundidad de
secuenciacion superior a 35x en tres de las cuatro lineas celulares analizadas (MCF7, MDA-MB-
361, MDA-MB-231). Este contraste en las profundidades de secuenciacion denota una diferencia
considerable en la cantidad de datos generados por cada tecnologia. A pesar de esta diferencia,
los resultados revelaron una correlacion significativamente alta entre ambos conjuntos de datos.
Esto no solo evidencia la utilidad de la secuenciacion con nanoporos para su empleo en entornos
donde se busca una alternativa rentable y eficiente para la deteccion de alteraciones gendmicas,
sino que también sefnala su capacidad para producir resultados comparables con tecnologias de

secuenciacion de alto rendimiento, aun en condiciones de baja profundidad de secuenciacion.

La correlacion observada entre las tecnologias de secuenciacion se ve respaldada por
estudios previos. Baslan et al. (2021) reportd la correlacion entre la secuenciacion con nanoporos,
utilizando el secuenciador MinlON, y la secuenciacion lllumina en la linea celular SK-BR-3,
identificando una correlacion de 0.98 en un tamano de ventana gendémica de 150 kpb y de 0.99
en una ventana gendémica de 600 kpb. Estos hallazgos refuerzan la capacidad de la secuenciacion
con nanoporos para generar datos comparables a los obtenidos con tecnologias de

secuenciacion de lecturas cortas, incluso al utilizar ventanas genémicas de distintos tamanos.
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Figura 10. Los resultados de deteccion de alteraciones en el nimero de copias de DNA mediante las
tecnologias de secuenciacion con nanoporos y de secuenciacion lllumina estan altamente correlacionados.
En esta figura se presentan los graficos de correlacion entre los datos de secuenciacion gendmica con nanoporos
analizados con el software NanoGLADIATOR vy los datos de secuenciacion lllumina analizados con el software
XCAVATOR de las lineas celulares: A) MCF7 (Coeficiente de correlacion de Spearman = 0.94, valor p < 2.2e-16, n=
26,881), B) MDAMB361 (Coeficiente de correlacién de Spearman = 0.92, valor p < 2.2e-16, n= 26,881), C) SKBR3
(Coeficiente de correlacion de Spearman = 0.90, valor p < 2.2e-16, n= 26,881) y D) MDAMB231 (Coeficiente de
correlacion de Spearman = 0.90, valor p < 2.2e-16, n= 26,881). En el eje de las abcisas se muestra el valor promedio
de segmentacion (logeratio) calculado para cada ventana gendmica en los datos de secuenciacion con nanoporos y en
el eje de las abcisas los calculados para cada ventana genémica en los datos de secuenciacion lllumina. En ambos
casos, el andlisis se realizd con un tamafo de ventana genémica de 100 kpb y en el modo “no control”. La correlacion
de los datos se evalud en 26,881 ventanas gendmicas.
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9.3.2 Comparacion de regiones gendmicas alteradas a nivel citogenético entre
tecnologias de secuenciacion

Si bien el andlisis de los valores de logoratio a través de ventanas de tamano definido en
un genoma proporciona una vision general del tipo de alteraciones presentes en una muestra, es
decir, ganancia o pérdida en el numero de copias, el objetivo final del analisis de las CNAs es
obtener una comprension mas profunda de las caracteristicas moleculares de las células
tumorales. Esta comprension detallada se logra al identificar la ubicacion especifica de cada
alteracion cromosomica detectada. Esto resulta crucial para identificar con precision genes
cruciales en la biologia del cancer de mama que residen dentro de las regiones alteradas, los
cuales pueden ser clave para el diagndstico, prondstico y tratamiento de las pacientes.

Para llevar a cabo la comparacion a nivel citogenético entre las tecnologias de
secuenciacion, se aplicaron criterios especificos para eliminar los valores de segmentacion
(logeratio) de baja amplitud. Estos valores, originados por fluctuaciones aleatorias que pueden
generar resultados falsos positivos, se filtraron mediante el establecimiento de valores de corte.
Se clasificaron como ganancias (duplicaciones de una o multiples copias) a las regiones
gendmicas con valores de logzratio mayores a 0.40, mientras que se consideraron como pérdidas
(deleciones de una o ambas copias) aquellas con valores de loggratio menores a -0.40. Bajo estas
condiciones, se detectaron 24, 60, 45, 66, 25 y 15 alteraciones cromosdmicas en el genoma de
las lineas celulares Hela, MCF7, MDA-MB-361, SK-BR-3, MDA-MB-231 y Hs578T,

respectivamente (Tablas Suplementarias 1-6).

El andlisis comparativo se centrd en las mismas cuatro lineas celulares estudiadas en la
seccion 9.3.1. La localizacion citogenética de las regiones gendémicas alteradas se compard con
la localizacion de las regiones detectadas mediante secuenciacion lllumina. Los valores de
segmentacion para los datos lllumina también se filtraron utilizando los mismos valores de corte.
En este caso, el andlisis de datos reveld la presencia de 58, 54, 110 y 56 CNAs en el genoma de
las lineas celulares MCF7, MDA-MB-361, SK-BR-3 y MDA-MB-231, respectivamente (Tablas
Suplementarias 7-10).

La Tabla 4 proporciona una resumen del conteo global de alteraciones cromosémicas
identificadas en cada linea celular utilizando ambas tecnologias de secuenciacion. Ademas, se
presenta la categorizacion de estas alteraciones segln su estado de ndmero de copias,

expresado en términos numéricos y porcentuales.
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Tabla 4. Resumen de alteraciones en el nimero de copias de DNA detectadas mediante las tecnologias de
secuenciacion gendmica con nanoporos y secuenciacion lllumina en lineas celulares tumorales.

Linea celular

Tecnologia Estado de CN MCF7 MDA-MB-361 SK-BR-3 MDA-MB-231
n (°/o) n (°/o) n (°/o) n (°/o)
Duplicacion 25 (41.7) 17 (37.8) 21 (31.8) 8(33.3)
Duplicacion de
multiples 11 (18.3) 7 (15.6) 20 (30.3) 14.2)
; copias
Secuenciacion
con nanoporos Delecion 22 (36.7) 20 (44.4) 23 (34.9) 13 (564.2)
Doble delecion 2 (3.3) 1(2.2) 2 (3.0 2 (8.3
Total 60 (100.0) 45 (100.0) 66 (100.0) 24 (100.0)
Duplicacion 17 (29.3) 18 (33.3) 25 (22.7) 15 (26.8)
Duplicacion de
muiltiples 16 (27.6) 14 (25.9) 60 (54.6) 17 (30.3)
L copias
Secuenciacion
lllumina Delecion 25 (43.1) 22 (40.8) 24 (21.8) 23 (41.1)
Doble delecion 0 (0.0 0 (0.0 1 (0.9 1(1.8)
Total 58 (100.0) 54 (100.0) 110 (100.0) 56 (100.0)

CN= Numero de copias

Se observa una diferencia notable en la proporcién de duplicaciones y duplicaciones de
multiples copias detectadas entre las tecnologias de secuenciacion con nanoporos e lllumina en
las lineas celulares. En general, la secuenciacion con nanoporos muestra una mayor cantidad de
duplicaciones en comparacion con las duplicaciones de multiples copias, mientras que con la

secuenciacion lllumina ocurre lo contrario.

Una posible explicacion para esto podria deberse a las diferencias en la profundidad de
secuenciacion entre ambas tecnologias. Es importante tener en cuenta que los datos de
secuenciacion con nanoporos corresponden a una secuenciacion de baja profundidad, mientras
que los datos de secuenciacion lllumina provienen de una secuenciacion de alta profundidad.
Esta disparidad en la profundidad de secuenciacion puede afectar la capacidad de estimar el
numero de copias relativo para cada regidon gendmica. En particular, la baja profundidad de
secuenciacion con nanoporos podria estar influyendo en la precision de la deteccion de
duplicaciones de multiples copias, dificultando la distincion entre duplicaciones de una copia y

duplicaciones de multiples copias en el analisis de los datos.
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Respecto a las deleciones detectadas en las lineas celulares, se observa en términos
generales una cantidad semejante entre ambas tecnologias, aunque se detecta ligeramente un
mayor ndmero de deleciones dobles mediante la secuenciacidon con nanoporos. A diferencia de
las duplicaciones, donde el niUmero de copias ganadas puede ser alto y la distincion entre
duplicaciones simples y de multiples copias puede ser mas complicada, en el caso de las
deleciones, la distincion se reduce a la pérdida de una o dos copias de la region. Por lo tanto,en
este caso, el enfoque de profundidad de secuenciacion puede no estar afectando en gran medida
la capacidad para distinguir entre una delecion de una copia y una de dos copias.

9.3.2.1 Linea celular MCF7

La secuenciacion gendmica con nanoporos reveld 60 CNAs en esta linea celular: 42%
duplicaciones (800 - 86,925 kpb), 18% duplicaciones de multiples copias (500 - 26,015 kpb),
37% deleciones (600 - 54,475 kpb) y solo 3% deleciones de ambas copias (200 - 4,885 kpb)
(Tabla 4 y Tabla Suplementaria 2). Por otro lado, la secuenciacion lllumina detectd 58 CNAs: 29%
duplicaciones (998 - 88,200 kpb), 28% duplicaciones de multiples copias (400 - 43,691 kpb) y
43% deleciones (500 - 54,720 kpb) (Tabla 4 y Tabla Suplementaria 7).

Los resultados de la secuenciacion gendmica con nanoporos Yy la secuenciacion lllumina
revelaron una serie de CNAs en esta linea celular. Estos cambios gendmicos incluyen
duplicaciones y deleciones que afectan diversas regiones, mostrando una marcada
predominancia de duplicaciones de una y multiples copias. Aunque se observaron diferencias en
la deteccion de deleciones de ambas copias entre ambas tecnologias, la similitud en el recuento

total de CNAs sugiere una coherencia en la identificacion de cambios gendmicos.

A partir de estos resultados, se lograron identificar 34 regiones gendmicas alteradas
consistentes entre ambas tecnologias. En la mayoria de los casos, estas regiones presentaron
tamanos y nimeros de copias similares, detallados en la Tabla 5. De estas regiones, se observo
que los cromosomas con mayor frecuencia de CNAs son el 1, 3, 11 y 20 (Figura 11). En el
cromosoma 14 se detectd la alteracion con mayor extension (secuenciacion con nanoporos =
86,925 kpb; secuenciacion lllumina = 88,200 kpb), la cual genera una ganancia que afecta todo
el brazo largo del cromosoma (Figura 11). Ademas, mediante secuenciacion con nanoporos se
detectaron amplificaciones de 11 copias en los cromosomas 1y 3. Estos hallazgos concuerdan
con reportes previos sobre el perfil de CNAs que caracteriza a esta linea celular (Beroukhim et al.,
2010; Jonsson et al., 2007; Mackay et al., 2009; Shadeo & Lam, 2006).
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Tabla 5. Regiones gendmicas alteradas en el nimero de copias que son concordantes entre ambas
tecnologias de secuenciacion (nanoporos e lllumina) en la linea celular MCF7.

Secuenciacion con Secuenciacion
. . : Genes
Cromosoma Clto_b .:-_m_da Cltoba_nda nanopores fllumina clinicamente
de inicio de fin

CN  Tamafio (kpb) CN Tamafio (kpb)  relevantes
1 1p22.3 1p21.1 1 20,625 1 20,686
1 1p21.1 1p13.3 11 1,900 3 2,300
1 1q12;1'12(('5'> " 13 4 6,970 4 9,974
1 19231 1924.2 1 9,800 1 9,900
1 1931.3 1932.2 3 9,430 4 9,473
1 1932.2 1041 1 6,765 1 6,900
1 1041 1041 4 4,800 4 5,000
3 3p22.1 3p14.2 1 19,495 1 20,200
3 3p14.2 3p14.1 11 3,400 9 2,400
3 3013.31 3013.31 1 700 1 800
4 4q34.3 4q35.2 1 9,180 1 9,000
6 6025.2 627 1 14,597 1 14,712
7 7p14.3 7%:‘5"(2'\(")) /3 3,200 3 3,600
7 70221 7031.1 3 13,710 3 13,840
8 8p23.3 8p11.1 1 42,870 1 43,732
11 11p15.5 11p15.3 1 11,650 1 11,853
11 11g11 11g12.1 1 4,195 1 4,800
11 11q14.2 11923.3 1 30,470 1 30,563 PGR, ATM
11 11923.3 11923.3 3 2,100 3 2,200
11 11923.3 11925 1 15,285 1 15,600
13 13921.2 1334 1 54,475 1 54,720
14 /1 ji;l 12(1’\(?) 14932.33 3 86,925 3 88,200 ESR2, AKT1
15 150921.2 15021.3 5 4,800 5 4,900
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Secuenciacion con Secuenciacion

Citobanda = Citobanda nanoporos lllumina , (_ienes
Cromosoma . . clinicamente
de inicio de fin : t
CN Tamafo (kpb) CN Tamafo (kpb)  'e'€vantes
15 15023 15026.3 3 31,460 3 39,425
16 16011.2 16022.1 1 20,575 1 20,800
17021.1(N)
17 17911.2 / 1 9,930 1 10,263 NF1
17021.2()
17 17021.32 17024.3 4 22,180 4 22,235
18 18g12.2 18023 1 44,032 1 44 161
19 19p13.3 19p13.2 1 9,255 1 9,977
20p11.21(N)

20 20p12.3 / 20p11.1() 3 18,800 3 19,600
20 2012 2012 B 1,600 B 1,900

20q13.12(N)
20 / 20g13.33 5 17,316 4-5 14,716

20q13.13()
21 21922.13 21922.3 S 8,545 S 8,745
22 22912.3 22q13.33 1 15,725 1 16,105

Para cada CNA detectada por medio de ambas tecnologias de secuenciacion, se presenta la localizacion citogenética,
el estado de nimero de copias y el tamafio de la alteracion detectado con secuenciacién con nanoporos (columna
verde) y con secuenciacion lllumina (columna azul). kpb=kilopares de bases; N= Secuenciacién con nanoporos; |=
Secuenciacion lllumina

Estas alteraciones identificadas revelaron la delecion de genes clinicamente relevantes
para el cancer de mama, como PGR (11922.1), ATM (11922.3), ESR2 (14923.2-g23.3), AKT1
(14032.33) y NF1 (17911.2). Ademas de los anteriores, los datos obtenidos mediante la
tecnologia de secuenciacion gendmica con nanoporos permitieron identificar otros genes
relevantes que no fueron detectados en los datos de secuenciacion lllumina. Destacan la
amplificacion de los genes PIK3CA (3026.32), CCND1 (11913.3), CDK4 (12q14.1) y MDM2
(12915), y la delecion del gen RB7 (13914.2). Es relevante subrayar que la mayoria de estos genes
y las regiones gendémicas en las que se localizan ya habian sido previamente descritos para esta
linea celular mediante diversos métodos de deteccion como gPCR, FISH, CGH y CGH basado
en microarreglos (Nugoli et al., 2003; Ono et al., 2021; Shadeo & Lam, 2006; Wu et al., 2005).
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Esta diferencia en la capacidad de deteccion entre las plataformas sugiere una ventaja de la
secuenciacidon con nanoporos para obtener una perspectiva mas completa y detallada de las

alteraciones presentes en las células tumorales.
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Figura 11. Perfiles de segmentacion de los cromosomas 11 y 14 obtenido con secuenciacion con nanoporos
e lllumina en la linea celular MCF7. En esta figura se presentan dos ejemplos de perfiles de segmentacion, a nivel
cromosomico, de la linea celular MCF7. En el grafico superior se muestran los resultados generados con los datos de
secuenciacion lllumina (A), mientras que en el grafico inferior se presentan los resultados obtenidos mediante
secuenciacion con nanoporos (B). En el eje de las abcisas se muestra la posicidon cromosdmica. En el eje de las
ordenadas, la linea roja indica el perfil de segmentacion en dicho cromosoma. Un valor de loggratio de O indica un
nuimero de copias normal o diploide. El aumento o la disminucion del valor de loggratio corresponde a regiones
gendmicas con ganancia (recuadros azules) o pérdida del nUmero de copias (recuadros rojos), respectivamente. En
cada recuadro se muestra la localizacion citogenética de las regiones gendémicas alteradas (dentro del paréntesis) y su
numero de copias (fuera del paréntesis). En el cromosoma 11, se detectaron cinco CNAs; cuatro de ellas se identificaron
como deleciones de una copia, localizadas en las citobandas p15.5-p15.3, q11-g12.1, q14.2-g23.3 y 923.2-025, y
una como duplicacion, ubicada en la region g23.3. En el cromosoma 14, se identifico la ganancia de 3 copias de la
region que abarca las citobandas g11.1/11.2-g22.1, la cual fue la CNA de mayor extension encontrada en esta linea
celular.

9.3.2.2 Linea celular MDA-MB-361

En esta linea celular se detectaron 45 CNAs utilizando la tecnologia de secuenciacion con
nanoporos. El 38% de ellas se identificaron como duplicaciones (1,000 — 70,310 kpb), el 16%

como duplicaciones de multiples copias (800 — 30,795 kpb), el 44% como deleciones (1,200 —
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64,325 kpb) y el 2% como deleciones dobles (900 — 31,045 kpb) (Tabla 4 y Tabla Suplementaria
3). En contraposicion, la secuenciacion lllumina identificé 58 CNAs: 33% duplicaciones (600 —
70,497 kpb), 26% duplicaciones de muiltiples copias (200 — 25,800 kpb) y 41% deleciones (701
— 48,364 kpb), sin encontrar deleciones de ambas copias (Tabla 4 y Tabla Suplementaria 8).

Las duplicaciones de una copia fueron la Unica clase de alteracion que se detectd de
forma semejante entre ambas tecnologias (secuenciacion con nanoporos = 38%; secuenciacion
llumina = 33%). Particularmente, con secuenciacion con nanoporos se detectd 1 delecion de

ambas copias, la cual no fue identificada mediante la otra tecnologia (Tabla 4).

De estas alteraciones, se identificaron 30 regiones gendémicas consistentemente alteradas
entre ambas tecnologias, mostrando semejanzas en tamanos y nimeros de copias (Tabla 6).
Destacan los cromosomas 8, 11, 12 y 17 con mayor frecuencia de CNAs, siendo el cromosoma
8 el que mostro la alteracion de mayor extension (secuenciacion con nanoporos = 70,310 kpb;
secuenciacion lllumina = 70,497 kpb). En cambio, el cromosoma 17 se caracterizd por estar
mayormente afectado por alteraciones de aumento en el nimero de copias (Figura 12). El perfil
de alteraciones observado en esta linea celular concuerda con lo reportado en trabajos anteriores
(Jonsson et al., 2007; Mackay et al., 2009).

Tabla 6. Regiones gendmicas alteradas en el nimero de copias que son concordantes entre ambas
tecnologias de secuenciacion (nanoporos e lllumina) en la linea celular MDA-MB-361.

Secuenciacion con Secuenciacion Genes
it it . ¢
Cromosoma ci o_b e_m_da ci oba_nda nanoporos it clinicamente
de inicio de fin : t
CN Tamafo (kpb) CN Tamaiio (kpb) relevantes
5p12(N) /
5 5p15.33 p12(N) 3 45,740 3 46,371
5p11()
7 7q11.22 7911.23 3 4,185 3 4,999
8 8p23.3 8p23.2 1 2,450 1 3,000
8 8p23.2 8p12 1 31,045 1 31,032
8 8g21.11 8024.3 S 70,310 S 70,497 MYC
] 4 CDKNZ2A,
9 9p24.3 9p21.1 1 30,090 30,400 CDKN2B
9 9p21.1 9p13.2 3 5,910 3 6,900
10 10p15.3 10p15.1 1 4,950 1 5,100
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Secuenciacion con Secuenciacion

Cromosoma Cito_b e_m_da Citoba_nda nanoporos I e cll'n(ii:zr:::nte
de inicio de fin
CN  Tamafo (kpb) CN Tamafio (kpb)  felevantes

10 10026.2 10G26.3 1 6,361 1 6,361

11 11p15.5 11p15.4 1 6,585 1 6,853

11 11p15.4  11p11.12 1 43,220 1 44,678

11 11913.3 11913.3 5 1,680 4 1,580 CCNDT1

12 12p13.33  12p11.1 3 34,050 3 34,694

12 12921.2 12023.3 4 25,730 4 25,800

12 120233 = 12024.32 3 21,840 3 21,824

14 14921.3 14922.1 4 3,600 3 3,700

15 15q11.2 15013.2 1 8,805 1 7,663

16 16p13.3 16p11.1 3 34,935 3 35,213

16 16022.1 16024.3 3 23,350 3 23,454

17 17q11.1 17q11.2 3 3,840 3 4,200

17 17911.2 17912 3 2,000 3 3,100

17 17912 17912 1 1,200 1 1,663

17 17912 17021.1 4 1,595 3 1,900 ERBBZ,
GRB7

17 17921.1 17921.31 1 2,825 1 2,900 BRCA1

17 17921.32  17g25.3 5 30,795 5 31,035

18 18q12.1 18923 1 47,132 1 47,161

19 19913.42  19013.43 4 3,345 3 3,500

20 20qg11.21 20q12 3 7,912 3 8,428

20 2001313 = 20q13.33 3 13,318 3 13,516

21 21g11.2 21022.3 1 32,435 1 33,545

Para cada CNA detectada por medio de ambas tecnologias de secuenciacion, se presenta la localizacion citogenética,
el estado de nimero de copias y el tamafio de la alteracion detectado con secuenciacién con nanoporos (columna
verde) y con secuenciacion lllumina (columna azul).kpb=kilopares de bases; N= Secuenciacién con nanoporos; |=
Secuenciacion lllumina
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Figura 12. Perfiles de segmentacion de los cromosomas 8 y 17 obtenido con secuenciacion con nanoporos
e lllumina en la linea celular MDA-MB-361. En esta figura se presentan dos ejemplos de perfiles de segmentacion,
a nivel cromosoémico, de la linea celular MDA-MB-361. En el grafico superior se muestran los resultados generados con
los datos de secuenciacion lllumina (A), mientras que en el gréafico inferior se presentan los resultados obtenidos
mediante secuenciacion con nanoporos (B). En el eje de las abcisas se muestra la posicion cromosémica. En el eje de
las ordenadas, la linea roja indica el perfil de segmentacion en dicho cromosoma. Un valor de loggratio de O indica un
nuimero de copias normal o diploide. El aumento o la disminucion del valor de loggratio corresponde a regiones
gendmicas con ganancia (recuadros azules) o pérdida del nUmero de copias (recuadros rojos), respectivamente. En
cada recuadro se muestra la localizacion citogenética de las regiones gendémicas alteradas (dentro del paréntesis) y su
numero de copias (fuera del paréntesis). En el cromosoma 8, se detectaron tres CNAs; dos de ellas se identificaron
como deleciones de una copia en el brazo corto del cromosoma, en las regiones p23.3-p23.2 y p23.2-p12, y una
ganancia de 3 copias de la regién que abarca las citobandas g21.11-g24.3; esta Ultima fue la alteracion de mayor
extension encontrada en la linea celular. En el cromosoma 17, se identificd el mayor nimero de CNAS. De estas, cuatro
generaron un aumento en el numero de copias en las regiones: q11.1-q11.2, g11.2-gq12, g12-g21.1 y g21.32-925.3;
en el caso de las regiones q12 y g21.1-g21.1-g21.31, se detectaron deleciones de una copia.

A partir de estas regiones gendmicas alteradas, se identificaron siete genes clinicamente
relevantes en el cancer de mama. Entre estos genes, cuatro mostraron un aumento en el nUmero
de copias de DNA: MYC (8g24.21), CCND1 (11913.3), ERBB2 (17g12) y GRB7 (17912). Por otro
lado, tres genes presentaron una disminucion en el nimero de copias de DNA: CDKN2A (9p21.3),
CDKN2B (9p21.3) y BRCAT (17921.31). Ademas de los anteriores, mediante los datos de

secuenciacion con nanoporos se logroé la identificacion de tres genes relevantes que no fueron
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detectados al analizar los datos de secuenciacion lllumina. Estos genes incluyen PGR (11g22.1)
y ATM (11922.3), ambos presentando una pérdida en el nimero de copias, cuya alteracion ha
sido previamente documentada en la literatura mediante CGH basado en microarreglos (Mackay
et al., 2009). De forma semejante a lo observado en la linea celular MCF7, estos hallazgos
destacan la capacidad de la secuenciacion con nanoporos para proporcionar mayor informacion
sobre las alteraciones gendmicas presentes en las células tumorales, en comparacion con la

tecnologia de secuenciacion lllumina.

9.3.2.3 Linea celular SK-BR-3

Los resultados en esta linea celular mostraron la deteccion de 66 CNAs mediante
secuenciacion con nanoporos. El 32% se clasificd en duplicaciones (700 — 83,900 kpb), el 30%
en duplicaciones de multiples copias (300 - 65,135 kpb), el 35% en deleciones (400 - 48,822 kpb)
y el 3% en deleciones de dos copias (500 — 6,000 kpb) (Tabla 4 y Tabla Suplementaria 4). Por
otro lado, los datos de secuenciacion lllumina permitieron la deteccion de 110 CNAs. De acuerdo
con el estado de numero de copias, se identificd que el 23% de estas corresponden a
duplicaciones (1,200 - 70,600 kpb), el 54% a duplicaciones de multiples copias (200 - 21,716
kpb), el 22% a deleciones (500 - 48,987 kpb) y soélo el 1% a deleciones dobles (4,236 kpb) (Tabla
4 y Tabla Suplementaria 9).

Destaca que el numero total de CNAs fue notablemente mayor en los datos de
secuenciacion lllumina en comparacion con los de secuenciacion con  Nanoporos.
Especificamente, se observd que las duplicaciones de multiples copias fueron tres veces mas
frecuentes en los datos de lllumina. De este hallazgo es importante sefalar que los datos de
lllumina provienen de un experimento de secuenciacion dirigida, mientras que los datos de
secuenciacion con nanoporos se obtuvieron de experimentos de WGS (Tabla 2), lo cual podria
influir en las diferencias observadas. La secuenciacion dirigida se enfoca en areas especificas del
genoma, lo que puede permitir una mayor profundidad de secuenciacion en esas regiones
especificas, lo que a su vez incrementa la probabilidad de detectar CNAs en ellas (Pei et al., 2023).
Por el contrario, si bien la secuenciacion a nivel de genoma completo ofrece una vision global,
esta puede limitar la deteccion de CNAs en regiones gendmicas con muy baja profundidad de
secuenciacion, especialmente en experimentos con una profundidad de cobertura inferior a 1x,

como en este trabajo.
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Dado que los datos provienen de experimentos de secuenciacion diferentes, esto impide
una comparacion directa. ldealmente, seria mas apropiado analizar los datos de secuenciacion
con nanoporos restringiendo la evaluacion a los mismos genes que se analizaron en los datos de
secuenciacion dirigida, para asi facilitar una comparacion mas directa y precisa. A pesar de esta
limitacion, se optd por realizar un analisis exploratorio para identificar posibles regiones gendmicas

alteradas que fueran concordantes entre ambas plataformas de secuenciacion.

Se identificaron 42 regiones en el genoma cuyo estado alterado era concordante entre las
tecnologias de secuenciacion (Tabla 7). En estos resultados, se destacaron los cromosomas 3,
8, 10, 17 y 20 por presentar el mayor nimero de CNAs. Especificamente, en los cromosomas 8
y 17 se identificaron amplificaciones de hasta 18 y 9 copias, respectivamente (Figura 13). Aunque
en el cromosoma 1 soélo se detectd una alteracion, esta fue la de mayor extension encontrada en
el genoma de la linea celular (secuenciacion con nanoporos = 83,900 kpb; secuenciacion lllumina
= 66,988 kpb). En el brazo corto del cromosoma 19 se hallé la Unica doble delecion reportada
mediante ambas tecnologias. Al comparar este perfil de alteraciones con la literatura existente
para esta linea celular, se observd una consistencia notable (Jonsson et al., 2007; Mackay et al.,
2009; Shadeo & Lam, 2006).

Pese a la diferencia en la cantidad de CNAs detectadas entre las tecnologias de
secuenciacion, ambas permitieron la identificacion de genes de relevancia clinica en el contexto
del cancer de mama. Las notables amplificaciones de 18 y 9 copias en los cromosomas 8 y 17,
respectivamente, correspondieron a regiones gendmicas que albergan a los genes MYC
(8924.21), ERBB2 (17912) y GRB7 (17g12). Adicionalmente, se identificaron ganancias en el
numero de copias de EGFR (7p11.2) y NF1 (17g11.2), mientras que se evidencio la pérdida en el
numero de copias en genes de importancia como PTEN (10923.31) y BRCA7 (17921.31). La
identificacion de genes clinicamente relevantes, incluso en condiciones de menor resolucion,
destaca el potencial de el enfoque de sWGS, utilizando secuenciacion gendémica con nanoporos,
para recuperar informacion crucial sobre las alteraciones gendmicas mas importantes presentes

en las células tumorales.
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Tabla 7. Alteraciones en el numero de copias de DNA detectadas mediante ambas tecnologias de

secuenciacion (nanoporos e lllumina) en la linea celular SK-BR-3.

Cromosoma

10

Citobanda
de inicio

1921.1(N) /
1023.3()

3p26.1
3p22.2
3026.2
3026.32
4p16.3
5p15.2
5023.3
5q32

6p25.3

6p24.3

7p22.3

7g11.21(N)
/7911.1()

7032.3

8g13.3(N) /
8913.1()

8g21.3(N) /
8g21.2()

8021.3
8022.3
8023.1
80124.21
80124.22
80124.23

10p11.23

Secuenciacion con Secuenciacion Genes
Citobanda nanoporos lllumina clinicamente
detin CN  Tamafio (kpb) CN Tamafio (kpb)  'clovantes
1q42.13 3 83,900 3 66,988
3p26.1 3 3,600 4 3,700
3p22.1 4 1,600 4 2,900
3026.31 3 3,585 4 3,900
3929 4 19,585 4 15,100
4p11 1 48,822 1 48,987
5p15.1 1 1,080 1 1,100
531.2 1 8,295 1 9,700
5433.2 3 6,200 3 6,500
6p24.3 1 7,000 1 7,300
6p22.3 3 16,200 3 17,200
7?;1 12(1'\(")) fg 57,270 4 58,001 EGFR
7325212\(?) fy 65,135 4 70,600
7933 1 1,100 1 1,200
8q21.13 | 13 10,600 10 14,600
8q21.3 8 5,435 8 5,900
8422.1 1 6,000 1 6,100
8423.1 1 4,100 1 4,700
8q24.13 | 14 16,800 16 17,000
8q24.21 17 1,200 18 1,400 MYC
8q24.22 1 600 1 600
8q24.3 1 4,800 1 4,300
10p11.22 1 3,400 1 3,300
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Secuenciacion con Secuenciacion Genes

Cromosoma Cito_be_m_da Citoba_nda nanoporos lllumina clinicamente
de inicio de fin relevantes
CN Tamano (kpb) CN Tamaio (kpb)
10g22.1(N)
1 10g21.1 16,4
0 /10621.3() 3 6,465 3 14,000
10022.1(N)
10 / 10g23.1 4 8,580 4 12,700
10021.3()
10 10023.1 10025.2 1 30,980 1 30,800 PTEN
12 12923.3 12g24.11 1 1,200 1 1,300
13 130321 1334 3 19,930 3 19,930
14 14931.3 14g32.12 5 6,980 4 7,000
16 16921 16024.3 1 28,450 1 28,754
17 179111 17qg11.2 4 3,585 4 4,500 NF1
17 17911.2 17912 1 7,945 1 7,463
17 17912 17021.2 7 3,225 9 3,300 Sl
st : ’ GRB7
17021.2(N)
17 / 17g23.2 1 18,890 1 16,000 BRCAT1
17g21.31())
17 17923.2 17024.3 3 8,625 4 9,235
17 17g25.3 17025.3 6 1,455 5 2,936
18 18q12.2 18q21.31 1 21,069 1 21,298
19p12(N) /
19p12
19 p 190110) 3,465 0 4,236
20p11.21(N)
20p13
20 p / 20p11.1() 25,445 4 26,200
20g11.23(N)
2 20g11.22 4.612
0 / 20012() 6 5 4,743
20 20q12 20013.33 5 21,516 5 21,716
22 22013.31 22013.31 1 600 1 700

Para cada CNA detectada por medio de ambas tecnologias de secuenciacion, se presenta la localizacion citogenética,
el estado de numero de copias y el tamafio de la alteracion detectado con secuenciacién con nanoporos (columna
verde) y con secuenciacion lllumina (columna azul).kpb=kilopares de bases; N= Secuenciacién con nanoporos; |=
Secuenciacion lllumina
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Figura 13. Perfiles de segmentacion de los cromosomas 8 y 17 obtenido con secuenciacion con nanoporos
e lllumina en la linea celular SK-BR-3. En esta figura se presentan dos ejemplos de perfiles de segmentacion, a
nivel cromosomico, de la linea celular SK-BR-3. En el gréafico superior se muestran los resultados generados con los
datos de secuenciacion lllumina (A), mientras que en el grafico inferior se presentan los resultados obtenidos mediante
secuenciacion con nanoporos (B). En el eje de las abcisas se muestra la posicion cromosémica. En el eje de las
ordenadas, la linea roja indica el perfil de segmentacion en dicho cromosoma. Un valor de loggratio de O indica un
nuimero de copias normal o diploide. El aumento o la disminucion del valor de loggratio corresponde a regiones
gendmicas con ganancia (recuadros azules) o pérdida del nUmero de copias (recuadros rojos), respectivamente. En
cada recuadro se muestra la localizacion citogenética de las regiones gendémicas alteradas (dentro del paréntesis) y su
numero de copias (fuera del paréntesis). En el cromosoma 8, se detectd el mayor nimero de CNAS: cuatro
duplicaciones de multiples copias en las regiones: q13.1/q13.3-g21.13, g21.2/921.3-g21.3, g23.1-g24.13 y g24.21;
y cuatro deleciones de una copia en las regiones: g21.3-g22.1, 922.3-g23.1, g24.22 y g24.23. Se identificaron seis
CNAs en el cromosoma 17. De estas, cuatro condujeron al incremento en la cantidad de copias presentes en las
regiones cromosomicas: gl1.1-q11.2, g12-g21.2, 923.2-g24.3 y g25.3. En lo que concierne a las regiones
cromosoémicas g11.2-gq12 y g21.2-g23.2, se observaron deleciones que resultaron en la pérdida de una copia.

9.3.2.4 Linea celular MDA-MD-231

Los resultados de la secuenciacion gendmica con nanoporos revelaron 24 CNAs en esta
linea celular. Se identificd que el 34% eran duplicaciones (1,300 - 44,685 kpb), el 4% eran
duplicaciones de multiples copias (8,200 kpb), el 54% eran deleciones (900 — 95,440 kpb) y solo
el 8% eran deleciones de ambas copias (4,785 — 5,170 kpb). Por otra parte, la secuenciacion
lllumina detectd 56 CNAs, incluyendo 27% de duplicaciones (300 — 46,499 kpb), 30% de
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duplicaciones de muiltiples copias (200 — 8,400 kpb), 41% de deleciones (500 — 96,020 kpb) y
2% de deleciones dobles (5,300 kpb). Los detalles se encuentran en la Tabla 4 y Tabla
Suplementaria 5 para la secuenciacion con nanoporos, y en la Tabla 4 y Tabla Suplementaria 10

para la secuenciacion lllumina.

Estos resultados muestran diferencias significativas en la deteccion de CNAs entre las
tecnologias de secuenciacion en esta linea celular. Mientras que la tecnologia de secuenciacion
gendmica con nanoporos reveld un numero menor de CNAs global, la tecnologia de
secuenciacion lllumina identificd un mayor numero y diversidad de CNAs, incluyendo

duplicaciones de multiples copias que no fueron detectadas por la tecnologia con nanoporos.

Se identificaron 21 regiones en el genoma donde el estado alterado coincidia entre las
dos tecnologias de secuenciacion (ver Tabla 8). Destacan los cromosomas 6 y 9 por exhibir la
mayor cantidad de CNAs (14), seguidos por los cromosomas 8 y 16, que presentaron un menor
numero CNAs. Por otro lado, los cromosomas 13, 15y 22 se caracterizaron por la delecion de
una copia de sus brazos cromosomicos largos en su totalidad. En particular, el cromosoma 13
mostrd la alteracion de mayor extension (secuenciacion con nanoporos = 95,440 kpb;
secuenciacion lllumina = 96,020 kpb) (Figura 14). Ademas, en el brazo corto del cromosoma 9 se
detectd la Unica delecion doble reportada por ambas tecnologias. Estos hallazgos son
consistentes con lo reportado por Shadeo and Lam (2006), Jénsson et al. (2007) y Mackay et al.

(2009) en esta linea celular.

Dentro de las regiones gendmicas afectadas, se identificaron genes clinicamente
accionables en cancer de mama, detectados a través de ambas tecnologias de secuenciacion.
Estos hallazgos destacaron la presencia de amplificaciones en el nimero de copias significativas
en genes como CCND3 (6p21.1), PGR (11g22.1) y ATM (11922.3). Asimismo, se observaron
deleciones de una sola copia en los genes ESR1 (6025.1-925.2), CD274 (9p24.1), JAK2 (9p24.1),
BRCA2 (139g13.1) y RB1 (13914.2) Ademas, se identificaron deleciones de ambas copias en los
genes CDKN2A (9p21.3) y CDKNZ2B (9p21.3). Esta comparabilidad es los resultados entre
tecnologias de secuenciacion sugiere que la secuenciacidn con nanoporos puede ser una
herramienta prometedora, aun bajo un enfoque de baja profundidad, para el estudio de

alteraciones moleculares en el cancer de mama y deteccion genes de importancia clinica.
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Tabla 8. Alteraciones en el numero de copias de DNA detectadas mediante ambas tecnologias de

secuenciacion (nanoporos e lllumina) en la linea celular MDA-MB-231.

Cromosoma

11

13

15

16

16

18

20

21

Citobanda
de inicio

2033.3

3013.13

6p25.3

6p21.31

6p21.1

69g11.1
6q14.1
8p23.3

8024.13

9p24.2

9p22.2

9p21.3

11914.3

13g12.11(N)
/13g11()

15911.2

16p13.3

16911.2

18021.1

20g11.21

21q11.2

Citobanda
de fin

2937.3
3026.1

6p22.1(N) /
6p21.31())

6p21.1

6p11.2(N) /
6p11.1(l)

6913
6927
8p11.1

8024.13

9p22.2

9p21.3

9p21.2

11925

13034

15026.3

16p12.2N)
/
16p11.2()

160924.3
18023
20g13.33

21g21.1

Secuenciacion con
nanoporos

CN Tamaino (kpb)

1 36,380
1 53,910
3 28,080
5 8,200
3 13,925
3 12,910
1 88,085
1 42,870
1 900

1 14,400
1 2,600
0 5,170
3 44,685
1 95,440
1 79,815
1 23,720
1 43,525
1 33,932
3 32,928
1 5,800

Secuenciacion
lHlumina

CN Tamaio (kpb)

1 36,719
1 53,800
3 34,800
5 8,400
3 15,478
3 13,098
1 88,113
1 43,732
1 1,000
1 14,500
1 2,700
0 5,300
3 46,499
1 96,020
1 80,172
1 32,027
1 44,554
1 34,061
3 33,059
1 6,800

Genes
clinicamente
relevantes

CCND3

ESR1

CD274,
JAKZ2

CDKNZ2A,
CDKN2B

PGR,
ATM

BRCA2,
RB1
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Secuenciacion con Secuenciacion

. . . Genes
Cromosoma CIto.b a_m_da Cltoba_nda hanoporos lllumina clinicamente
de inicio de fin : t
CN  Tamaio (kpb) CN Tamafo (kpb) relevantes
22 22q11.1 22013.33 1 33,495 1 34,167

Para cada CNA detectada por medio de ambas tecnologias de secuenciacion, se presenta la localizacion citogenética,
el estado de numero de copias y el tamafio de la alteracion detectado con secuenciacién con nanoporos (columna
verde) y con secuenciacion lllumina (columna azul). kpb=kilopares de bases; N= Secuenciacién con nanoporos; |=
Secuenciacion lllumina

" ens

(q11.1-q13)x3

o 4

(2N (p21.31-p21.1)x5

2 2
E o Eo. .
E’ - _g'T i "u _4.‘“. —A-’ '_."_' o St % AF#A"-

| (p25.3-p21.31)x3 o

' (q14.1-q27)x1

© ®

0.0e+00 5.0e+07 1.0e+08 1.5e+08 2e+07 4e+07 6e+07 8e+07 1e+08
Posicion cromosémica Posicion cromosémica
B Secuenciacién con nanoporos Secuenciacion con nanoporos

21.1-p11.2)x3 1
| chr13

(q11.1-q13)x3

2 o
= =
E o 4 E‘; (=
=) >
2« 2|

o o

(q14.1-g27)x1 (q12.11-34)x1
@ @
0.0e+00 5.0e+07 1.0e+08 1.5e+08 2e+07 4e+07 6e+07 8e+07 1e+08
Posicién cromosémica Posicién cromosémica

Figura 14. Perfiles de segmentacion de los cromosomas 6 y 13 obtenido con secuenciacion con nanoporos
e lllumina en la linea celular MDA-MB-231. En esta figura se presentan dos ejemplos de perfiles de segmentacion,
a nivel cromosémico, de la linea celular MDA-MB-361. En el grafico superior se muestran los resultados generados con
los datos de secuenciacion lllumina (A), mientras que en el gréafico inferior se presentan los resultados obtenidos
mediante secuenciacion con nanoporos (B). En el eje de las abcisas se muestra la posicion cromosémica. En el eje de
las ordenadas, la linea roja indica el perfil de segmentacion en dicho cromosoma. Un valor de loggratio de O indica un
nuimero de copias normal o diploide. El aumento o la disminucion del valor de loggratio corresponde a regiones
gendmicas con ganancia (recuadros azules) o pérdida del nUmero de copias (recuadros rojos), respectivamente. En
cada recuadro se muestra la localizacion citogenética de las regiones gendémicas alteradas (dentro del paréntesis) y su
numero de copias (fuera del paréntesis). En el cromosoma 6, se identificd el mayor nimero de CNAS. Se detectaron
tres duplicaciones simples y una duplicaciéon de 5 copias, ubicadas en las regiones gendmicas p25.3-p22.1/p21.31,
p21.1-p11.2/p11.1, g11.1-g13, p21.31-p21.1, respectivamente. Ademas, en las regidbn que abarca las citobandas
q14.1-027 se identificd una delecion de una copia. En el cromosoma 13, se identificd una alteracion de ganancia con
tres copias, en la regién comprendida entre g12.11/g11-q34. Esta amplificacion representd la CNA de mayor longitud
detectada en la linea celular.
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La fase inicial de este estudio se enfocd en establecer las condiciones optimas para la
secuenciacion gendémica con nanoporos de fragmentos cortos. Los resultados obtenidos
demuestran que este enfoque tiene la capacidad de generar un alto nimero de lecturas con una
profundidad adecuada para realizar un andlisis de deteccion de CNAs, superando incluso el
rendimiento reportado previamente en la literatura. Ademas, al identificar las regiones genémicas
alteradas caracteristicas en las lineas celulares tumorales, se evidencid que la secuenciacion con
nanoporos permitié detectar genes clinicamente relevantes en los tumores de mama, de manera

comparable a la tecnologia de secuenciacion lllumina.

Un hallazgo significativo fue que en dos de las cuatro lineas celulares analizadas (MCF7 y
MDA-MB-361), la secuenciaciéon con nanoporos reveld alteraciones en el nUmero de copias de
genes, previamente identificadas en la literatura mediante otras técnicas de deteccion de CNAs,
las cuales no fueron identificadas en los datos de secuenciacion lllumina. Entre los genes
albergados en estas regiones gendmicas, PIK3CA (3926.32), CCND1 (11g13.3), CDK4 (12g14.1)
y MDM2 (12g15), se encontraron afectados por una ganancia en el nimero de copias. Estos
genes estan ampliamente caracterizados en la literatura por desempenar un papel oncogénico
en el cancer de mama (Baker et al., 2022; Haupt et al., 2017; Huw et al., 2013; Valla et al., 2022).
En contraste, las regiones gendmicas en las que se localizaban los genes RB7 (13q14.2), PGR
(11g922.1) y ATM (11922.3) exhibieron pérdida en el nUmero de copias y se distinguen por su
funcidon como supresores tumorales en el cancer de mama (Bueno et al., 2014; Knudsen et al.,
2020; Kunc et al., 2021). Esto resalta la capacidad de la tecnologia para obtener informacion
relevante sobre las alteraciones gendmicas presentes en el cancer de mama. Ademas, enfatiza
la importancia de utilizar varios métodos de secuenciacion para lograr una comprension integral

de las alteraciones gendmicas del cancer.

La potencial extrapolacion de esta metodologia hacia el andlisis de muestras de biopsia
liquida, especialmente a través de experimentos multiplex, resalta su utilidad en entornos clinicos
que requieren el andlisis simultaneo de multiples muestras. Este enfoque metodoldgico podria
simplificar el andlisis gendémico y tener un impacto significativo en el abordaje clinico del cancer
de mama. La combinacion del rendimiento de los datos y la precision en la deteccion de CNAs
observada en esta fase permite sugerir la implementacion de la secuenciacion con nanoporos en

aplicaciones clinicas.
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9.4 Deteccion de alteraciones en el numero de copias de DNA en muestras de
pacientes con cancer de mama

9.4.1 Caracteristicas clinico-patologicas de la cohorte de pacientes con cancer de
mama incluidas en el estudio

Tras la estandarizacion del enfoque experimental utilizando lineas celulares tumorales, la
segunda fase de este trabajo se orientd hacia la aplicacion de esta metodologia en muestras
clinicas de pacientes con cancer de mama. Esto implic la adaptacion del flujo de trabajo para el
analisis de muestras de biopsia liquida, especificamente plasma, un tipo de muestra cada vez
mas relevante en la practica clinica por su potencial para obtener informacion gendmica de

manera no invasiva (Connal et al., 2023).

Para ello, se colectaron muestras pareadas de biopsias liquidas y biopsias de tejido tumoral
de 20 pacientes con cancer de mama, con la finalidad de comparar si la informacion gendmica
obtenida a partir de ellas era semejante entre si. Las caracteristicas clinico-patolégicas de las
pacientes, a partir de las cuales se obtuvieron las muestras, se detallan en la Tabla 9. De esta
cohorte de pacientes, destaca la predominancia de casos en etapas clinicas tempranas (I-ll=
95%), es decir, sin presencia de metastasis; la alta frecuencia de receptores hormonales positivos
(ER=85% y PR= 85%) vy la prevalencia del subtipo Luminal A (70%).

Tabla 9. Caracteristicas clinico-patoldgicas de la cohorte de pacientes con cancer de mama.

Caracteristicas clinico-patologicas

n (°/o)
Total (n = 20)
<50 7 (35)
Edad (anos)
> 50 13 (65)
-1 19 (95)
Etapa clinica
m-iv 1(5)
<20 0 (0)
Tamaino tumoral (mm)
> 20 20 (100)
Positivo 17 (85)
ER
Negativo 3(15)
PR Positivo 17 (85)
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Caracteristicas clinico-patologicas

n (°/o)
Total (n = 20)
Negativo 3(15)
Positivo 1(5)
HER2
Negativo 19 (95)
<20 % 12 (60)
Ki-67
>20 % 8 (40)
Luminal A 14 (70)
Luminal B 3(15)
Subtipo por IHQ
HER2 amplificado 0 (0)
Triple negativo 3(15)
Si 000
Metastasis
No 100 (0)

La clasificacion de los tumores de mama por inmunohistoquimica (IHQ) emplea biomarcadores comunes en la practica
clinica, como el receptor de estrogeno (ER), el receptor de progesterona (PR) y el receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER2). Los tumores Luminal A y Luminal B se caracterizan por la expresion de los receptores
hormonales ER y PR, y difieren en la expresion del marcador Ki-67 y la presencia o ausencia del receptor HER2. Por
otro lado, el subtipo HER2 exhibe un aumento de la proteina HER2, pero carece de receptores hormonales. Por Ultimo,
los tumores triples negativos carecen de la expresion de los receptores ER, PR y HER2 (Guiu et al., 2012).

9.4.2 Deteccion de alteraciones en el nimero de copias de DNA en biopsias solidas

En el ambito clinico, los microarreglos de alta resolucion son reconocidos como la
herramienta principal para el andlisis molecular de las biopsias de tejido tumoral mamario. Por
consiguiente, esta técnica fue empleada como método de referencia para identificar las
alteraciones cromosdmicas presentes en las muestras de biopsias soélidas de las pacientes de
esta cohorte. A pesar de haber realizado el andlisis por microarreglos en todas las muestras, por
razones gue se detallaran mas adelante, este trabajo se centra en la presentacion de resultados
de Unicamente dos muestras pareadas, las cuales se identifican por su ID: BL-147 y BL-158. En
la Tabla 10 se muestran las caracteristicas clinico-patolégicas que distinguen a las dos pacientes

de las cuales se colectaron estas muestras.
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Tabla 10. Caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes con cancer de mama seleccionadas para
evaluacion en el estudio.

ID paciente
Caracteristicas clinico-patologicas
BL-147 BL-158
Edad (anos) 54 46
Etapa clinica Il Il
Tamaino tumoral (mm) 32 49
ER Positivo Positivo
PR Positivo Positivo
HER2 Negativo Negativo
Ki-67 (%) 30 10
Subtipo por IHQ Luminal B Luminal A
Metastasis No No

La clasificacion de los tumores de mama por inmunohistoquimica (IHQ) emplea biomarcadores comunes en la practica
clinica, como el receptor de estrogeno (ER), el receptor de progesterona (PR) y el receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano (HER2). Los tumores Luminal A y Luminal B se caracterizan por la expresion de los receptores
hormonales ER y PR, y difieren en la expresion del marcador Ki-67 y la presencia o ausencia del receptor HER2. Por
otro lado, el subtipo HER2 exhibe un aumento de la proteina HER2, pero carece de receptores hormonales. Por Ultimo,
los tumores triples negativos carecen de la expresion de los receptores ER, PR y HER2 (Guiu et al., 2012).

9.4.2.1 Analisis de deteccion de alteraciones en el nimero de copias de DNA en la
biopsia de tejido tumoral BL-147

Los resultados obtenidos a través del andlisis por microarreglos en esta muestra bioldgica
revelaron un conjunto de alteraciones cromosémicas en la paciente, destacando la presencia de
11 CNAs en cuatro cromosomas distintos (1, 11, 16 y 20). Particularmente, el cromosoma 11
exhibié la mayor carga de CNAs, lo que indica un nivel significativo de inestabilidad gendmica en
este cromosoma. Del total de CNAs detectadas, el 55% de ellas se categorizaron como
patogénicas, es decir, que su presencia se asocia con el desarrollo de tumores. Las alteraciones
mostraron el aumento en el nimero de copias en las regiones 1g21.1-g44 y 11913.2-q13.4, y la
pérdida en el nimero de copias en las regiones 11p11.12-g12.3, 11912.3-gq13.2, 11914.1-g25
y 16p11.2-024.3 (Tabla Suplementaria 11).
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La clasificacion molecular del cancer de mama identifica cuatro subtipos intrinsecos:
Luminal A, Luminal B, HER2 y Basal, los cuales estan asociados con distintos prondsticos clinicos
y estrategias de tratamiento (Harbeck et al., 2019). En particular, los subtipos Luminales (Luminal
Ay Luminal B) se distinguen por la ganancia en las regiones 1q, 8q, 8p11, 11g913.3 y la pérdida
en las regiones 6q, 8p, 16q y 22g (Kaur et al., 2021; Koboldt et al., 2012). Esta paciente,
clasificada como Luminal B HER2— mediante inmunohistoquimica, exhibi¢ algunas de estas
alteraciones, especificamente la ganancia en 1q y la pérdida en 16q. Este analisis de la biopsia
solida permiti¢ identificar CNAs especificas asociadas a los tumores Luminales, validando asi la
concordancia entre la clasificacion por inmunohistoquimica, a nivel de proteinas, y los patrones
gendmicos. Ademas, otro hallazgo interesante fue la identificacion de alteraciones relevantes a
nivel clinico que albergan genes potencialmente accionables, como AKT3 (1g43-g44) y CCND1
(11913.3), ambos presentando una duplicacion de 3 copias, mientras que PGR (11022.1) y ATM
(11922.3) exhibieron la delecion de una de las copias.

9.4.2.2 Analisis de deteccion de alteraciones en el nimero de copias de DNA en la
biopsia de tejido tumoral BL-158

El andlisis de esta muestra bioldgica reveld un panorama gendmico complejo,
evidenciando un numero significativo de CNAs, alcanzando un total de 48, distribuidas en
multiples cromosomas (1, 5, 6, 8, 11, 14, 15, 16, 22). Una observacion interesante fue que el
54% de estas alteraciones se concentrd en el cromosoma 1, mostrando tanto ganancias como
pérdidas en regiones cromosoémicas especificas, 10 que sugiere la alta inestabilidad cromosdmica
presente en este. La mayoria de las alteraciones ubicadas en este cromosoma se clasificaron
como duplicaciones de multiples copias, presentando aumentos de 4 hasta 10 copias, aunque
solo una de ellas mostro ser patogénica. Por otro lado, las alteraciones restantes se identificaron
como deleciones que impactaron en ambos brazos cromosdmicos (p y q), y todas ellas se

categorizaron como patogénicas (Tabla Suplementaria 12).

Cabe destacar que otros cromosomas, como el 11 y el 22, también exhibieron una carga
considerable de CNAs, las cuales generaron pérdidas en el numero de copias de regiones
localizadas en los brazos cromosdmicos largos (q), todas identificadas como patogénicas (Tabla
Suplementaria 12). De forma general, el 29% de las 48 CNAs que se detectaron se identificaron
como patogénicas y, a excepcion de una, todas correspondian a deleciones de una region
cromosomica. Este hallazgo sugiere que las alteraciones de pérdida en el niUmero de copias
desempenfnan un papel crucial en el proceso de carcinogénesis de esta paciente, posiblemente

contribuyendo al fenotipo aberrante observado.
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La paciente fue categorizada dentro del subtipo Luminal A mediante la evaluacion por
inmunohistoquimica. Las alteraciones gendmicas halladas concordaron de manera consistente
con el perfil de CNAs observado en los subtipos moleculares Luminales (Kaur et al., 2021; Koboldt
et al.,, 2012), encontrandose un aumento en el nimero de copias en 1qg, 8q, 8p11, y una
disminucion en 6q, 16q y 229. Ademas, el andlisis reveld una serie de genes con potencial
relevancia clinica dentro de las alteraciones cromosomicas identificadas. Entre estos, se detectd
la ganancia del gen MYC (8g24.21), con un numero de copias igual a 4, el cual ha sido asociado
con un papel crucial en la regulacion de la proliferacion celular y la progresion tumoral en varios
tipos de cancer, incluido el cancer de mama (Schaub et al., 2018; Xu et al., 2010). Por otro lado,
se encontraron deleciones en genes como CCND1 (11g13.3), PGR (11922.1), ATM (11922.3) y
AKT1 (14032.33), todos ellos mostrando la pérdida de una de sus copias. Es importante sefalar
que, si bien el gen CCND1 suele estar amplificado en hasta un 35% de los tumores de mama, la
presencia de deleciones significativas en este gen se ha descrito en algunos tumores del subtipo
Luminal A (Kaur et al., 2021).

A pesar de que ambas pacientes se encuentran en estadios tempranas de la enfermedad,
se evidenci¢ una diferencia en la carga de alteraciones cromosdmicas entre ellas. La paciente BL-
158 exhibidé un numero notablemente mayor de CNAs en comparacion con la paciente BL-147.
Esta diferencia sugiere que las alteraciones cromosoémicas pueden desempefnar un papel mas
relevante en el desarrollo y progresion del cancer de mama en el caso de BL-158. Por otro lado,
en el caso de la paciente BL-147, otro tipo de alteraciones moleculares podrian estar ejerciendo
una influencia mas destacada en el desarrollo de la enfermedad.

Ademas, el andlisis mediante la tecnologia de microarreglos permitié identificar CNAs
asociadas a subtipos moleculares especificos del cancer de mama, mostrando una notable
concordancia con el diagnéstico inmunohistoquimico realizado en la clinica, y también reveld
genes identificados como potencialmente accionables. Esto resalta la relevancia del andlisis de
las CNAs, ya que provee informacion crucial para el diagndstico, la clasificacion en subtipos
moleculares, la prediccion de la supervivencia y la posibilidad de establecer estrategias

terapéuticas mas precisas y personalizadas para las pacientes.

9.4.3 Deteccion de alteraciones en el nimero de copias de DNA en biopsias liquidas

Posterior a llevar a cabo el analisis de deteccion de CNAs en las biopsias de tejido tumoral,
se procedio a realizar este mismo analisis en las biopsias liquidas pareadas de las pacientes. Esto

con el objetivo de evaluar la concordancia entre ambos tipos de muestras, buscando no solo
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corroborar los hallazgos previos, sino también explorar la viabilidad de la tecnologia de
secuenciacion con nanoporos, bajo un enfoque de baja profundidad, en el andlisis de muestras

menos invasivas con potencial relevancia clinica.

9.4.3.1 Aislamiento de DNA libre circulante a partir de muestras de plasma de pacientes
con cancer de mama

La extraccion de cfDNA a partir de la fraccion plasmatica de las muestras de biopsia
liquida, revel® patrones de fragmentacion en las moléculas de DNA aisladas. Se observo
consistentemente un pico predominante entre 180 y 200 pb en todas las muestras (Figura 15).
Esto concuerda con la literatura, dado que se ha descrito que el tamario promedio del cfDNA es
alrededor de 166 pb, pero este puede variar desde 80 hasta 200 pb (De Rubis et al., 2019). Este
hallazgo se relaciona con el proceso de degradacion del DNA por apoptosis, que se considera el
principal mecanismo de liberacion de componentes hacia la circulacion sanguinea (Gao et al.,
2022). Ademas, en algunas muestras, se observaron picos correspondientes a fragmentos de
DNA multiplos del pico principal, sugiriendo la presencia de fragmentos asociados a estructuras
como mononucleosomas, dinucleosomas y trinucleosomas (Ungerer et al., 2022). Estos hallazgos
respaldan que el cfDNA liberado por apoptosis puede abarcar una variedad de tamarnos

relacionados con la organizacion estructural del DNA en las células.

En la actualidad, existe evidencia de que el cfDNA derivado de pacientes con cancer
tiende a estar mas fragmentado que el de individuos sanos, exhibiendo una proporcion
significativamente mayor de fragmentos inferiores a 145 pb (Jiang et al., 2015; Mouliere et al.,
2018; Underhill et al., 2016). Sin embargo, nuestros datos no muestran la presencia de estos
fragmentos mas pequenos, comunmente asociados a la presencia de ctDNA. Esto podria
atribuirse a las caracteristicas particulares de nuestra cohorte de estudio, donde predominan las
pacientes en etapas tempranas de la enfermedad. De acuerdo con Bettegowda et al. (2014), la
fraccion de ctDNA varia dependiendo de las caracteristicas especificas del tumor, como el estadio
clinico, el tamano y la vascularizacion, observandose que en etapas tempranas de la enfermedad
la proporcion puede ser menor al 0.1%, en relacion con el cfDNA (Diehl et al., 2008). Esto podria
justificar lo observado en estos resultados, sugiriendo que el material genético aislado de las
muestras de biopsias liquidas probablemente corresponde en su mayoria a cfDNA originado,

principalmente, de células normales.
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Figura 15. Anadlisis del tamaio de los fragmentos de DNA aislados en muestras de biopsia liquida de
pacientes con cancer de mama. En esta figura se presentan los electroferogramas que muestran el tamario de los
fragmentos de DNA obtenidos a partir de la extraccion de cfDNA de las 20 muestras de pacientes. Para cada gréfica,
se presenta el identificador de la paciente, en el gje de las abcisas se muestra el tamano en pb y el eje de las ordenadas
se muestra la intensidad de fluorescencia correspondiente a los diversos fragmentos de DNA. En los extremos se
incluyen los picos correspondientes a los marcadores de peso molecular bajo y alto (25 y 1500 pb), que se utilizan
como referencia para estimar el tamano de los fragmentos.
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En cuanto a la cantidad de cfDNA obtenido, para las 20 muestras se observd una
variabilidad entre 4 y 40 ng totales, con un promedio de 19 ng (resultados no mostrados). La
secuenciacion de fragmentos cortos de DNA mediante la tecnologia de secuenciacion con
nanoporos establece requerimientos especificos, puesto que sus protocolos requieren al menos
100-200 fmol de DNA de partida, equivalente a aproximadamente 30 a 60 ng de material
genético. Sin embargo, el trabajo de Martignano et al. (2021) ofrece una perspectiva valiosa al
demostrar que a partir de 15 ng de ¢cfDNA se logra un rendimiento de secuenciacion, en términos
de la cantidad de lecturas obtenidas, similar al obtenido con 30 o 60 ng. Esto sugiere que la
cantidad de cfDNA extraida podria ser suficiente para llevar a cabo el proceso de secuenciacion

en al menos el 77% de las muestras de las pacientes.
9.4.3.2 Secuenciacion gendémica con nanoporos de DNA libre circulante

Posteriormente, se realizd un andlisis preliminar del rendimiento de la secuenciacion del
cfDNA extraido de muestras de biopsias liquidas de pacientes con cancer de mama, con el
objetivo de comparar dicho rendimiento con los experimentos previos llevados a cabo en lineas
celulares. Para este propdsito, se seleccionaron dos muestras: BL-147 y BL-158. Estas muestras
presentaban una cantidad de 15 ng de cfDNA y contaban con informacion sobre las CNAs
presentes en el tejido tumoral pareado a través de la tecnologia de microarreglos de alta
resolucion. Tal como se menciond anteriormente, esta cantidad (15 ng de ¢cfDNA) ha sido sugerida
por Martignano et al. (2021) como suficiente para aplicar la tecnologia de secuenciacion con
nanoporos en este tipo de muestras. Ambas muestras fueron sometidas a un experimento de

secuenciacion singleplex con una duracion de 24 horas.

De acuerdo con los datos presentados en la Tabla 11, se observd consistencia en el
rendimiento de secuenciacion entre ambas muestras, generando cada una mas de 13 millones
de lecturas crudas, con una mediana de tamano menor a 300 pb. En ambas muestras, mas del
80% de las lecturas cumplié con la métrica del control de calidad necesaria para el subsiguiente
analisis de deteccion de CNAs. En particular, la muestra BL-147 generd un total de 11,710,459
lecturas, mientras que la muestra BL-158 generd 10,482,203 lecturas. Ambas muestras

alcanzaron una profundidad de cobertura de 0.9x, correspondiente al enfoque sWGS.
Estos resultados indican un rendimiento de secuenciacion adecuado para llevar a cabo el
analisis de deteccion de CNAs, lo cual concuerda con los resultados de los experimentos previos

con lineas celulares. Ademas, al comparar este rendimiento con el obtenido por Martignano et al.
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(2021) en muestras de biopsia liquida de cancer de pulmdn, se observa una similitud notable.
Estos hallazgos sugieren que la tecnologia de secuenciacidon con nanoporos puede ser Util para
identificar alteraciones gendmicas relevantes en las muestras de las pacientes, tal como se logrd

realizar en el andlisis de lineas celulares tumorales.

Tabla 11. Rendimiento y estadisticas de la secuenciacion genémica con nanoporos llevada a cabo en
muestras de biopsia liquida utilizando la plataforma de secuenciacion GridlON X5.

Lecturas Lecturas Mediana )
Muest E. i t Ti h total S len QC t ho d Profundidad
uestra xperimento iempo (h) otales Qscore cumplen amaio de de cobertura
(M) (M), (%) lectura (pb)
BL-147 Singleplex 24 13.48 13.8 11.71 (86.9) 238 B
. 0.9x
BL-158 Singleplex 24 13.07 12.2 10.48 (80.2) 291

M= millones; QC= Control de calidad; pb= pares de bases

9.4.3.3 Analisis de deteccion de alteraciones en el niumero de copias de DNA en las
biopsias liquidas BL-147 y BL-158

Las muestras secuenciadas se analizaron para identificar su patron de CNAs y evaluar la
concordancia con las biopsias de tejido tumoral pareadas. En la muestra BL-147 se detectaron
25 CNAs localizadas en los cromosomas 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 11, 138, 14, 16, 17 y 20 (Tabla
Suplementaria 13), mientras que en la muestra BL-158 se identificaron 11 CNAs en los
cromosomas 2, 4, 6, 7, 10, 12, 16 y 17 (Tabla Suplementaria 14). Sin embargo, al comparar las
regiones gendmicas alteradas en estas muestras con las biopsias de tejido tumoral
correspondientes, se observd que ninguna de las alteraciones coincidia en ubicacion, tamano o
estado de nUmero de copias (Figura 16). Ademas, no se identificaron las alteraciones
caracteristicamente asociadas a los tumores clasificados dentro del subtipo Luminal, tal como se
observo al analizar las muestras de biopsia sdlida. Las representaciones graficas de los cariotipos

moleculares sugieren que en ambos casos, el genoma parece ser diploide (Figura 16).
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Figura 16. Analisis comparativo de alteraciones en el nimero de copias de DNA presentes en biopsias de
tejido tumoral y biopsias liquidas en pacientes con cancer de mama. En esta figura se presentan los cariotipos
moleculares obtenidos a través del analisis de muestras biolégicas de pacientes con cancer de mama, donde A)
representa a la paciente BL-147 y B) representa a la paciente BL-158. En el gréafico superior se muestran los resultados
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generados con los datos de microarreglos de alta resolucion al analizar la biopsia de tejido tumoral, mientras que en el
grafico inferior se presentan los resultados obtenidos mediante secuenciacion con nanoporos al analizar la biopsia
liquida. En el eje de las abcisas se muestra la posicion cromosdmica. En el eje de las ordenadas, la linea azul
(microarreglos de alta resolucion) o roja (secuenciacion con nanoporos) indica el perfil de segmentacion en dicho
cromosoma. Un valor de loggratio de 0 indica un nimero de copias normal o diploide. El aumento o la disminucion del
valor de loggratio corresponde a regiones gendmicas con ganancia o pérdida del nimero de copias, respectivamente.
En los cariotipos moleculares generados a partir de datos de microarreglos, los recuadros azules destacan las regiones
0 genes con relevancia clinica con alteraciones positivas, mientras que los rojos sefialan aquellas y aquellos con
alteraciones negativas.

De forma interesante, algunas de las alteraciones detectadas se compartieron entre las
dos muestras de biopsias liquidas, como las regiones citogenéticas 2024.2, 4p16.3, 6g22.31,
7936.1 y 17g21.31. Estos resultados, en conjunto con observaciones previas que sugieren que
el material genético aislado de las muestras probablemente proviene en su mayoria de cfDNA de
células normales, apuntan a la posibilidad de que las alteraciones detectadas sean variantes en
el nimero de copias (CNVs), es decir, duplicaciones o deleciones en el genoma que estan
presentes en los individuos y que alteran el nimero de copias de las secuencias de DNA, pero

gue no necesariamente tienen un impacto en el fenotipo.

Para validar esta hipdtesis, se buscaron todas estas regiones cromosémicas en la base
de datos Database of Genomic Variants (DGV, http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home), un esfuerzo
gendmico curado que cataloga las variaciones estructurales presentes en el genoma humano de
individuos sanos y su relacion con el fenotipo. La busqueda reveld que todas las regiones
gendmicas detectadas en las muestras estan descritas por poseer CNVs, ya sea de ganancia o
pérdida de material genético, concordante con lo detectado en este trabajo. Ademas, en la
mayoria de ellas, se encontrd la presencia de uno 0 mas genes dentro de la region. Si bien sdlo
algunas de estas regiones estan asociadas con enfermedades, niguna es relacionada con el

cancer de mama.

Por ejemplo, en la paciente BL-147, se identificd que los genes en la region cromosdmica
4p16.3, como TACCS3 y FGFRS3, tienen asociacion con diversos tipos de cancer, como vejiga,
cervical, colorrectal y glioblastomas, asi como con acondroplasia y camptodactilia, entre otras
enfermedades (Deng et al., 1996; Frattini et al., 2018; Makrythanasis et al., 2014). Ademas, en la
region cromosdmica 8p12, se localizd el gen NGRT1, asociado con la susceptibilidad a
esquizofrenia (Stefansson et al., 2002), en tanto que en la regidn cromosémica 11g23.3, el gen

NECTIN1 esta asociado con el sindrome de labio leporino y paladar hendido (Sézen et al., 2001).
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En cuanto a la paciente BL-158, las CNVs identificadas con una asociacion a
enfermedades se localizaron en 4p16.3 (similar a BL-147), 6p22.1-p21.32 y 17021.31. En la
region 6p22.1-p21.32, se identificd un alto nimero de genes, los cuales estan asociados a
condiciones como narcolepsia, psoriasis, sordera, susceptibilidad a malaria, entre otras
enfermedades (Chen et al., 2005; Delahaye et al., 2007; Hor et al., 2011; Nair et al., 2006);
mientras que en la region 17g21.31 se identifico a los genes PLEKHM1 y MAPT, los cuales estan
asociados con osteopetrosis y susceptibilidad a la enfermedad de Parkinson, respectivamente
(Bo et al., 2016; Elbaz et al., 2011).

Estos hallazgos plantean la posibilidad de que las muestras de biopsias liquidas estén
predominantemente compuestas por cfDNA de origen normal, lo que sugiere una presencia baja
de cfDNA tumoral o ctDNA. Esta baja presencia podria ser el factor limitante que impide obtener
perfiles de CNAs en estas muestras, dando lugar a resultados negativos. Ademas, la baja
profundidad de los datos, inferior a 1x, podria justificar la dificultad para identificar estas
alteraciones, especialmente en comparacion con los experimentos realizados en las lineas
celulares tumorales, donde se partia de células genéticamente homogéneas. En este sentido,
resulta fundamental reconocer la complejidad de las muestras de biopsias liquidas, que contienen
tanto cfDNA normal como ctDNA, lo cual ahade desafios para la deteccion precisa de CNAs, ya
que las alteraciones de origen tumoral pueden perderse en el fondo del cfDNA normal. Frente a
este escenario, una estrategia apropiada para eliminar las sefiales generadas por las posibles
CNVs detectadas vy facilitar la interpretacion de resultados acerca de las alteraciones gendmicas
presentes en las pacientes, seria obtener las muestras normales pareadas de cada una de ellas.
Estas muestras permitirian eliminar las variaciones genémicas comunes entre una muestra de
referencia y una muestra problema, brindando una base mas solida para la interpretacion del perfil
de numero de copias obtenido en cada paciente.

La decision de no continuar con el analisis de las muestras de biopsias liquidas del resto
de las pacientes en la cohorte se basa en la anticipacion de resultados similares debido a la
predominancia de pacientes en estadios clinicos tempranos al momento de la toma de las
muestras. Esto subraya la importancia de considerar el estadio clinico al disefar estudios de
biopsias liquidas, particularmente en trabajos como este que tienen un enfoque de secuenciacion
de genoma completo de baja profundidad, ya que las caracteristicas gendmicas pueden variar

significativamente entre estadios y afectar la capacidad de deteccion de CNAs.
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El conjunto de resultados obtenidos en la segunda fase de este trabajo permiten rechazar
la hipotesis planteada respecto a la capacidad de la tecnologia de secuenciacion gendémica con
nanoporos para identificar CNAs de manera comparable a los resultados obtenidos en biopsias
sdlidas pareadas, analizadas mediante microarreglos de alta resolucion. No obstante, es
importante recalcar que esta conclusion es Unicamente aplicable bajo el contexto de este trabajo,
el cual se centrd en analizar muestras de pacientes con cancer de mama en estadios tempranos

de la enfermedad.

A pesar de los resultados desfavorables obtenidos en esta investigacion, es importante
destacar que la biopsia liquida sigue siendo una herramienta prometedora a nivel clinico,
especialmente en pacientes metastasicos, donde su utilidad ya ha sido demostrada en trabajos
anteriores como los de Martignano et al. (2021) y Kim et al. (2023). De este modo, la aplicacion
de la secuenciacion con nanoporos podria ser viable para analizar muestras de biopsia liquida en
pacientes con cancer de mama en estadios metastasicos. Este enfoque podria permitir la
deteccion de regiones cromosoémicas relevantes que albergan genes con funciones oncogénicas
o de supresion tumoral, proporcionando informacion crucial para la toma de decisiones a nivel

clinico en estas pacientes.
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10 CONCLUSIONES

La aplicacion de la tecnologia de secuenciacidon gendmica con nanoporos, a través de un
enfoque de secuenciacion de genoma completo de baja profundidad, demostré ser factible
para la deteccion precisa de CNAs en lineas celulares tumorales de mama. Este abordaje
exhibidé concordancia con los resultados obtenidos mediante la tecnologia de secuenciacion
lllumina, resaltando su capacidad para identificar de forma precisa genes con potencial

relevancia clinica para el cancer de mama.

Al aplicar este enfoque en el andlisis de muestras de biopsias liquidas de pacientes con cancer
de mama en estadios tempranos de la enfermedad, se evidencié una sensibilidad limitada
para la deteccion de CNAs, posiblemente debido a la baja presencia de ctDNA en las

muestras.

A pesar de lograr la deteccion de alteraciones cromosoémicas especificas del subtipo
molecular de las pacientes en las biopsias de tejido tumoral, la baja presencia de material
genético de origen tumoral en las biopsias liquidas influyd negativamente en la capacidad de
deteccion de alteraciones cromosdmicas, lo que resultd en la falta de concordancia entre

ambos tipos de biopsias.
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11 PERSPECTIVAS

A pesar de los desafios encontrados en la deteccion de CNAs en biopsias liquidas de

pacientes con cancer de mama en estadios tempranos, este trabajo sienta una base solida para

continuar explorando la aplicacion de la tecnologia de secuenciacion con nanoporos en la

identificacion de alteraciones cromosdmicas clinicamente relevantes en este tipo de muestra.

Para continuar el trabajo, se propone lo siguiente:

Evaluar si el aumento de la profundidad de la secuenciacion genémicas con nanoporos mejora
la deteccion de ctDNA en muestras de biopsias liquidas de pacientes en estadios tempranos
del cancer de mama. Asi mismo, aplicar estrategias de enriquecimiento especificas para
ctDNA para mejorar la sensibilidad en la deteccion de alteraciones gendmicas partiendo de

muestras con baja concentracion de ctDNA.

Analizar muestras pareadas de biopsias sdlidas y biopsias liquidas empleando la tecnologia
de secuenciacion gendmica con nanoporos para evaluar si la dificultad en la deteccion de
CNAs radica en el enfoque de baja profundidad de la tecnologia o si se debe a las
caracteristicas intrinsecas de las muestras de biopsias liquidas.

Dirigir la investigacion hacia el andlisis de muestras de biopsias liquidas provenientes de
pacientes con cancer de mama en estadios avanzados de la enfermedad, con el objetivo de
determinar la capacidad para detectar alteraciones cromosomicas clinicamente relevantes

utilizando este enfoque.
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13 APENDICES

13.1 Lineas celulares

13.1.1 Reportes de alteraciones en el numero de copias de DNA detectadas mediante
secuenciacion gendmica con nanoporos de lineas celulares tumorales empleando
el software NanoGLADIATOR

Tabla Suplementaria 1. Reporte de alteraciones en el nimero de copias de DNA detectadas mediante
secuenciacion gendmica con nanoporos en la linea celular HelLa.

Posicion Posicion Num. de
. ) Citobanda | Citobanda Tamaio Estado de Error Mediana
Cromosoma de inicio de fin ventanas CN FA
de inicio de fin (kpb) L. CN de FA logoratio
(pb) (pb) gendmicas
1 119,030,000 = 120,450,000 1pl12 1pl12 1,420 14 Duplicacién 3 0.93 0.07 0.5309
Doble
3 60,465,000 61,065,000 3p14.2 3p14.2 600 7 - 1 1 0 -1.5072
delecion
8] 97,560,000 99,160,000 3q11.2 3q12.1 1,600 17 Delecion 1 0.78 0.04 -0.7436
4 178,865,000 = 186,665,000 4q34.3 4935.1 7,800 79 Delecion 1 0.74 0.02 -0.6729
Duplicacion
5] 60,000 45,800,000 5p15.33 5p12 45,740 433 ,d.e 6 1 0 1.6440
multiples
copias
6 64,485,000 68,995,000 6qg12 6q12 4,510 45 Delecion 1 0.74 0.03 -0.6708
8 128,255,000 = 146,150,000 8q24.21 8q24.3 17,895 174 Duplicacién 3 0.99 0.02 0.5785
9 245,000 38,675,000 9p24.3 9p13.1 38,430 375 Duplicacién 3 0.69 0.02 0.4180
9 121,310,000 = 140,866,997 9933.1 9934.3 19,557 190 Duplicacién 3 1.37 0.02 0.7294
11 245,000 2,865,000 11p15.5 11p15.4 2,620 26 Delecion 1 0.92 0.03 -0.8572
Duplicacion
11 25,595,000 27,495,000 11p14.3 11p14.1 1,900 20 ,d.e 4 1 0 0.9487
multiples
copias
11 45,055,000 50,150,000 11p11.2 11p11.12 5,095 34 Duplicacién 3 1.14 0.04 0.6298
11 92,785,000 93,685,000 11914.3 11g21 900 10 Duplicacién 3 1.6 0.03 0.8424
11 102,287,584 = 111,930,000 11g22.2 11g23.1 9,642 95 Delecion 1 0.65 0.02 -0.6480
11 112,030,000 = 134,670,000 11g23.1 11925 22,640 226 Delecion 1 0.76 0.01 -0.7078
13 19,550,000 27,910,000 13g12.11 13g12.2 8,360 74 Delecion 1 0.6 0.02 -0.5125
Duplicacion
13 28,010,000 28,110,000 13g12.2 13g12.2 100 2 ,d.e 4 1 0 1.0342
multiples
copias
13 28,210,000 55,855,000 13g12.2 13g21.1 27,645 270 Delecion 1 0.54 0.01 -0.4696
19 305,000 4,205,000 19p13.3 19p13.3 3,900 40 Delecion 1 0.01 0 -0.6787
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Cromosoma

20

20

21

21

Posicion
de inicio
(pb)

4,305,000

110,000

51,895,000

15,530,000

35,020,000

Posicion
de fin
(pb)

12,875,000

25,655,000

62,813,369

34,920,000

47,965,000

Citobanda
de inicio

19p13.3

20p13

20g13.2

21g11.2

21g22.11

Citobanda
de fin

19p13.2

20p11.21

20913.33

21g22.11

21g22.3

Tamafo
(kpb)

8,570

25,445

10,918

19,390

12,945

Num. de
ventanas
gendmicas
80
253
107

192

128

CN= Numero de copias; FA= Fraccion alélica; pb= pares de bases; kpb= kilopares de bases

Estado de
CN

Delecion

Delecion

Duplicacion

Delecion

Delecion

CN

FA

0.64

0.73

0.96

0.48

0.56

Tabla Suplementaria 2. Reporte de alteraciones en el nimero de copias de DNA detectadas

secuenciacion gendmica con nanoporos en la linea celular MCF7.

Cromosoma

Posicion

de inicio
(pb)

86,060,000

106,785,000

114,100,000

145,430,000

158,445,000

168,345,000

181,735,000

182,435,000

198,470,000

208,000,000

214,865,000

140,000

41,970,000

61,565,000

116,220,000

145,815,000

181,565,000

Posicion
de fin
(pb)

106,685,000

108,685,000

118,430,000

152,400,000

168,245,000

181,635,000

182,335,000

198,370,000

207,900,000

214,765,000

219,665,000

24,570,000

61,465,000

64,965,000

116,920,000

197,750,000

190,745,000

Citobanda
de inicio

1p22.3

1p21.1

1p13.2

1g21.1

1923.1

1924.2

1925.3

1925.3

1931.3

1932.2

141

3p26.3

3p22.1

3p14.2

3913.31

3q24

4934.3

Citobanda
de fin

1p21.1

1p13.3

1p12

1921.3

1924.2

1925.3

1925.3

1931.3

1932.2

141

141

3p24.2

3p14.2

3p14.1

3913.31

3929

4g35.2

Tamafo
(kpb)

20,625

1,900

4,330

6,970

9,800

13,290

600

15,935

9,430

6,765

4,800

24,430

19,495

3,400

700

51,935

9,180

Num. de

ventanas

gendmicas

201

20

42

38

96

132

168

86

68

49

243

195

35

508

89

Estado de
CN

Delecion
Duplicacion
de
multiples
copias
Duplicacion
Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion

Duplicacion

Delecion

Duplicacion

Duplicacion

Delecion
Duplicacion
de
multiples
copias

Duplicacion

Delecion
Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion

Duplicacion

Delecion

CN

FA

0.81

1.6

0.54

0.69

0.77

0.7

0.87

0.67

0.83

0.67

1.06

Error
de FA

0.02

0.01

0.02

0.01

0.02

mediante

Error
de FA

0.03

0.04

0.05

0.14

0.05

0.07

0.04

0.04

0.03

0.03

0.04
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Mediana
logoratio

-0.6849

-0.6574

0.5650

-0.4383

-0.4914

Mediana
logzratio

-0.7922

2.4814

0.7734

1.1647

-0.5093

0.4261

-0.7637

0.4321

0.8101

-0.8504

1.0227

0.5284

-0.6151

2.4544

-0.7747

0.4048

-0.9798



Cromosoma

Posicion
de inicio
(pb)

9,155,000

28,520,000

165,395,000

31,695,000

100,395,000

455,000

76,440,000

86,340,000

112,455,000

121,655,000

245,000

21,860,000

245,000

43,755,000

45,855,000

55,130,000

65,475,000

86,615,000

117,185,000

119,385,000

33,100,000

60,125,000

46,640,000

60,515,000

20,240,000

49,725,000

57,125,000

70,725,000

Posicion
de fin
(pb)

29,000,000

33,405,000

169,992,073

34,895,000

114,105,000

43,325,000

86,240,000

112,355,000

121,555,000

129,855,000

1,045,000

22,060,000

11,895,000

45,755,000

50,150,000

59,325,000

86,515,000

117,085,000

119,285,000

134,670,000

34,280,000

85,890,000

48,090,000

114,989,948

107,165,000

54,525,000

62,925,000

102,185,000

Citobanda
de inicio

5p156.31

6p22.1

6425.2

7p14.3

7G22.1

8p23.3

8g21.11

8g21.2

8923.3

8024.12

9p24.3

9p21.3

11p156.5

11p11.2

11p11.2

11911

11913.1

11914.2

11923.3

11923.3

12p11.21

12q14.1

13914.13

13g21.2

14911.2

16g21.2

16021.3

15023

Citobanda
de fin

5p13.3

6p21.32

6g27

7p14.3

7931.1

8p11.1

8g21.2

8923.3

8g24.12

8g24.21

9p24.3

9p21.3

11p156.3

11p11.2

11p11.12

11g12.1

11914.2

11923.3

11923.3

11925

12p11.1

12921.31

13914.2

13934

14032.33

160g21.3

15022.2

15026.3

Tamafo
(kpb)

19,845

4,885

14,597

3,200

13,710

42,870

9,800

26,015

9,100

8,200

800

200

11,650

2,000

4,295

4,195

21,040

30,470

2,100

15,285

1,180

25,765

1,450

54,475

86,925

4,800

5,800

31,460

Num. de
ventanas
gendmicas

184

41

141

29

128

403

99

92

83

110

21

26

42

198

286

22

163

534

847

49

59

293

Estado de
CN
Duplicacion

Doble
delecién

Delecion

Duplicacion

Duplicacion

Delecion

Duplicacion

Duplicacion
de
multiples
copias
Duplicacion
Duplicacion
de
multiples
copias
Duplicacion

Doble
delecién

Delecion
Delecion
Duplicacion
Delecion
Duplicacion
Delecion
Duplicacion
Delecion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion
Delecion
Duplicacion
Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion

Duplicacion

CN

FA

0.66

0.88

0.72

0.81

0.74

0.88

0.95

0.67

0.97

0.67

0.86

0.84

0.94

0.87

0.94

0.89

0.98

0.48

1.06
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Error
de FA

0.04

0.06

0.02

0.06

0.06

0.04

0.08

0.05

0.04

0.03

0.03

0.18

0.04

0.02

0.02

0.06

0.04

Mediana
logoratio

0.4019

-2.7004

-0.9434

0.7693

0.6486

-0.8643

0.4371

1.0030

0.4822

1.1357

0.4650

-2.8278

-0.8404

-0.9069

0.4427

-0.9003

0.4255

-0.8320

0.5194

-0.9018

0.5140

0.4985

0.7930

-0.8655

0.5726

1.2254

-0.4493

0.6094



Cromosoma

20

20

20

21

22

Posicion
de inicio
(pb)

46,565,000

67,240,000

28,280,000

45,040,000

49,025,000

67,420,000

73,320,000

33,890,000

305,000

4,405,000

6,755,000

39,697,085

45,497,085

39,420,000

35,340,000

Posicion
de fin
(pb)

67,140,000

90,090,000

38,210,000

48,925,000

67,320,000

70,320,000

73,820,000

77,921,820

3,905,000

10,060,000

25,565,000

41,197,085

62,813,369

47,965,000

51,064,777

Citobanda
de inicio

16911.2

16022.1

17g11.2

17021.32

17021.33

17024.3

17925.1

18g12.2

19p13.3

19p13.3

20p12.3

20q12

20913.12

21922.13

22q12.3

Citobanda
de fin

16022.1

16024.3

179211

17021.33

17024.3

17024.3

17925.1

18923

19p13.3

19p13.2

20p11.21

20q12

20913.33

21g22.3

22913.33

Tamafo
(kpb)

20,575

22,850

9,930

3,885

18,295

2,900

500

44,032

3,600

5,655

18,800

1,600

17,316

8,545

15,725

Num. de
ventanas
gendmicas

205

215

86

37

171

30

436

37

53

187

169

84

165

CN= Numero de copias; FA= Fraccion alélica; pb= pares de bases; kpb= kilopares de bases

Estado de
CN

Delecion

Duplicacion

Delecion

Duplicacion

Duplicacion
de
multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion

Delecion

Delecion

Duplicacion

Duplicacion
de
multiples
copias
Duplicacion
de
multiples
copias

Duplicacion

Delecion

CN FA
1 0.77
3 0.73
1 0.86
3 1.31
5 1
3 0.79
5 1
1 0.94
1 0.86
1 0.83
3 0.73
5 1
5 1
3 1.23
1 0.93

Tabla Suplementaria 3. Reporte de alteraciones en el nimero de copias de DNA detectadas

secuenciacion gendmica con nanoporos en la linea celular MDA-MB-361.

Cromosoma

Posicion
de inicio
(pb)

141,175,000

175,365,000

60,000

49,610,000

58,595,000

440,000

10,840,000

Posicion
de fin
(pb)

142,075,000

177,365,000

45,800,000

54,835,000

59,495,000

1,640,000

15,140,000

Citobanda
de inicio

2g22.1

4G34.1

5p15.33

5q11.1

5q11.2

6p25.3

6p24.2

Citobanda
de fin

2g22.1

4934.2

5p12

5q11.2

5q12.1

6p25.3

6p23

Tamafo
(kpb)

900

2,000

45,740

5,225

900

1,200

4,300

Num. de
ventanas
gendmicas

10

21

433

50

44

Estado de
CN

Delecion

Delecion

Duplicacion

Delecion

Delecion

Delecion

Duplicacion

CN FA
1 1
1 0.54
3 0.9
1 0.54
1 1
1 0.66
3 1.15

Error
de FA

0.03

0.04

0.04

0.1

0.11

0.02

0.06

0.05

0.05

0.07

0.03

mediante

Error
de FA

0.09

0.03

0.06

0.09
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Mediana
logoratio

-0.7235

0.4436

-0.8322

0.6957

1.3849

0.4977

1.2695

-0.9168

-0.7618

-0.8260

0.4535

1.2303

1.3859

0.6720

-0.9157

Mediana
logz-atio

-1.6498

-0.4297

0.5269

-0.4591

-1.3450

-0.6762

0.6648



Cromosoma

Posicion
de inicio
(pb)

28,520,000

33,505,000

52,730,000

70,195,000

71,760,000

455,000

3,005,000

75,840,000

245,000

31,335,000

170,000

11,845,000

19,820,000

129,016,069

245,000

6,930,000

68,565,000

70,345,000

230,000

79,990,000

105,820,000

48,190,000

22,370,000

140,000

66,740,000

25,680,000

31,485,000

33,685,000

Posicion
de fin
(pb)

33,405,000

39,705,000

57,130,000

110,420,000

75,945,000

2,905,000

34,050,000

146,150,000

30,335,000

37,245,000

5,120,000

19,720,000

20,820,000

135,377,527

6,830,000

50,150,000

70,245,000

134,670,000

34,280,000

105,720,000

127,660,000

51,790,000

31,175,000

35,075,000

90,090,000

29,420,000

33,485,000

34,385,000

Citobanda
de inicio

6p22.1

6p21.31

6p12.2

6q13

7g11.22

8p23.3

8p23.2

8g21.11

9p24.3

9p21.1

10p15.3

10p14

10p12.31

10026.2

11p15.5

11p15.4

11913.3

11913.3

12p13.33

12021.2

12023.3

14021.3

15011.2

16p13.3

16022.1

179111

17g11.2

17912

Citobanda
de fin

6p21.32

6p21.2

6p11.2

6g21

7g11.23

8p23.2

8p12

8g24.3

9p21.1

9p13.2

10p15.1

10p12.31

10p12.31

10026.3

11p15.4

11p11.12

11913.3

11925

12p11.1

12023.3

12024.32

14g22.1

15013.2

16p11.1

16024.3

17g11.2

17912

17912

Tamafo
(kpb)

4,885

6,200

4,400

40,225

4,185

2,450

31,045

70,310

30,090

5,910

4,950

7,875

1,000

6,361

6,585

43,220

1,680

64,325

34,050

25,730

21,840

3,600

8,805

34,935

23,350

3,840

2,000

800

Num. de
ventanas
gendmicas

41

63

45

396

23

23

289

694

299

55

49

73

62

60

412

617

326

257

215

37

57

266

220

36

21

Estado de
CN

Doble
delecién

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion

Delecion

Delecion

Duplicacion

Delecion

Duplicacion

Delecion

Delecion

Duplicacion

Delecion

Delecion

Delecion
Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion

Duplicacion
Duplicacion
de

multiples
copias

Duplicacion
Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion

de

multiples
copias

CN

FA

1.03

0.93

0.84

0.96

1.47

0.49

0.45

0.91

0.55

0.49

0.48

1.15

0.98

1.35
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Error
de FA

0.07

0.09

0.03

0.02

0.09

0.06

0.05

0.17

0.05

0.02

0.02

0.03

0.04

0.04

0.04

0.1

0.12

Mediana
logz-atio

-2.4517

0.6408

0.5406

0.4817

0.7995

-0.4297

-1.3132

0.5605

-1.3440

0.6648

-0.4306

-0.4005

0.5288

-0.4972

-1.3268

-0.4268

1.2874

-0.4085

0.5718

1.0324

0.6507

0.9279

-1.3576

0.5833

0.7370

0.7001

0.4943

1.9203



Cromosoma

20

20

20

21

Posicion

de inicio

(pb)

34,865,000

36,515,000

38,210,000

45,925,000

30,790,000

54,150,000

14,555,000

29,885,000

49,495,000

15,530,000

Posicion

de fin

(pb)

36,065,000

38,110,000

41,035,000

76,720,000

77,921,820

57,495,000

15,455,000

37,797,085

62,813,369

47,965,000

Citobanda
de inicio

17912

17912

179211

17021.32

18g12.1

19913.42

20p12.1

20g11.21

20g13.13

21g11.2

Citobanda
de fin

17912

179211

17921.31

17025.3

18923

19913.43

20p12.1

20912

20913.33

21g22.3

Tamafo
(kpb)

1,200

1,695

2,825

30,795

47,132

3,345

900

7,912

13,318

32,435

Num. de
ventanas
gendmicas

13

28

296

467

31

79

131

320

CN= Numero de copias; FA= Fraccion alélica; pb= pares de bases; kpb= kilopares de bases

Tabla Suplementaria 4. Reporte de alteraciones en el nimero de copias de DNA detectadas mediante

secuenciacion gendmica con nanoporos en la linea celular SK-BR-3.

Cromosoma

Posicion
de inicio
(pb)

145,430,000

140,000

4,410,000

13,010,000

18,910,000

37,970,000

138,960,000

151,085,000

152,185,000

168,270,000

169,080,000

Posicion
de fin
(pb)

229,330,000

4,310,000

8,010,000

14,210,000

25,070,000

39,570,000

142,115,000

151,585,000

156,785,000

165,480,000

172,665,000

Citobanda
de inicio

1921.1

3p26.3

3p26.1

3p25.2

3p24.3

3p22.2

3923

3g25.1

3925.2

3425.32

3926.2

Citobanda
de fin

1042.13

3p26.1

3p26.1

3p25.1

3p24.2

3p22.1

3923

3925.1

3925.31

3926.1

3926.31

Tamafo
(kpb)

83,900

4,170

3,600

1,200

6,160

1,600

3,155

500

4,600

7,210

3,585

Num. de
ventanas
gendmicas

780

41

37

32

47

71

36

Estado de
CN

Delecion

Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion
Duplicacion
de
multiples
copias
Delecion
Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion

Duplicacion

Duplicacion

Delecion

Estado de
CN

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion
de
multiples
copias
Duplicacion
de
multiples
copias
Duplicacion
de
multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion

CN

CN

Error
FA
de FA
1.15 0.09
1 0
1 0
1 0
0.55 0.02
1 0
1 0
0.86 0.06
1.12 0.06
0.49 0.03

Error
FA
de FA
0.99 0.03
0.64 0.1
1.6 0
1.26 0.2
1.2 0.09
1 0
1 0
1 0
1.15 0.11
1.2 0.08
1.6 0
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Mediana
logz-atio

-1.1481

1.1435

-1.2725

1.4485

-0.4898

0.9421

-1.6122

0.5251

0.5555

-0.4034

Mediana
logzratio

0.5642

0.4297

0.8610

0.6781

0.6572

0.9564

1.0495

1.6239

0.6521

0.6707

0.8969



Cromosoma

Posicion
de inicio
(pb)

178,065,000

191,015,000

125,000

88,500,000

14,470,000

129,045,000

148,187,073

440,000

8,840,000

28,020,000

33,505,000

95,000

63,425,000

128,660,000

129,160,000

131,704,523

71,240,000

83,540,000

87,085,000

92,620,000

104,755,000

108,955,000

109,855,000

127,855,000

131,655,000

Posicion
de fin
(pb)

190,915,000

197,750,000

48,947,096

120,740,000

15,550,000

137,340,000

154,387,073

7,440,000

25,040,000

33,405,000

34,205,000

57,365,000

128,560,000

129,060,000

131,604,523

132,804,523

81,840,000

86,985,000

92,520,000

98,620,000

108,055,000

109,755,000

126,655,000

129,055,000

132,255,000

Citobanda
de inicio

3426.32

3928

4p16.3

4g22.1

5p15.2

5q23.3

5q32

6p25.3

6p24.3

6p22.1

6p21.31

7p22.3

7q11.21

7G32.1

7G32.1

7932.3

8q13.3

8021.13

8g21.3

8g21.3

8g22.3

8g23.1

8g23.1

8g24.21

8024.22

Citobanda
de fin

3928

3929

4pi1

4926

5p15.1

5q31.2

5433.2

6p24.3

6p22.3

6p21.32

6p21.31

7p11.2

7G32.1

7G32.1

7932.3

7933

80g21.13

8g21.3

8g21.3

8g22.1

8923.1

8g23.1

8g24.13

8g24.21

8024.22

Tamafo
(kpb)

12,850

6,735

48,822

32,240

1,080

8,295

6,200

7,000

16,200

5,385

700

57,270

65,135

400

2,445

1,100

10,600

3,445

5,435

6,000

3,300

800

16,800

1,200

600

Num. de
ventanas
gendmicas

129

61

468

316

81

63

71

163

46

526

583

24

107

32

55

61

34

169

Estado de
CN

Duplicacion
de
multiples
copias

Duplicacion

Delecion

Duplicacion

Delecion

Delecion

Duplicacion

Delecion

Duplicacion

Doble
delecién

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de
multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion

Delecion

Delecion

Duplicacion
de
multiples
copias
Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion

CN FA
4 1
3 0.83
1 0.88
3 0.65
1 1.1
1 0.86
3 16
1 0.76
3 1.22
0 1
3 0.69
3 16
4 1
1 0.82
6 1
1 0.98
13 1
3 0.7
8 1
1 1
1 1
1 1
14 1
17 1
1 0.85

110 de 129

Error
de FA

0.09

0.02

0.04

0.1

0.05

0.05

0.06

0.23

0.2

0.12

0.11

0.16

Mediana
logzratio

0.9244

0.4805

-0.8656

0.4183

-1.1494

-0.8851

0.8995

-0.8150

0.6845

-2.6584

0.5059

0.8942

0.9709

-0.8656

1.6933

-1.0012

2.6646

0.4256

1.9222

-1.6787

-1.8074

-1.6147

2.7583

3.1177

-0.6314



Cromosoma

Posicion
de inicio
(pb)

132,355,000

132,755,000

137,330,000

29,855,000

57,025,000

73,590,000

82,270,000

108,120,000

116,173,470

95,060,324

52,295,000

57,995,000

85,505,000

61,640,000

19,390,000

25,580,000

29,265,000

37,310,000

40,635,000

49,625,000

60,695,000

69,420,000

76,720,000

78,275,000

33,290,000

Posicion
de fin
(pb)

132,655,000

133,255,000

142,130,000

33,255,000

73,490,000

82,170,000

113,250,000

109,320,000

122,730,623

114,989,948

53,095,000

58,495,000

92,485,000

90,090,000

21,070,000

29,165,000

37,210,000

40,535,000

48,725,000

60,425,000

69,320,000

76,620,000

78,175,000

81,009,049

54,359,136

Citobanda
de inicio

8024.22

8024.22

8024.23

10p11.23

100211

10022.1

100231

12023.3

12024.21

13932.1

14g22.1

14022.3

1431.3

16021

17p11.2

179111

17g11.2

17912

17921.2

17021.33

17923.2

17024.3

17025.3

17925.3

18g12.2

Citobanda
de fin

8024.22

8024.22

8g24.3

10p11.22

10022.1

10023.1

10025.2

12024.11

12024.31

13934

14g22.1

14923.1

14032.12

16024.3

17p11.2

17g11.2

17912

17921.2

17021.33

17923.2

17024.3

17925.3

17925.3

17925.3

18021.31

Tamafo
(kpb)

300

500

4,800

3,400

16,465

8,580

30,980

1,200

6,557

19,930

800

500

6,980

28,450

1,680

3,585

7,945

3,225

8,090

10,800

8,625

7,200

1,455

2,734

21,069

Num. de
ventanas
gendmicas

49

34

165

78

299

65

194

70

271

34

69

32

71

104

81

73

27

210

Estado de
CN

Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion

Delecion

Delecion

Duplicacion

Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion

Delecion

Delecion

Duplicacion

Duplicacion
de
multiples
copias
Duplicacion
de
multiples
copias
Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion

Delecion
Duplicacion
de
multiples
copias
Delecion
Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion

Delecion

Duplicacion

Duplicacion
Duplicacion
de
multiples
copias

Duplicacion

Delecion

Error
FA
de FA

1 0

1 0
0.92 0.06
0.9 0.08
1.43 0.06

1 0
0.85 0.03
0.84 0.12
0.82 0.06
1.24 0.05

1 0

1 0

1 0
0.9 0.03
0.92 0.13

1 0
0.9 0.05

1 0
0.89 0.05
0.88 0.05
1.51 0.09
0.75 0.08

1 0
0.76 0.13
0.96 0.03
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Mediana
logzratio

0.9753

-1.9045

-0.9143

-0.8656

0.7182

1.0857

-0.8425

-0.7661

-0.7567

0.6891

1.2971

1.1255

1.2410

-0.8656

-0.9164

1.0137

-0.8656

1.7294

-0.7859

-0.8656

0.7947

0.4436

1.5460

0.4436

-0.9181



Cromosoma

20

20

20

22

Posicion
de inicio
(pb)

20,345,000

110,000

32,985,000

41,297,085

46,965,000

Posicion
de fin
(pb)

23,810,000

25,655,000

37,597,085

62,813,369

47,565,000

Citobanda
de inicio

19p12

20p13

20q11.22

20q12

22013.31

Citobanda
de fin

19p12

20p11.21

20q11.23

20913.33

22013.31

Tamafo
(kpb)

3,465

25,445

4,612

21,516

600

Num. de
ventanas
gendmicas

5

253

46

CN= Numero de copias; FA= Fraccion alélica; pb= pares de bases; kpb= kilopares de bases

Tabla Suplementaria 5. Reporte de alteraciones en el nimero de copias de DNA detectadas mediante
secuenciacion gendmica con nanoporos en la linea celular MDA-MB-231.

Cromosoma

Posicion
de inicio
(pb)

206,520,000

108,160,000

440,000

28,620,000

33,505,000

34,905,000

43,205,000

62,285,000

78295000

455,000

106,755,000

125,455,000

3,665,000

18,165,000

20,865,000

89,985,000

19,550,000

47,290,000

Posicion
de fin
(pb)

242,900,000

162,070,000

28,520,000

33,405,000

34,805,000

43,105,000

57,130,000

75,195,000

166380000

43,325,000

113,355,000

126,355,000

18,065,000

20,765,000

26,035,000

134,670,000

114,989,948

57,795,000

Citobanda
de inicio

2433.3

3013.13

6p25.3

6p22.1

6p21.31

6p21.31

6p21.1

6q11.1

6q14.1

8p23.3

8923.1

8924.13

9p24.2

9p22.2

9p21.3

11914.3

13g12.11

14921.3

Citobanda
de fin

2437.3

3926.1

6p22.1

6p21.32

6p21.31

6p21.1

6p11.2

6913

6g27

8p11.1

8923.3

8924.13

9p22.2

9p21.3

9p21.2

11925

13934

14922.3

Tamafo
(kpb)

36,380

53,910

28,080

4,785

1,300

8,200

13,925

12,910

88,085

42,870

6,600

900

14,400

2,600

5,170

44,685

95,440

10,505

Num. de
ventanas
gendmicas

358

530

278

40

83

137

128

872

403

67

145

27

51

925

105

Estado de
CN

Doble
delecion

Duplicacion
Duplicacion
de
multiples
copias
Duplicacion
de
multiples
copias

Delecion

Estado de
CN

Delecion

Delecion

Duplicacion

Doble
delecién

Duplicacion
Duplicacion
de
multiples
copias
Duplicacion
Duplicacion
Delecion
Delecion
Duplicacion
Delecion

Delecion

Delecion

Doble
delecién

Duplicacion

Delecion

Duplicacion

CN

CN

Error
FA
de FA
1 0
1.6 0.03
1 0
1 0
1 0

FA Error
de FA
0.56 0.02
0.52 0.02
1.01 0.04
1 0
0.99 0.17
1 0
1.04 0.05
1 0.06
0.5 0.02
0.5 0.02
0.71 0.07
1 0
1 0
0.57 0.09
1 0
0.68 0.03
0.54 0.02
0.8 0.06
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Mediana
logzratio

-4.1446

0.8506

1.3438

1.3976

-1.6724

Mediana
logoratio

-0.4594

-0.4366

0.6101

-2.0228

0.5682

1.2224

0.6176

0.6110

-0.4001

-0.4064

0.4475

-1.3294

-1.4948

-0.4867

-4.8086

0.4339

-0.4406

0.5040



Cromosoma

20

21

22

Posicion
de inicio
(pb)

22,370,000

140,000

46,565,000

43,990,000

29,885,000

15,530,000

17,570,000

Posicion
de fin
(pb)

102,185,000

23,860,000

90,090,000

77,921,820

62,813,369

21,330,000

51,064,777

Citobanda
de inicio

15011.2

16p13.3

16g11.2

189211

20q11.21

21g11.2

22g11.1

Citobanda
de fin

15026.3

16p12.2

16024.3

18923

20913.33

21g21.1

22913.33

Tamafo
(kpb)

79,815

23,720

43,525

33,932

32,928

5,800

33,495

Num. de
ventanas
gendmicas

729

193

420

335

324

59

301

CN= Numero de copias; FA= Fraccion alélica; pb= pares de bases; kpb= kilopares de bases

Estado de
CN

Delecion

Delecion

Delecion

Delecion

Duplicacion

Delecion

Delecion

CN

FA

0.54

0.53

0.49

0.74

0.84

0.5

0.57

Tabla Suplementaria 6. Reporte de alteraciones en el nimero de copias de DNA detectadas

secuenciacion gendmica con nanoporos en la linea celular Hs578T.

Cromosoma

18

Posicion
de inicio
(pb)

3,629,312

93,695,000

178,665,000

60,000

440,000

63,425,000

455,000

47,855,000

64,940,000

132,755,000

127,985,000

53,655,000

80,245,000

31,385,000

185,000

Posicion
de fin
(pb)

3,729,312

178,565,000

197,750,000

45,800,000

57,130,000

66,310,000

43,325,000

64,840,000

132,655,000

146,150,000

134,670,000

53,855,000

90,090,000

33,285,000

13,990,000

Citobanda
de inicio

2p25.3

3q11.1

3426.32

5p15.33

6p25.3

7g11.21

8p23.3

8q11.1

8q12.3

8024.22

11024.3

13914.3

16023.2

17g11.2

18p11.32

Citobanda
de fin

2p25.3

3426.32

3929

5p12

6pi1.2

7g11.21

8p11.1

8q12.3

8024.22

8g24.3

11925

13914.3

16024.3

17912

18p11.21

Tamafo
(kpb)

100

84,870

19,085

45,740

56,690

2,885

42,870

16,985

67,715

13,395

6,685

200

9,845

1,900

13,805

Num. de
ventanas
gendmicas

836

184

433

562

403

168

674

129

67

95

20

135

CN= Numero de copias; FA= Fraccion alélica; pb= pares de bases; kpb= kilopares de bases

Estado de
CN

Duplicacion
de
multiples
copias

Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion
de
multiples
copias

Duplicacion

Delecion

Doble
delecién

Duplicacion

Delecion

Duplicacion

CN

FA

0.83

1.6

0.92

1.13

1.33

1.62

1.6

1.06

0.74

0.73

0.72

Error
de FA

0.02

0.03

0.03

0.03

0.04

0.06

0.03

mediante

Error
de FA

0.02

0.05

0.03

0.03

0.18

0.04

0.06

0.02

0.05

0.07
0.09

0.05
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Mediana
logzratio

-0.4306

-0.4623

-0.4108

-0.6387

0.5215

-0.4163

-0.4790

Mediana
logzratio

3.1812

0.4552

0.8088

0.4883

0.6605

0.5768

0.6862

0.7727

1.0453

0.8291

-1.1468

-5.9542

0.4312

-0.7021

0.4081



13.1.2 Reportes de alteraciones en el numero de copias de DNA detectadas mediante
secuenciacion lllumina de lineas celulares tumorales empleando el software
XCAVATOR

Tabla Suplementaria 7. Reporte de alteraciones en el nimero de copias de DNA detectadas mediante

secuenciacion lllumina en la linea celular MCF7.

Cromosoma

Posicion
de inicio
(pb)

86,028,083

106,713,907

114,113,907

142,535,435

158,409,646
198,409,646

207,882,222

214,782,222

90,371,526

41,360,001

61,560,001

116,104,855

10,001

48,997,097

181,452,280

190,452,280

10,001

1,610,001
168,888,728
155,330,544

31,682,485

57,510,632

Posicion
de fin
(pb)

106,713,906

109,013,906

115,713,906

152,509,645

168,309,645
207,882,221

214,782,221

219,782,221

92,295,103

61,560,000

63,960,000

116,904,854

48,997,096

49,588,941

190,462,279

190,952,279

1,610,000

28,880,657
180,888,727
170,042,073

35,282,484

58,010,631

Citobanda
de inicio

1p22.3

1p21.1

1p13.2

1912

1923.1

1931.3

1932.2

1041

2p11.2

3p22.1

3pi14.2

3913.31

4p16.3

4p11

4034.3

4035.2

5p15.33

5p15.33

5q35.1

6g25.2

7p14.3

7p11.2

Citobanda
de fin

1p21.1

1p13.3

1p13.2

1921.3

1924.2

1932.2

10941

1041

2p11.1

3pi14.2

3p14.1

3913.31

4p11

4p11

4035.2

4035.2

5p15.33

5p14.1

5035.3

627

7p14.2

7p11.1

Tamano
(kpb)

20,686

2,300

1,600

9,974

9,900
9,473

6,900

5,000

1,924

20,200

2,400

800

48,987

592

9,000

500

1,600

27,271
12,000
14,712

3,600

500

Estado de
CN

Delecion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion
Duplicacion

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion
Duplicacion
Delecion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

CN

Mediana
logzratio

-0.9042

0.7052

1.9758

1.0386

-0.8666

0.8349

-0.9363

1.0591

1.8960

-0.8969

2.1557

-1.7356

-0.4037

2.1181

-1.0127

1.0730

1.2138

0.4270

0.5161

-0.9486

0.6278

1.1343
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Cromosoma

20

20

20

20

Posicion
de inicio
(pb)

100,365,725
10,001

46,838,888

86,235,600

129,926,452
65,467,680
60,001
51,090,854
54,694,206
86,574,696
117,137,585

119,337,585

37,856,695

48,120,001
60,320,001
19,000,001

20,000,001

49,709,444

63,009,444
46,385,802

28,263,007

45,125,849

33,810,899
60,001
60,001

6,660,001

29,419,570

39,447,086

Posicion
de fin
(pb)

114,206,043
43,741,854

86,235,599

129,926,451

146,232,588
66,168,360
11,912,759
51,690,853
59,494,205

117,137,584

119,337,584

134,937,584

38,256,694

60,320,000
115,039,948
107,200,000

22,562,114

54,609,443

102,434,473
67,185,801

38,625,848

67,360,760

77,971,820
10,037,198
6,660,000
26,260,000

30,803,908

41,347,085

Citobanda
de inicio

7g22.1

8p23.3

8qg11.1

8g21.2

8g24.21

9912

11p15.5

11p11.12

11911

11914.2

11023.3

11023.3

12911

13g14.2

13021.2

149111

159111

16021.2

15G22.2

16911.2

17911.2

17g21.32

18g12.2

19p13.3

20p13

20p12.3

20q11.21

20q12

Citobanda
de fin

7g31.1
8p11.1

8g21.2

8g24.21

8g24.3

9913

11p156.3

11p11.12

11g12.1

11023.3

11023.3

11925

12912

13021.2

13934

14932.33

16911.2

16021.3

15G26.3

16g22.1

17921.2

17G24.3

18923

19p13.2

20p12.3

20p11.1

20q11.21

20q12

Tamano
(kpb)

13,840

43,732

39,397

43,691

16,306
701
11,853
500
4,800
30,563
2,200

15,600

400

12,200
54,720
88,200

2,662

4,900

39,425
20,800

10,263

22,235

44,161
9,977
6,600

19,600

1,384

1,900

Estado de
CN
Duplicacion
Delecion
Duplicacion
Duplicacion

de multiples
copias

Duplicacion
Delecion
Delecion
Delecion
Delecion
Delecion

Duplicacion

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion
Delecion
Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion
Delecion

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Delecion

Delecion
Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

CN

Mediana

logzratio

0.6192
-0.9597

0.4805

1.2164

0.6835

-0.7979

-0.9112

-0.5634

-0.9131

-0.9405

0.6029

-0.9664

1.3090

-0.4012

-0.9618

0.4111

0.4915

1.2047

0.7315

-0.9221

-0.9479

1.1342

-0.9583

-0.9915

-0.4105

0.5761

0.5874

1.2367
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Cromosoma

20

20

21

21

21

22

22

22

CN= Numero de copias; pb= pares de bases; kpb= kilopares de bases

Posicion
de inicio
(pb)

46,847,086

53,547,086

9,411,194

14,338,130
39,338,130
16,050,001
17,047,851

35,109,432

Posicion
de fin
(pb)

52,147,085

62,963,369

11,097,896

39,338,129
48,082,664
17,047,850
35,109,431

51,214,777

Citobanda
de inicio

20g13.13

20q13.2

21p11.2

21g11.2

210922.13

22q11.1

22q11.1

22q12.3

Citobanda
de fin

20q13.2

20413.33

21p11.1

21922.13

21g22.3

22q11.1

22q12.3

22413.33

Tamano
(kpb)

5,300

9,416

1,687

25,000
8,745
998
18,062

16,105

Estado de
CN

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion
Duplicacion
Duplicacion

Delecion

Delecion

CN

Mediana

logzratio

0.9061

1.2855

1.8475

-0.4365

0.7825

0.6585

-0.4065

-0.9411

Tabla Suplementaria 8. Reporte de alteraciones en el nimero de copias de DNA detectadas mediante
secuenciacion lllumina en la linea celular MDA-MB-361.

Cromosoma

Posicion
de inicio
(pb)

142,535,435

91,695,104

108,226,172

48,997,097

10,001

49,405,642

31,760,001
61,054,332
61,967,158
71,667,158
10,001
3,010,001
75,735,600

10,001

Posicion
de fin (pb)

145,410,724

92,295,103

156,590,582

49,588,941

46,380,657

49,605,641

33,560,000
61,827,020
71,667,157
76,665,724
3,010,000
34,041,854
146,232,588

30,410,000

Citobanda
de inicio

1912

2p11.1

2q12.3

4p11

5p15.33

5g11.1

6p21.33

7q11.1

7q11.21

7q11.22

8p23.3

8p23.2

80921.11

9p24.3

Citobanda
de fin

1921.1

2p11.1

20241

4p11

5p11

5g11.1

6p21.31

7q11.21

7q11.22

7q11.23

8p23.2

8p12

8g24.3

9p21.1

Tamano
(kpb)

2,875

700

48,364

592

46,371

200

1,800
773
9,700
4,999
3,000
31,032
70,497

30,400

Estado de
CN

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion
Duplicacion
Delecion
Duplicacion
Delecion
Delecion
Duplicacion

Delecion

CN

Mediana
logzratio

0.8245

1.4495

-0.4681

1.9779

0.4342

1.5836

-0.4349

0.5101

-0.4839

0.4420

-0.5503

-1.3027

0.4695

-1.0717
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Cromosoma

Posicion
de inicio
(pb)

30,410,001
37,310,001
65,467,680
60,001
11,660,001
70,948,846
129,066,070
60,001

6,912,760

68,694,206

145,740

37,856,695

80,056,695

105,856,695

19,000,001

48,100,001
22,746,194

60,001

32,086,922

46,385,802
66,785,802
25,263,007
31,463,007
34,563,007
36,225,849

38,125,849

45,825,849

Posicion
de fin (pb)

37,310,000
41,815,793
66,168,360
5,160,000
39,068,835
74,948,845
135,427,527
6,912,759

51,690,853

70,274,695

34,839,876

38,156,694

105,856,694

127,680,623

20,400,000

51,800,000
30,409,443

32,086,921

35,273,150

51,985,801
90,239,383
29,463,006
34,563,006
36,225,848
38,125,848

41,025,848

51,125,848

Citobanda
de inicio

9p21.1

9p13.2

9912

10p15.3

10p14

10g22.1

10g26.2

11p15.5

11p15.4

11913.3

12p13.33

12911

12021.2

12g23.3

149111

14021.3

16911.2

16p13.3

16p11.2

16911.2

16g22.1

179111

17911.2

17912

17g12

179211

17921.32

Citobanda
de fin

9p13.2

9p12

9913

10p156.1

10p11.1

10g22.2

10G26.3

11p15.4

11p11.12

11913.3

12p11.1

12911

12G23.3

12024.32

14911.2

149221

156013.2

16p11.2

16p11.1

16g12.1

16G24.3

17911.2

17g12

17912

179211

17g21.31

17g22

Tamano
(kpb)

6,900
4,506
701
5,100
27,409
4,000
6,361
6,853

44,678

1,580

34,694

300

25,800

21,824

1,400

3,700
7,663

32,027

3,186

5,600
23,454
4,200
3,100
1,663
1,900

2,900

5,300

Estado de
CN

Duplicacion
Delecion
Delecion
Delecion
Delecion
Delecion
Delecion
Delecion

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion
Delecion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion

Delecion
Duplicacion

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

CN

Mediana

logzratio

0.5675

-0.5413

-0.6962

-0.4516

-0.4645

-0.4260

-0.4998

-1.2565

-0.4345

1.1232

0.4538

1.5674

0.9065

0.4649

1.0553

0.7002

-1.2047

0.4872

1.0823

-0.4111

0.5428

0.5112

0.4809

-1.0825

0.7519

-1.0488

1.2446
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Cromosoma

20

20

20

21

21

21

22

22

CN= Numero de copias; pb= pares de bases; kpb= kilopares de bases

Posicion
de inicio
(pb)

51,125,849

56,425,849

30,810,899
54,131,783
25,660,001
29,419,570

49,447,086

9,411,194

14,338,130

14,538,130

16,050,001

39,909,432

Posicion
de fin (pb)

56,425,848

76,860,760

77,971,820
57,631,782
26,260,000
37,847,085

62,963,369

11,097,896

14,538,129

48,082,664

16,947,850

51,214,777

Citobanda
de inicio

17g22

17g22

18g12.1

19913.42

20p11.1

20q11.21

20g13.13

21p11.2

21g11.2

21g11.2

22q11.1

22q13.1

Citobanda
de fin

17g22

17G25.3

18923

19913.43

20p11.1

20q12

20q13.33

21p11.1

21g11.2

21g22.3

22q11.1

22413.33

Tamano
(kpb)

5,300

20,435

47,161
3,500
600
8,428

13,5616

1,687

200

33,545

898

11,305

Estado de
CN

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

CN

Mediana

logzratio

0.5170

1.3461

-0.5156

0.6798

0.6140

0.4705

0.5292

1.3985

1.0981

-0.5178

1.0477

-0.4501

Tabla Suplementaria 9. Reporte de alteraciones en el nimero de copias de DNA detectadas mediante

secuenciacion lllumina en la linea celular SK-BR-3.

Cromosoma

Posicién
de inicio
(pb)
10,001

16,107,163

120,413,907

142,535,435

162,809,646

32,578,114

89,830,437

111,351,338

140,951,338

169,890,583

Posicién
de fin
(pb)
1,721,368

17,375,658

121,386,695

162,809,645

229,797,846

32,878,113

92,295,103

114,051,337

142,051,337

170,190,582

Citobanda
de inicio

1p36.33

1p36.21

1p12

1912

1923.3

2p22.3

2p11.2

2913

2g22.1

2031.1

Citobanda
de fin

1p36.33

1p36.13

1p11.2

1923.3

1042.13

2p22.3

2p11.1

2913

2g22.1

2031.1

Tamano
(kpb)

1,711

1,268

973

20,274

66,988

300

2,465

2,700

1,100

300

Estado de
CN

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

27

22

Mediana

logzratio

0.5342

0.8594

1.9330

0.7463

0.6282

3.7450

1.9487

0.7429

2.0468

3.4558
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Cromosoma

Posicion
de inicio
(pb)

179,390,583

201,690,583

209,090,583

216,090,583

230,990,583

4,360,001
36,660,001

50,260,001

138,904,855

150,904,855

168,804,855

178,004,855

10,001

48,997,097

190,352,280

14,210,001

14,510,001

79,905,642

127,586,129

127,886,129
134,286,129
137,586,129
147,937,074
60,001
8,260,001

8,760,001

38,660,001

Posicion
de fin
(pb)

179,690,582

202,790,582

209,290,582

216,390,582

231,490,582

8,060,000
39,560,000

51,460,000

142,304,854

165,504,854

172,704,854

193,104,854

48,997,096

49,588,941

190,952,279

14,510,000

15,610,000

80,605,641

127,886,128

134,286,128
137,586,128
142,837,073
154,437,073
7,360,000
8,760,000

25,960,000

39,060,000

Citobanda
de inicio

2g31.2

2433.1

2q34

235

2436.3

3p26.1
3p22.2

3p21.31

3923

3g25.1

3926.2

3426.32

4p16.3

4p11

4035.2

5p15.2

5p15.2

5q14.1

5023.3

5023.3
5031.1
5031.2
5q32
6p25.3
6p24.3

6p24.3

6p21.2

Citobanda
de fin

2g31.2

2433.1

2g34

235

2437.1

3p26.1
3p22.1

3p21.2

3923

3926.1

3426.31

3929

4p11

4p11

4035.2

5p15.2

5p15.1

5q14.1

5023.3

5031.1
5031.2
5q31.3
5033.2
6p24.3
6p24.3

6p22.2

6p21.2

Tamano
(kpb)

300

1,100

200

300

500

3,700
2,900

1,200

3,400

14,600

3,900

15,100

48,987

592

600

300

1,100

700

300

6,400
3,300
5,251
6,500
7,300
500

17,200

400

Estado de
CN

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion
Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion
Delecion
Duplicacion
Duplicacion
Delecion
Delecion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

CN

126

Mediana

logzratio

5.9818

1.8851

3.0569

1.7349

1.6332

0.8795
0.9150

0.7388

0.9753

0.5038

1.0160

0.8492

-0.8892

1.4350

1.1041

1.6233

-1.1429

1.6252

2.3793

-0.7260
-0.8823
0.5402
0.7751

-0.7810
-0.8369

0.6364

2.8788
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Cromosoma

Posicion
de inicio
(pb)

51,460,001

56,260,001

79,578,590

117,530,544

10,001
61,054,332

131,664,524

151,797,898

37,941,855

49,435,600

67,335,600

86,726,452

92,626,452

99,526,452

105,026,452

109,726,452

127,726,452

132,726,452

137,326,452

8,310,001

35,510,001

16,860,001

29,824,676

42,354,936

55,548,846

Posicion
de fin
(pb)

51,960,000

56,660,000

79,778,589

117,930,543

58,010,631
131,664,523

132,854,523

162,097,897

38,341,854

50,835,599

81,935,599

92,626,451

98,726,451

101,226,451

109,726,451

126,726,451

129,126,451

133,326,451

141,626,451

8,610,000

35,810,000

17,260,000

33,124,675

42,696,687

69,548,845

Citobanda
de inicio

6p12.3

6p12.1

6q14.1

6g22.1

7p22.3
7g11.1

7932.3

7936.1

8p11.23

8q11.21

8q13.1

8g21.2

8921.3

8g22.2

8g22.3

8g23.1

8g24.21

8g24.22

8g24.23

9p24.1

9p13.3

10p13

10p11.23

10g11.21

109211

Citobanda
de fin

Bpi12.2

6p12.1

6q14.1

6g22.1

7p11.1
7932.3

7033

7936.1

8p11.22

8q11.21

8021.13

8g21.3

8g22.1

8g22.2

8g23.1

8924.13

8g24.21

8g24.22

8924.3

9p24.1

9p13.3

10p13

10p11.22

10g11.21

10021.3

Tamano
(kpb)

500

400

200

400

58,001
70,600

1,200

300

400

1,400

14,600

5,900

6,100

1,700

4,700

17,000

1,400

600

4,300

300

300

400

3,300

342

14,000

Estado de
CN

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion
Duplicacion

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion

CN

29

31

Mediana

logzratio

2.2252

3.8422

2.8693

1.6353

0.8222
0.8811

-0.9898

3.9551

2.1418

-0.6943

2.2672

1.9248

-1.7810

1.6014

-1.7755

2.9794

3.1344

-1.6496

-0.9494

21173

2.1202

2.9548

-0.8307

6.3892

0.6085
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Cromosoma

Posicion
de inicio
(pb)

69,548,846

82,248,846

107,937,585

145,740

18,339,877

26,539,877

40,556,695

78,156,695

108,056,695

109,423,471

23,820,001

28,120,001

48,820,001

95,110,325
19,000,001

50,100,001

85,500,001

93,900,001

20,000,001

28,264,854

40,209,444

29,386,922

46,385,802

53,185,802

61,485,802

396,627

Posicion
de fin
(pb)

82,248,845

113,048,845

108,837,584

1,445,739

19,639,876

26,939,876

42,056,694

78,656,694

109,356,694

110,028,470

24,020,000

29,620,000

49,320,000

115,039,948
23,100,000

53,100,000

92,500,000

94,200,000

23,864,853

29,064,853

43,809,443

35,273,150

46,785,801

53,585,801

90,239,383

10,196,626

Citobanda
de inicio

10g21.3

10g23.1

11g22.3

12p13.33

12p12.3

12p11.23

12912

12g21.2

12423.3

12g24.11

13g12.12

13g12.2

13g14.2

13932.1
14g11.1

14021.3

140931.3

14g32.12

15911.1

1569131

1560151

16p11.2

16911.2

16g12.2

16G21

17p13.3

Citobanda
de fin

10g23.1

10g25.2

11g22.3

12p13.33

12p12.3

12p11.23

12912

12g21.2

12g24.11

12g24.11

13g12.12

13g12.3

13g14.2

13934
14g11.2

149221

14932.12

14g32.12

16911.2

1560131

16015.3

16p11.1

16911.2

16g12.2

16G24.3

17p13.1

Tamano
(kpb)

12,700

30,800

900

1,300

1,200

400

1,500

500

1,300

600

200

1,500

500

19,930
4,100

3,000

7,000

300

3,865

800

3,600

5,886

400

400

28,754

9,800

Estado de
CN

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion
Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Delecion

CN

27

Mediana

logzratio

0.9313

-0.8593

1.4220

1.4326

0.8027

2.2338

1.1354

2.9024

-0.9011

1.2244

3.7713

0.9200

2.0076

0.5007
0.6204

0.7007

1.1097

2.4750

1.1784

1.6163

0.6224

0.5539

1.2790

2.9776

-0.8606

-0.5526
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Cromosoma

20

20

20

21

22

22

CN= Numero de copias; pb= pares de bases; kpb= kilopares de bases

Posicion
de inicio
(pb)

10,196,627

10,596,627

25,263,007

29,763,007

34,063,007

37,225,849

41,825,849
58,325,849

59,625,849

76,760,761

10,001

18,510,899

33,210,899

56,109,137

20,337,199

27,731,783

60,001

32,903,909

41,247,086

9,411,194

16,050,001

46,909,432

Posicion
de fin
(pb)

10,596,626

22,166,608

29,763,006

34,063,006

37,225,848

40,625,848

56,525,848
59,625,848

68,860,760

79,696,461

210,000

18,710,898

54,509,136

56,509,136

24,573,415

27,931,782

26,260,000

37,647,085

62,963,369

11,097,896

16,450,000

47,609,431

Citobanda

de inicio

17p13.1

17p13.1

17g11.1

17g11.2

17912

17912

17g21.31
17g23.2

17g23.2

17G25.3

18p11.32

18g11.1

18g12.2

18g21.31

19p12

19911

20p13

20q11.22

20q12

21p11.2

22q11.1

22413.31

Citobanda
de fin

17p13.1

17p11.2

17g11.2

17912

17912

17g21.2

17g22
17g23.2

17G24.3

17G25.3

18p11.32

18g11.1

18g21.31

18g21.32

19p11

19911

20p11.1

20q12

20q13.33

21p11.1

22g11.1

22413.31

Tamano
(kpb)

400

11,670

4,500

4,300

3,163

3,300

14,700
1,300

9,235

2,936

200

200

21,298

400

4,236

200

26,200

4,743

21,716

1,687

400

700

Estado de
CN

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion
Delecion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias
Doble
delecion
Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

CN

21

Mediana

logzratio

2.5523

-0.5765

1.1568

-0.8784

-0.6278

2.1889

-0.8740
-0.9132

0.8773

1.2729

2.7471

3.3692

-0.9120

1.8868

-3.8916

3.4086

0.8317

1.3193

1.4078

1.9189

1.2917

-1.5071
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Tabla Suplementaria 10. Reporte de alteraciones en el niimero de copias de DNA detectadas mediante

secuenciacion Illlumina en la linea celular MDA-MB-231.

Cromosoma

Posicion
de inicio
(pb)

16,807,163

142,535,435

148,176,039

91,695,104

206,290,583

75,670,271

90,270,271

108,404,855

49,197,097

190,452,280

60,001

34,860,001

43,260,001
61,880,167
74,978,590

78,178,590

57,510,632

61,054,332
10,001
46,838,888
113,426,452
125,426,452
3,610,001

18,110,001

Posicion
de fin
(pb)

17,275,658

145,410,724

149,404,460

92,095,103

243,009,132

75,870,270

90,470,270

162,204,854

49,588,941

190,952,279

34,860,000

43,260,000

58,737,659
74,978,589
78,178,589

166,291,300

58,010,631

61,827,020
43,741,854
81,135,599
116,126,451
126,426,451
18,110,000

20,810,000

Citobanda
de inicio

1p36.13

1912

1g21.2

2p11.1

2433.3

3p12.3

3p11.1

3913.13

4p11

4035.2

6p25.3

6p21.31

6p21.1

6qg11.1

6g13

6q14.1

7p11.2

7q11.1

8p23.3

8qg11.1

8923.3

8g24.13

9p24.2

9p22.2

Citobanda
de fin

1p36.13

1921.1

1g21.2

2p11.1

2437.3

3p12.3

3p11.1

3926.1

4p11

4035.2

6p21.31

6p21.1

6p11.1

6913

6g14.1

627

7p11.1

7q11.21

8p11.1

8021.13

8g23.3

8g24.13

9p22.2

9p21.3

Tamano
(kpb)

468

2,875

1,228

500

36,719

200

200

53,800

392

500

34,800

8,400

15,478
13,098
3,200

88,113

500

773
43,732
34,297

2,700
1,000
14,500

2,700

Estado de
CN

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion
Delecion
Delecion
Delecion
Delecion
Delecion

Delecion

Mediana

logzratio

1.1300

1.1639

0.8143

1.7120

-0.4882

1.6984

1.3997

-0.4607

2.1448

1.1363

0.6738

1.3111

0.6985

0.6740

0.4069

-0.4237

0.9814

0.6682

-0.4326

-0.4242

-0.4257

-1.4646

-1.4678

-0.4286
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Cromosoma

20

20

Posicion
de inicio
(pb)

20,810,001
39,210,001
43,313,699

43,813,699

68,337,999

42,354,936
46,296,688

46,876,965

48,712,760

54,694,206

88,438,379

37,856,695

124,980,624
19,020,001

19,000,001

20,000,001

22,262,115
60,001
34,273,151
46,385,802
70,885,802

71,185,802

10,001

43,910,899

27,731,783

25,660,001

29,419,570

Posicion
de fin
(pb)

26,110,000
41,815,793
43,813,698

44,596,569

69,088,946

42,896,687
46,876,964

47,176,964

49,012,759

55,094,205

134,937,584

38,156,694

133,806,992
115,039,948

20,200,000

20,200,000

102,434,473
32,086,921
35,273,150
70,885,801
71,185,801

90,239,383

210,000

77,971,820

27,931,782

26,260,000

29,908,908

Citobanda
de inicio

9p21.3

9p13.1

9p12

9p11.2

9913

10g11.21

10g11.22

10g11.22

11p11.2

11911

11914.3

12911

12g24.31

13qg11

149111

159111

16911.2

16p13.3

16p11.2

16911.2

16g22.2

16g22.2

18p11.32

189211

19911

20p11.1

20g11.21

Citobanda
de fin

9p21.2

9p12

9p11.2

9p11.2

9021.11

10g11.21

10g11.22

10g11.22

11p11.12

11911

11925

12911

12424.33

13934

14911.2

159111

15G26.3

16p11.2

16p11.1

16g22.2

16g22.2

16G24.3

18p11.32

18923

19911

20p11.1

20g11.21

Tamano
(kpb)

5,300

2,606

500

783

751

542
580

300

300

400

46,499

300

8,826
96,020

1,200

200

80,172
32,027
1,000
24,500
300

19,054

200

34,061

200

600

484

Estado de
CN

Doble
delecion

Delecion
Delecion

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion
Delecion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion
Delecion

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion
Delecion
Delecion
Delecion
Duplicacion

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

CN

Mediana

logzratio

-5.3460

-0.5891

-1.9902

-0.4310

1.7916

0.5229

-0.7471

0.7151

1.3638

0.5989

0.4427

1.5644

-0.4463

-0.4934

0.7530

1.1520

-0.4837

-0.4580

-0.5355

-0.5206

0.8119

-0.5069

1.0520

-0.5574

1.1352

0.6253

1.7115
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Cromosoma

20

21

21

22

22

CN= Numero de copias; pb= pares de bases; kpb= kilopares de bases

Posicion
de inicio
(pb)

29,908,909

9,411,194

14,338,130
16,050,001

17,047,851

Posicion
de fin
(pb)

62,963,369

11,097,896

21,138,129
17,047,850

51,214,777

Citobanda
de inicio

20q11.21

21p11.2

21g11.2
22q11.1

22q11.1

Citobanda

de fin

20413.33

21p11.1

21g21.1

22g11.1

22413.33

Tamano
(kpb)

33,059

1,687

6,800
998

34,167

13.2 Muestras de pacientes con cancer de mama

Estado de
CN

Duplicacion

Duplicacion
de multiples
copias

Delecion
Duplicacion

Delecion

CN

Mediana
logzratio

0.4670

1.5410

-0.6372

0.6215

-0.5124

13.2.1 Reportes de alteraciones en el numero de copias de DNA detectadas mediante
microarreglos de alta resolucion en muestras de biopsia de tejido tumoral
empleando el software Chromosome Analysis Suite

Tabla Suplementaria 11. Reporte de alteraciones en el nimero de copias de DNA detectadas mediante

microarreglos de alta resolucion en la muestra de biopsia de tejido tumoral BL-147.

Cromosoma

20

CN= Numero de copias; pb= pares de bases; kpb= kilopares de bases

Posicion
de inicio
(pb)

145,038,815
35,578,909
45,798,555
62,083,908
84,543,946
51,196,206
68,044,804
71,407,173
80,790,741
32,608,733

19,836,217

Posicion
de fin
(pb)

249,212,878
37,003,273
46,495,942
66,309,040
134,038,847
62,068,685
71,344,441
72,181,733
81,599,288
90,158,005

20,838,118

Citobanda

de inicio

1021.1

1p34.3

1p34.1

11g12.3

119141

11p11.12

11g13.2

11g13.4

119141

16p11.2

20p11.23

Citobanda

de fin

1q44

1p34.3

1p34.1

11g13.2

11925

11g12.3

11g13.4

11g13.4

119141

16g24.3

20p11.23

Tamanho
(kpb)

104,174
1,424
697
4,225
50,395
10,872
3,300
775
809
57,549

1,002

Estado de
CN

Duplicacion

Delecion

Delecion

Delecion

Delecion

Delecion

Duplicacion

Delecion

Duplicacion

Delecion

Delecion

CN

Importancia
clinica

Patogénica
Desconocida
Desconocida
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Desconocida
Desconocida
Patogénica

Desconocida
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Tabla Suplementaria 12. Reporte de alteraciones en el nimero de copias de DNA detectadas mediante

microarreglos de alta resolucion en la muestra de biopsia de tejido tumoral BL-158.

Cromosoma

Posicion
de inicio
(pb)

754,192
210,644,714
44,171,266

187,064,038

163,718,746

31,731,208

150,276,022

30,509,439

42,978,550

47,055,992

161,153,836

164,421,385

165,787,477

168,852,043

171,168,545

173,658,234

174,951,068

179,847,877

180,931,508

182,809,835

184,123,374

185,563,418

Posicion
de fin
(pb)

28,906,940
249,212,878
46,567,425

202,470,658

155,812,355

33,540,018

150,990,292

31,426,815

44,161,980

48,588,004

162,440,134

165,695,726

168,849,822

171,151,991

173,541,768

174,928,375

176,001,826

180,930,050

182,777,751

184,110,720

185,642,871

186,390,303

Citobanda
de inicio

1p36.33

1032.2

1p34.1

1031.1

1021.3

1p35.2

1021.2

1p35.2

1p34.2

1p33

1023.3

1023.3

10241

1024.2

1024.3

1025.1

1025.1

1025.2

1025.3

1025.3

1025.3

1025.3

Citobanda
de fin

1p35.3

1q44

1p34.1

1932.1

1922

1p35.1

1921.3

1p35.2

1p34.1

1p33

1923.3

10241

1024.2

1024.3

1025.1

1025.1

1025.2

1025.3

1025.3

1025.3

1025.3

1031.1

Tamanho
(kpb)

28,153

38,568

2,396

15,407

2,094

1,809

714

917

1,183

1,632

1,286

1,274

3,062

2,300

2,373

1,370

1,051

1,082

1,846

1,301

1,419

827

Estado de
CN

Deleciéon
Deleciéon
Deleciéon

Deleciéon

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacién
de multiples
copias

Deleciéon

Duplicacién
de multiples
copias
Duplicacién
de multiples
copias

Delecion

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacién
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Duplicacién

Duplicacién
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacién
de multiples
copias
Duplicacién
de multiples
copias
Duplicacién
de multiples
copias

Duplicacién

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacién
de multiples
copias

CN

Importancia
clinica

Patogénica
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Probablemente
patogénica
Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida
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Cromosoma

22

22

22

22

22

CN= Numero de copias; pb= pares de bases; kpb= kilopares de bases

Posicion
de inicio
(pb)

186,401,206

202,503,815

206,875,697

209,618,109

101,349,874

57,797,218

3,093,409

39,412,457

128,744,202

54,795,357
104,769,543
92,573,911
101,880,373
90,364,163
65,980,170
93,263,066
53,025,692
58,595,933
100,246,452
46,461,309
34,326,140
27,062,038
36,418,475
42,243,618
24,394,088

16,054,713

Posicion
de fin
(pb)

187,054,897

204,717,211

208,212,397

210,633,845

102,626,175

170,913,051

39,114,949

43,767,534

140,467,205

87,220,603
134,938,847
100,978,052
102,669,409
91,547,465
107,282,024
94,798,406
57,565,148
62,171,479
102,397,317
90,158,005
35,271,725
33,786,170
41,961,831
45,254,083
25,944,478

17,989,378

Citobanda
de inicio

1031.1

1032.1

1032.1

1932.2

5q21.1

Bpi11.2

8p23.2

8p11.22

8g24.21

11911

11g22.3

11g14.3

11g22.1

11g14.3

14g23.2

15G26.1

15g21.3

15g21.3

15G26.3

16g11.2

16p11.2

22q12.1

22q12.3

22q13.2

22q11.23

22q11.1

Citobanda
de fin

1931.1

1932.1

1932.2

1932.2

5q21.1

6g27

8p11.22

8p11.1

8g24.3

11g14.2

11925

11g22.1

11g22.2

11g14.3

14932.33

15G26.2

15g21.3

15g22.2

15G26.3

16g24.3

16p11.1

22q12.3

22q13.2

22413.31

22q12.1

22q11.21

Tamanho
(kpb)

654

2,213

1,337

1,016

1,176

113,116

36,022

4,355

11,723

32,425
30,169
8,404
789
1,183
41,302
1,635
4,539
3,676
2,151
43,697
946
6,724
5,643
3,010
1,550

1,935

Estado de
CN

Duplicacién
de multiples
copias
Duplicacién
de multiples
copias
Duplicacién
de multiples
copias
Duplicacién
de multiples
copias

Deleciéon

Deleciéon

Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias
Duplicacion
de multiples
copias

Deleciéon
Delecion
Delecion
Delecion
Deleciéon
Delecion
Deleciéon
Deleciéon
Deleciéon
Deleciéon
Deleciéon
Duplicacion
Deleciéon
Deleciéon
Deleciéon
Deleciéon

Delecion

CN

Importancia
clinica

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Desconocida

Patogénica

Patogénica

Desconocida

Desconocida

Patogénica

Patogénica

Probablemente
patogénica

Desconocida
Desconocida
Patogénica

Patogénica

Probablemente
patogénica

Desconocida
Desconocida
Patogénica
Benigna
Patogénica
Patogénica
Patogénica
Desconocida

Desconocida
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13.2.2 Reportes de alteraciones en el numero de copias de DNA detectadas mediante
secuenciacion genomica con nanoporos en muestras de biopsia liquida

empleando el software NanoGLADIATOR

Tabla Suplementaria 13. Reporte de alteraciones en el nimero de copias de DNA detectadas mediante

secuenciacion gendmica con nanoporos en la muestra de biopsia liquida BL-147.

Cromosoma

Posicion

de inicio
(pb)

57,790,000

90,660,000

153,010,000

162,185,000

25,070,000

1,728,646

130,745,000

119,520,000

124,920,000

151,985,000

4,605,000

22,110,000

32,110,000

39,250,000

89,385,000

14,965,000

12,595,000

119,485,000

28,010,000

70,595,000

25,560,000

Posicion
de fin
(pb)

57,890,000

90,760,000

153,110,000

162,285,000

25,170,000

1,928,646

130,845,000

119,620,000

125,120,000

152,085,000

4,905,000

22,210,000

32,210,000

39,350,000

89,585,000

15,165,000

12,695,000

119,585,000

28,110,000

71,100,000

25,660,000

Citobanda
de inicio

1p32.2

1p22.2

2423.3

2q24.2

3p24.2

4p16.3

5qg31.1

6g22.31

6022.31

7G36.1

8p23.2

8p21.3

8p12

8p11.22

8g21.3

9p22.3

11p15.3

11923.3

13g12.2

14q924.2

16p12.1

Citobanda
de fin

1p32.2

1p22.2

2423.3

2q24.2

3p24.2

4p16.3

5qg31.1

6g22.31

6g22.31

7G36.1

8p23.2

8p21.3

8p12

8p11.22

8g21.3

9p22.3

11p15.3

11923.3

13g12.2

14924.2

16p12.1

Tamafo
(kpb)

100

100

100

100

100

200

100

100

200

100

300

100

100

100

200

200

100

100

100

505

100

Num. de
ventanas
gendmicas

Estado de
CN

Duplicacion

Duplicacion
de
multiples
copias
Duplicacion
de
multiples
copias
Duplicacion
de
multiples
copias

Duplicacion
Duplicacion
de
multiples
copias
Duplicacion
Duplicacion
de
multiples
copias

Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion
Delecion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion
Duplicacion
de
multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion

CN

FA

0.77

0.76

0.82

0.84

0.96

0.76

0.82

0.89

0.79
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Error
de FA

0.17

0.17

0.14

0.17

0.07

0.17

0.14

0.15

0.17

Mediana
logoratio

0.4542

1.5412

2.1539

1.6623

0.4550

1.8604

0.4938

1.0973

0.6774

0.6045

0.5079

0.8442

0.5465

-0.6852

0.8611

0.7533

0.5924

0.4724

1.9907

0.4798

0.4496



Cromosoma

17

20

Posicion

de inicio
(pb)

41,335,000

45,185,000

59,955,000

54,545,000

Posicion
de fin
(pb)

41,435,000

45,285,000

60,155,000

54,645,000

Citobanda
de inicio

17921.31

17021.32

17923.2

20g13.2

Citobanda
de fin

17921.31

17021.32

17923.2

20g13.2

CN= Numero de copias; pb= pares de bases; kpb= kilopares de bases

Tabla Suplementaria 14. Reporte de alteraciones en el nimero de copias de DNA detectadas mediante

Tamafo
(kpb)

100

100

200

100

Num. de
ventanas
gendmicas

Estado de
CN

Duplicacion
Duplicacion
de
multiples
copias

Duplicacion

Duplicacion

secuenciacion genémica con nanoporos en la muestra de biopsia liquida BL-158.

Cromosoma

17

Posicién de
inicio (pb)

162,185,000

1,728,646

69,230,000

28,520,000

89,815,000

124,920,000

151,985,000

2,970,000

120,965,000

83,445,000

43,435,000

Posicién de
fin  (pb)

162,285,000

1,928,646

69,740,000

33,405,000

89,915,000

125,120,000

152,085,000

3,570,000

121,065,000

83,645,000

44,160,000

Citobanda
de inicio

2q24.2

4p16.3

4q13.2

6p22.1

6q15

6g22.31

7436.1

10p156.3

12024.31

16023.3

17921.31

Citobanda
de fin

2q24.2

4p16.3

4q13.2

6p21.32

6q15

6g22.31

7G36.1

10p15.2

12024.31

16023.3

17921.31

CN= Numero de copias; pb= pares de bases; kpb= kilopares de bases

Tamano
(kpb)

100

200

510

4,885

100

200

100

600

100

200

725

Num. de
ventanas
gendmicas

41

Estado de
CN

Duplicacion
de
multiples
copias
Duplicacion
de
multiples
copias
Delecion

Doble
delecién

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion

Duplicacion

Delecion

CN

CN

Error
FA
de FA
1.0 0.18
1 0
1 0.15
0.81 0.17

Error de
FA
FA
1 0
1 0
1 0.08
1 0
0.93 0.18
1 0.15
1 0.19
0.95 0.1
0.71 0.17
0.72 0.14
0.93 0.06
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Mediana
logoratio

0.6020

0.9658

0.7013

0.4752

Mediana
loggratio

0.9835

1.1030

-1.0324

-2.7923

0.5269

0.5333

0.7292

0.5812

0.4088

0.4264

-0.8921
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