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Resumen

La farmacogenética es una rama de la farmacologia que pretende predecir la respuesta
y toxicidad a diversos medicamentos en funcion de la variabilidad genética entre los
individuos (Wheeler et al., 2013). Muchos loci genéticos estan siendo estudiados actualmente
por su potencial valor predictivo, pero todavia no se dispone de datos sobre la prevalencia de
ciertas mutaciones en la poblacidn canaria. En este contexto, el objetivo del presente trabajo
ha sido determinar el genotipo de 148 pacientes del Hospital de Dia de Oncologia para varios
marcadores localizados en el gen UGT1A7 mediante una plataforma de PCR a tiempo real
empleando sondas de hibridacion, con el propésito de identificar los haplotipos UGT1A7*1,
UGT1A7*2, UGT1A7*3 y UGT1A7*4, ya que guardan relacién directa con el riesgo de
intoxicacion por irinotecan, un farmaco cominmente utilizado en el tratamiento de cancer
colorrectal. Durante estos ensayos rutinarios fueron apareciendo individuos dobles
heterocigotos en los que no era posible definir su haplotipo, y por tanto suscitaban
incertidumbre en relacion a la toxicidad, razén por la cual se ha puesto a punto un ensayo
basado en PCR especifica de alelo con el fin de resolver la ambigiiedad de fase. Los
resultados demuestran que se trata de una técnica rapida, fiable y trasladable a la practica
clinica.

Palabras clave: AS-PCR, farmacogenética, HybProbe, irinotecan, PCR a tiempo real.

Abstract

Pharmacogenetics is a branch of pharmacology dedicated to predict response to drug
treatments, according to the individual genetic variability (Wheeler et al., 2013). There are
some genetic loci that they have been analyzed due to their predictive value, but there are not
enough information about the prevalence of many genetic mutations in the canarian
population. In this way, the aim of this paper is to determinate the genotype of 148 samples of
patients from the Hospital de Dia de Oncologia, looking for some mutations located in
UGT1A7 gene, by means of real-time PCR using hybridization probes, with the purpose of
identify UGT1A7*1, UGT1A7*2, UGT1A7*3 y UGT1A7*4 haplotypes, because they are
related with irinotecan toxicity risk, a drug commonly used in the colorectal cancer treatment.
In these ordinary assays, we have found double heterozygous samples with unknown
haplotypes, so this led to uncertainness about toxicity. For this reason we have developed a
technique based on allele-specific PCR with the aim of resolve this problem. The outcome on
the present work is a fast, reliable technique that can be translated to the clinical field.

Key words: AS-PCR, HybProbe, irinotecan, pharmacogenetics, real-time PCR.
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1. Introduccién

El cancer colorrectal (CRC) es el tercer cancer mas comun tanto en hombres como en
mujeres, y la tercera causa de muerte relacionada con cancer (Jemal et al., 2004). Un
medicamento muy utilizado frente a este tipo de cancer es el irinotecan, siendo actualmente
parte del tratamiento estandar frente a cancer de colon o recto avanzados (Douillard et al.,
2000).

Este fa&rmaco es un derivado semisintético de la camptotecina administrado por via
intravenosa, que actla principalmente como inhibidor de la topoisomerasa I, enzima que
estabiliza la estructura del ADN durante su replicacion y transcripcion (Creemers et al.,
1994). Al resultar inhibida dicha enzima, se generan fragmentos de cadenas simples de ADN,
lo que conlleva la interrupcion de la division celular y finalmente la muerte de las células que

se encuentran en esta fase (Valenzuela et al. 2013).

Una vez en el organismo, el irinotecan es metabolizado en el higado por
carboxilesterasas, dando lugar a metabolitos activos denominados SN-38 (7-etil-10-
hidroxicamptotecina) que ejercen la accion inhibidora del ciclo celular. Estos metabolitos son
luego glucuronizados de manera extrahepética por las uridina difosfato
glucuronosiltransferasas 7, transformandolos en metabolitos inactivos o SN-38G que son
excretados finalmente hacia el intestino. De esta manera, las glucuronosiltransferasas juegan
un papel clave en la regulacion y eliminacién del SN-38.Teniendo en cuenta lo anterior, los
pacientes que presenten alteracionesen los genes codificadores de estas enzimas, sufriran
cambios en la actividad de glucuronidacion. En aquellos casos en los que esta actividad
resulte disminuida, los metabolitos activos permaneceran por un tiempo méas prolongado en la
circulacion sistémica, hecho que se ha relacionado directamente con la alta toxicidad del
irinotecan (Tziotou et al., 2014)

La bibliografia expone ampliamente la asociacion existente entre el grado de toxicidad
y algunos polimorfismos genéticos localizados en el gen UGT1A7, destacando la presencia
del alelo UGT1A7*3 como uno de los factores de riesgo mas importantes (Carlini et al.,
2005; Cecchin et al., 2009; Schulz et al., 2009), ya que provoca un descenso relevante en la
actividad de glucuronidacion (Strassburg et al., 2002; Tziotou et al., 2014).

Por ultimo, cabe mencionar que los efectos adversos causados por estos procesos de
intoxicacion resultan de diversa indole. Por un lado, destacan los efectos hematoldgicos como



leucopenia, neutropenia, anemia o trombocitopenia, y por otro lado, los sintomas no
hematoldgicos: diarrea, dolor abdominal, anorexia, alopecia, fatiga, vomitos o estomatitis
(Park et al., 2011)

1.1. Descripcion del gen analizado y haplotipos posibles

El gen UGT1A7 (UDP glucuronosiltransferasa familia 1, polipéptido A7) en Homo
sapiens se encuentra ubicado en el cromosoma 2937, con una extension de 2333 pb y 5
exones. Se trata de una isoforma del gen UGT1A que se expresa principalmente en el tracto
gastrointestinal y que codifica las nombradas glucuronosiltransferasas que se localizanen el
reticulo endoplasmatico y que llevan a cabo los procesos de glucuronidacion (Di et al., 2009).
De esta manera, catalizan la conversidn de los sustratos hidrofobicos a acidos hidrofébicos -
D-glucopiranosidurénicos, con el fin de eliminarlos con mayor facilidad via biliar o intestinal
(Strassburg et al., 2002).

Existen cuatro haplotipos/alelos descritos en la bibliografia como UGT1A7*1,
UGT1A7*2, UGT1A7*3 y UGT1A7*4 (Strassburg et al., 2002),que se han generado a partir
de tres SNPs (Polimorfismo de Nucle6tido Simple), muy préximos entre si (rs17868323, T>G;
rs17863778, C>A;rs17868324, G>A), en combinacion con un cuarto SNP (rs11692021,
T>C), (Fig. 1y Fig. 2). Dada la proximidad entre los tres primeros SNPs, de aqui en adelante

se consideraran como un unico locus.

Allde 128 129 130 131 132 207 208 209
UGTIAT*1 [ TIT_AAT| GAC [CGA AsAl— GTA [TGG Aad
F M| D |R| K v oW M

UGT1A7T*4 [ TTT_AAT| GAC [COA Aassl— GTA |GGG AA]

F M D R K W R -
UGT1AT*2 [1I1_A4G_GAC [AAB AsA— GTA [TGG AAQ
F kK| D kK| K VoW M

uGTIAT=2 [ TIT A4G Gac [AAk asal— GTA [OGG AAd
F K D K K v RO

Fig.1. Descripcion de los alelos estudiados del gen UGT1A7
segun Strassburg. Notese que los SNPs se localizan en la
region codificadora del gen, afectando también a la secuencia de

aminoacidos.
387 391 392 622
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Locus TCG=GAA Locus T=C

Fig.2. Disposicién de los SNPs de interés en el gen UGT1A7.
Nétese la cercania entre ambos locus.



A su vez, la combinacién de alelos en cada individuo dara lugar a diferentes grados de
riesgo de intoxicacién por irinotecan. De manera generalizada, se ha aceptado que el genotipo
homocig6tico UGT1A7*3 conlleva el riesgo mas severo de intoxicacion, mientras que la
presencia de un solo alelo UGT1A7*3 determinaria un riesgo moderado, segun algunos

autores. Los demas haplotipos, hasta el momento, no se han relacionado con dicho riesgo
(Carlini et al., 2005; Tziotou et al., 2014) (Tabla 1).

Locus TCG > GAA Locus T>C Haplotipo Riesgo de
intoxicacion
G__ _AA/G__ _AA c/C *3/*3 Alto
G__ _AA/G__ _AA C/T *3/*2 Moderado
G___AA/G__ _AA T/T *2/*2 Bajo
T __CG/T___CG T/T *1/*1 Bajo
T _ _CG/T___CG T/C *1/*4 Bajo
T __CG/T___CG c/C *4/*4 Bajo
G__ _AA/T__ CG c/C *3/*4 Moderado
G___AAT___CG T/C a4 Bajo
*1/*3 Moderado
G___AA/T__ _GC T/T *2/*1 Bajo

Tabla 1. Combinacion de haplotipos posibles y riesgo de intoxicacion asociado.

Tal y como se muestra en el recuadro verde de la Tabla 1, en los pacientes dobles
heterocigotos no es posible por simple deduccion la determinacién de sus haplotipos, por lo
que es importante disponer de herramientas adecuadas que ayuden a resolver en qué fase se
encuentran los SNPs implicados, porque de ello dependera el riesgo al que esta expuesto el
paciente.

Por otro lado debe comentarse que el mecanismo de toxicidad se fundamenta en
cambios a nivel de proteina, a consecuencia de estos SNPs. Estos cambios, en su mayoria no
sindnimos, podrian provocar una disminucion de la actividad enzimatica de la misma, lo que

repercutiria en una capacidad de glucuronidacién reducida (Tabla 2).



Referencia Posicion Efecto en Resultado

Mutacion Polimorfismo _
NCBI enelgen proteina del cambio
rs17868323 T>G 387 (Asn) =>(Lys) | No sin6nima
TCG | 1517863778 C>A 391 (Arg) =>(Arg) | Sinénima
-2>GAA -
rs17868324 G>A 392 (Arg) =>(GIn) = No sinonima
T>C rs11692021 T>C 622 (Trp) =>(Arg) | No sin6nima

Tabla 2. Cambios a nivel de proteina provocados por los cuatro SNPs descritos.

En definitiva, la determinacién de estos haplotipos como metodologia rutinaria en los
hospitales permitiria optimizar el tratamiento de cada paciente mediante el ajuste de dosis o
sustituyendo el farmaco por otro alternativo.

En el presente trabajo se pretende, por un lado, la realizacion de ensayos de
genotipado para los cuatro marcadores mencionados en la poblacion de estudio mediante PCR
a tiempo real con sondas FRET (HybProbe®; Ahsen et al., 2000), y por otro lado, el disefio y
puesta a punto de un método basado en PCR especifica de alelo (ARMS; Newton et al., 1989)
para la resolucién de los haplotipos en los pacientes dobles heterocigotos.

2. Material y métodos

2.1. Poblacion de estudio

Se analizaron 148 muestras de sangre de pacientes de la Unidad de Oncologia del
Hospital Universitario de Canarias, suministradas desde diciembre de 2014. Todas las

muestras fueron recogidas bajo consentimiento informado.

2.2Extraccion de ADN gendmico

El material de partida que se ha utilizado para la extraccion de ADN gendmico
(ADNg) procede de gotas de sangre capilar depositadas en tarjetas de papel de filtro y secadas
a temperatura ambiente. El requisito para dar por buena una muestra es que el papel debe estar
impregnado de sangre por ambas caras. El protocolo de obtencion de ADNg es una
modificacion del método de extraccion alcalina desarrollado por Rudbeck y Dissing (1998),

muy simple en la practica, econdémico y rapido. Los pasos a seguir son:



1. Precalentar el bloque térmico a 75°C.

2. Cortar un disco del papel con un didmetro aproximado de 3 mm utilizando un
sacabocados y depositarlo en el fondo de un tubo de 0,5 ml. Limpiar la punta del
sacabocados con papel y EtOH 96% entre una muestra y la siguiente.

Afadir 20 pul de NaOH 0,2 M asegurando que empapa el papel.

Incubar en el bloque térmicoa 75°C, 5 minutos

Neutralizar con 180 pl de Tris-HCI 40 mM, EDTA 0,55 mM, pH 8,0.

Agitacion enérgica, 30 segundos.

Centrifugar a 18.000 x g, 10 minutos.

© N o oA W

Recuperar 170 pl del sobrenadante evitando el sedimento y transferir a un nuevo tubo
de 0,5 ml.

En este punto las muestras de ADNg ya estan listas para usarse en ensayos de genotipado
o haplotipado, pero si se desea conservarlas para analizarlas posteriormente, se procedera
como sigue:

9. Congelar a —20°C, 24 horas.

10. Descongelar a temperatura ambiente y centrifugar a 18.000 x g, 5 minutos.

11. Transferir 150 pl del sobrenadante (sin sedimento) a un nuevo tubo.

12. Volver a congelar el extracto.

2.3. PCR a tiempo real

La técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) tiene por objetivo la
amplificacién de un fragmento de ADN para generar multiples copias del mismo. La variante
de PCR a tiempo real, ademas, permite hacer un seguimiento a tiempo real de dicha
amplificacion, y el posterior andlisis en un mismo tubo, disminuyendo el riesgo de
contaminacién por amplicones. En este trabajo se ha hecho uso de esta variantede la PCR
empleando sondas de hibridacion HybProbe®.

2.3.1. Tecnologia HybProbe®(Roche)

Esta tecnologia se basa en el disefio de dos oligonucledtidos marcados con fluoroforos
(sondas) que han de unirse a secuencias adyacentes al ADN diana, de tal manera que ambos
fluoréforos queden enfrentados a poca distancia entre si (1-5 pb). Una de las sondas,
denominada sensora, ha de ser complementaria a la regién que contenga la variante genética

(en este caso al SNP) y puede disefiarse tanto para la variante salvaje, como para la variante



mutante. La segunda sonda se denomina ancla, y debe unirse a una region invariable en las
inmediaciones de la sonda sensora. Cuando se alcanza la temperatura de anillado, ambas
sondas se unen al ADN con una proximidad tal que se produce el fendmeno de “Transferencia
de Energia de Fluorescencia por Resonancia” (FRET) entre los fluoréforos, momento en el
cual el sistema registra la sefial. El principio de este fenébmeno se basa en que tras la
excitacion de uno de los fluor6foros a una longitud de onda determinada, éste transfiere su
energia al fluoréforo adyacente, el cual se excita y emite a una longitud de onda diferente que

sera registrada por el sistema de deteccion.

Es importante comentar que las sondas son reutilizadas en cada ciclo de amplificacion,
puesto que no son degradadas por la enzima ADN polimerasa, ni pueden extenderse debido a
su carencia de un extremo 3' libre (Fig. 3.). El equipo utilizado como plataforma de PCR a
tiempo real fue el LightCycler® 480, el cual permitié hacer el seguimiento durante el proceso
de amplificacion y también el analisis del registro de fluorescencia basado en temperatura de

fusién, para identificar el genotipo de cada muestra.
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Fig. 3. Esquema que muestra los pasos que tienen lugar en un ciclo de PCR a tiempo
real, usando tecnologia HybProbe. A) Desnaturalizacion de la cadena de ADN. B)
Uniodn de sondas y cebadores, momento en que se registrara la sefial de fluorescencia. C)

Union de la enzima ADN polimerasa y elongacion de la cadena. D) Terminacion de
elongacién quedando las sondas libres para un nuevo proceso de amplificacion.
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2.3.2. Disefo de sondas y cebadores

Las sondas (Tabla 3) y cebadores (Tabla 4) fueron disefiados con el programa Gene
Runner, previa descarga de la secuencia del gen UGT1A7a partir de la base de datos NCBI:
National Center for Biotechnology Information. El disefio de los cebadores se realizd
siguiendo las recomendaciones de Landt (2001). Las modificaciones quimicas realizadas a los

oligonucleétidos usados como sondas fueron:

> Incorporacion de fluoresceina en posicion 5' de la sonda ancla, y extremo 3' bloqueado
con fosfato (P). Este fluoréforo se excita a 480 nm y transfiere su energia mediante
fendmeno FRET al fluoréforo de la sonda sensora.

> Incorporacion de Cy5 en posicidn 3' de la sonda sensora. Recibe la energia del anterior

y emite a 670 nm.

Forma

Mutacion 5'-Sonda ancla-3' 5'-Sonda sensora-3' reconocida

GTTTGTTTAAGGACAAAAAATTAGTAGA Mutante

TCG — CTTAAAGGAGAGTTGTTTTGATGCAGTGT

GAA GTTTGTTTAATGACCGAAAATTAGTAGA Salvaje
ATGTGGTTCCATACTCTCTCCT Salvaje
T—->C AAGTCATGGCGTCTGAGAACCCTAAG
ATGTGGTTCCGTACTCTCTCCT Mutante

Tabla 3. Secuencia completa de las sondas disefiadas para detectar las mutaciones de interés. En rojo se han
sefialado los nucledtidos que confieren especificidad a las sondas sensoras.

Mutacion 5'-Cebador directo-3' 5'-Cebador reverso-3'
TCG — GAA GGGCAGGTTCTATCTGTACTTC GTCTGGGGACATAGGAAAGAG
T>C GCCTGTGGCTTAATTGTTG GAGCTGCTTTATACAATTTGC

Tabla 4. Secuencia completa de los cebadores. Notese que el disefio de los cebadores ha sido pensado para
obtener dos amplicones: uno para el primer locus (TCG > GAA) y otro para el segundo locus (T > C).

11



2.3.3. Perfil térmico estandar

El perfil térmico de amplificacion por PCR a tiempo real constd de 50 ciclos, en cada
uno de los cuales tiene lugar una captura simple de fluorescencia. Estos ciclos culminan en
una etapa denominada rampa de fusion, en la cual se produce un aumento progresivo de la
temperatura (0,06°C/s) desde 40°C hasta 95°C, mientras se realiza una captura continua de

fluorescencia (Fig. 4).

mA I |PJM J[A[M FJM H # T w JW'J |Jj /
g LU L) UMD /]
B e Ty i /

E: I |u I ‘,lln JV|L|I|’|" I J l 1 |., oyt J | |L J|L ||b | J | |1 |‘_ °|.> [ b,:J J_Q|_| | II_.:F:: ||
:| 50 ciclos de amplificacién |. _,"o ‘ L

Anillado (captura simple de fluorescencia) Rampa de fusién
(Captura continua)

Fig. 4. Imagen del perfil térmico utilizado en los ensayos rutinarios.

1. Preincubacion: 98°C — 30 segundos

2. Amplificacion: 50 ciclos
e 98°C - 5 segundos: Desnaturalizacion.
e 55°C - 5 segundos: Anillado.
e 72°C - 5 segundos: Extension.

3. Fusion:
e 95°C — 1 minuto
e 40°C - 1,30 minutos
e 095°C

4. Enfriamiento: 40°C — 30 segundos

} Rampa de fusion

2.3.4. Andlisis

El software del LightCycler® ofrece diferentes tipos de andlisis, entre ellos el “analisis
de fusion”, que permite estimar la temperatura de fusion (Tm; melting temperature) del
complejo formado entre el amplicén y la sonda sensora. Este parametro se define como la
temperatura a la cual la sonda dedica en promedio la misma cantidad de tiempo a estar

asociada que disociada, y varia con el grado de afinidad de ésta por el amplicon. En este
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sentido cabe destacar que la sonda sensora debe cubrir la posicion del SNP de tal manera que
ésta ocupe una posicién centrada. Esto quiere decir que si la sonda se ha disefiado para que
tenga una complementariedad del 100% con una de las variantes la interaccion con dicha
variante sera mas fuerte (Tm alta) que cuando la sonda no puede hibridar perfectamente (Tm
baja), ya que aparece un “mismatch” o emparejamiento incorrecto que debilita esa
interaccion.

Para calcular la Tm, el sistema de deteccién registra la disminucion de emision de
fluorescencia a medida que aumenta la temperatura de la mezcla de reaccion durante la rampa
de fusion, es decir, evalla en qué rango de temperatura se separa la sonda del amplicon y cuél
es la cinética de la disociacion. Al representar graficamente estos datos se obtiene una curva
de tipo sigmoidal, pero al estimar el incremento negativo de la fluorescencia por incremento
de temperatura, se transforma en un pico cuyo valor maximo corresponde al punto de
inflexion del sigmoide, es decir, a la temperatura de fusién del complejo amplicon-sonda.
Esto permite revelar cual de los tres posibles genotipos posee una muestra. Por ejemplo, si
empleamos la sonda que hibrida con la variante salvaje, un individuo homocigético salvaje
aparecera como un solo pico (Fig. 5, A),mientras que si se trata deun homocigético para el
alelo mutante el pico aparecera desplazado hacia la izquierda respecto al anterior (menor Tm)
(Fig. 5, B). En el caso de un heterocigético habra un doble pico que deberé coincidir con los

picos de los dos homocigotos (Fig. 5, C).
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Fig. 5. Composicion que muestra los diferentes picos resultantes tras el analisis
de fusion empleando la sonda sensora salvaje para el locus TCG > GAA. Los
picos de color gris representan patrones de genotipado. A) En verde, homocigéticos
salvajes. B) En azul, homocigéticos mutantes. C) En rojo, heterocigéticos. D).
Registro de la disminucion de la fluorescencia con el aumento de temperatura
durante la rampa de fusion.
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Teniendo en cuenta estas nociones, sera el disefio de cebadores y sondas, junto con el
perfil térmico escogido, los elementos que determinaran la resolucién (separacion) de estos
picos. Asimismo, es conveniente que la Tm de la sonda ancla sea 10°C mayor que la Tm de la
sonda sensora, para que durante la etapa de rampa de fusién sea esta Ultima la que se separe
antes del amplicon, interrumpiendo asi el fendbmeno FRET. De esta manera el calculo de la
Tm dependera solamente del comportamiento de la sonda sensora. Otro punto importante que
hay que tener en cuenta a la hora del disefio son las estructuras secundarias que puedan
generarse entre cebadores y sondas, ya que podria originar artefactos durante el transcurso de
la PCR.

2.3.5. PCR especifica de alelo (AS-PCR)

Esta técnica, que también puede emplearse en una plataforma de PCR a tiempo real,
ha sido utilizada en el presente trabajo para la determinacion de los haplotipos en aquellos
pacientes dobles heterocigotos. Implica el uso de un cebador especifico de alelo (ASP) que se
unira de forma selectiva al locus para el cual esta disefiado, en combinacion con un cebador
conservado. En este estudio se ha optado por emplear uno especifico para la variante TCG
(cebador ASP-TCG) y otro para GAA (cebador ASP-GAA), ya que ambos cebadores abarcan
los tres SNPs cerca de su extremo 3’ y se esperaria por tanto una buena discriminacién entre
una variante y la otra (Fig. 6). El disefio final de los cebadores se muestra en la Tabla 5, y los

detalles experimentalesse explican en el apartado 2.4.2 de esta seccion.

Nombre Cebador especifico de alelo Forma reconocida
ASP-GAA CAGGAGTTTGTTTAAGGACAA Mutante
ASP-TCG AGGAGTTTGTTTAATGACCG Salvaje

Tabla 5. Secuencias de los cebadores especificos de alelo para las variantes TCG y GAA. En rojo se han
resaltado las posiciones de los tres SNPs.

o 2

S'-CAGGAGTTTGTTTAAGGACAA-3 5'-CAGGAGTTTGTTITAA G G

>
3 .GTCCTCAAACAAATTCCTGTT.. 5 3...GTCCTCAAACAAATTACTGGC...5

Fig. 6. Esquema que muestra el funcionamiento del cebador especifico de alelo para la
variante GAA (flecha). A) El cebador es 100% complementario a la secuencia diana, por lo
que tendrd lugar la amplificacion. B) El cebador discrimina a la otra variante porque su

extremo 3’ no puede unirse y por tanto no podra ser extendido durante la PCR.
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2.4. Técnicas de genotipado y haplotipado

Todas las reacciones de PCR realizadas se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos. La
eleccién de la enzima Phire® Hot Start 1 DNA Polymerase se basa fundamentalmente en que
carece de actividad exonucleasa 5°— 3’, ya que en caso contrario degradaria a las sondas
durante la fase de extension, disminuyendo la concentracion de fluor6foros y generando una
caida progresiva en la sefial de fluorescencia. Ademas, esta enzima presenta la caracteristica
de activarse de forma répida a alta temperatura (Hot Start), ademas de alta procesividad y
buena tolerancia a inhibidores de la PCR, como podrian serlo los fluor6foros, caracteristicas
que la vuelven deseable para estos ensayos.

Ademas, en cada ensayo de genotipado o de determinacién de haplotipos se afiadi6 un
control negativo, que consisti6 en una muestra agua en lugar de ADN, para asegurar la
ausencia de ADN contaminante.

2.4.1. Ensayos de genotipado mediante PCR a tiempo real

Durante 5 meses se realizaron ensayos rutinarios para determinar el genotipo de 148
pacientes para los dos locus de interés, en reacciones separadas, conforme iban llegando las
muestras al laboratorio. Para llevar a cabo este propdsito, se empled el perfil térmico estandar
y la siguiente mezcla maestra general por reaccion, ya optimizada previamente en el
laboratorio:

= Mezcla pre-mezcla**: 9,8 ul )
= Enzima Phire: 0,2 pl

= Cebador directo (5 uM): 2ul Volumen final = 20 pl
= Cebador reverso (5 uM): 2yl

-

- 18 pl mezcla maestra
= Sonda sensora*’ (4 pM): 2ul - 2 plextracto de ADNg

= Sonda ancla*? (4 uM): 2ul )

*'a pre-mezcla consiste en una mezcla previa de agua, nucledtidos, magnesio y tampén
Phire en las proporciones adecuadas segun especificaciones del fabricante.

*2 Se emplearon dos parejas de sondas: una especifica para el locus TCG>GAA y otra
especifica para el locus T>C.
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2.4.2. Resolucién de haplotipos en dobles heterocigotos

Con el fin de averiguar el haplotipo en los individuos dobles heterocigotos (muestras
problema), se disefid un experimento en el cual se combinaron los ASP con el cebador reverso
del locus T>C, para obtener un solo amplicon que incluya ambas regiones. La amplificacién
selectiva del alelo TCG o del alelo GAA mediante AS-PCR permitiria en el siguiente paso
centrar el analisis solamente en el alelo presente en el locus T>C que esté ligado a la primera

variante.

2.4.2.1. Prueba de cebadores especificos de alelo en PCR convencional

El primer paso de este disefio experimental consistio en realizar un ensayo, mediante
PCR convencional, para determinar la especificidad y capacidad de discriminacién de los
cebadores ASP-GAA y ASP-TCG, probando un rango de temperatura de anillado entre 55°C
y 68°C. La temperatura Optima para la amplificacion selectiva se determiné utilizando como
patrones una muestra homocigética TCG y otra homocigdtica GAA, en reacciones separadas
y con diferentes ASPs, analizando los resultados mediante electroforesis. Estas muestras se
eligieron de entre de los ensayos rutinarios. Para cada cebador se esperaria que solo una de las
muestras amplifique, en tanto que la otra, al no poder ser amplificada, serviria de control de
discriminacion. El esquema del disefio se ha representado graficamente en la Fig. 7 para uno

de los cebadores.

ASP-TCG
T

:> Amplifica
S—

Cebadorreverso
parael locus T=C

ASP-TCG

} i

55 e s I LR
e (discrimina)

C T T
Cebadorreverso

parael locus T=C

Fig. 7. Esquema de un ejemplo de AS-PCR empleando el cebador ASP-TCG
y el cebador conservado.
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Las reacciones de amplificacion fueron incubadas en un termociclador siguiendo la receta
de la mezcla maestra general indicada mas arriba, pero probando dos concentraciones de

cebadores: 2 uM y 5 uM, y sustituyendo el volumen de sondas por agua.

El analisis por electroforesis se preparé de la siguiente manera:

0 Gel agarosa al 1,5%; tampon TBE 1X; voltaje constante (90 mV).

0 10 ul ADN + 2 ul tampOn de carga 6X que contiene bromofenol y xilanocianol.

0 Marcador de peso molecular 100 pb.

El resultado de la electroforesis se visualizd mediante tincion del ADN con bromuro de

etidio y exposicion a luz ultravioleta.

2.4.2.2. Optimizacion del uso de cebadores especificos de alelo en PCR a tiempo real

Una vez seleccionadas las condiciones de amplificacién mediante PCR convencional,
en principio orientativas, se reprodujo el mismo experimento pero afiadiendo a las mezclas de
reaccion (master) las sondas disefiadas para el locus T>C, para poder visualizar la capacidad
de discriminacién de ambos ASP mediante el seguimiento de la amplificacion a tiempo real.
Ademas, se aumentd el nimero de réplicas de las muestras homocigéticas de referencia: 3
para la variante que deberia amplificar y 1 para la otra variante, que actuaria como control de

discriminacion (Fig. 8).

. Master ASP-GAA
Master ASP-TCG

.\\ .
\ y
/ \ / ¥

[ ]
¥ 4 O o O O N Muestrahomocigatica TCG

O o O Q _ Muestra homocigdtica GAA (control de discriminacidn)

(control de discriminacion)
Muestras homociggticas GAA
Muestrashomocigéticas TCG

Fig. 8. Representacién esquematica de la prueba de los ASPs mediante PCR a tiempo real.
Se realizaron 3 réplicas de la muestra que deberia amplificar y un control de discriminacion para
ensayar con cada cebador.

Con el fin de continuar afinando las condiciones de amplificacion y discriminacion,se
volvié a reproducir el mismo esquema experimental anterior, pero ensayando variaciones en

la temperatura de anillado y la concentracion de cebadores y sondas.
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2.4.2.3. Obtencidn artificial de una muestra conhaplotipo conocido

El siguiente paso en la puesta a punto del método para resolver la ambiguiedad de fase
en los individuos dobles heterocigotos, fue obtener un extractode ADNg a partir de dos
individuos dobles homocigotos (GAA/C y TCG/T) para crear una muestra con haplotipos
conocidos. El genotipo de esta muestra artificial fue verificado mediante PCR a tiempo real.
Esta muestra artificial se empled para comprobar la fiabilidad del método de haplotipado y
para generar un perfil estandar que permitié identificar la variante presente en el locus T>C.

Para la extraccion de ADNg a partir de las muestras de sangre de los individuos
seleccionados, se probaron dos métodos diferentes. El primero se baso en la purificacion de
las dos muestras por separado mediante un kit comercial (E.Z.N.A® Blood DNA Mini Kit,
Omega bio-tek), de manera que al finalizar el protocolo se debe cuantificar el ADN obtenido
y luego mezclar en las mismas proporciones. Ademas, también debe afadirse una cantidad de
NaOH y Tris-HCI para igualar las condiciones de salinidad respecto a las muestras extraidas
mediante el método de lisis alcalina.

El segundo método consiste en la extraccion conjunta de ambas muestras mediante el
protocolo de lisis alcalina ya explicado, pero duplicando las cantidades de NaOH y Tris-HCI.
Para ello se obtuvo un disco de la muestra de cada paciente, ambos impregnados con una

cantidad similar de sangre, y se introdujeron en el mismo tubo.

2.4.2.4. Resolucion de las muestras problema: dobles heterocigotos

Se aplico la técnica basada en PCR especifica de alelo ya optimizada al conjunto de
muestras dobles heterocigoticas obtenidas durante los ensayos de genotipado rutinarios. Tras
el analisis de fusién, los resultados fueron comparados con el estdndar generado a partir de la

muestra artificial.

2.4.3. Cribado de una muestra poblacional aleatoria

Con el fin de averiguar si el haplotipo UGT1A7*4 esta presente en la poblacion
canaria y aportar mas datos a los resultados obtenidos con las muestras de la poblacion de
estudio, se realiz6 un cribado de 95 muestras de neonatos de la isla de La Palma. Este ensayo

constd de dos partes:

- En primer lugar se determind el genotipo para el locus TCG>GAA.
- Ensegundo lugar, se aplic la técnica de haplotipado centrada en el alelo TCG.
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3. Resultados y discusion

3.1. Ensayos de genotipado mediante PCR a tiempo real

Mediante estos ensayos pudieron determinarse los genotipos de los pacientes para los
dos locus estudiados y especificar el riesgo asociado a intoxicacion por irinotecan en aquellos
casos en los que los haplotipos pudieron ser deducidos directamente. Para el locus
TCG>GAA se probo tanto la sonda sensora salvaje como la mutante, en combinacion con la
misma sonda ancla, en reacciones separadas (Fig. 9). Asimismo, se probaron las sondas
sensoras salvaje y mutante para el locus T>C (Fig. 10). Esta forma de proceder permitié
genotipar las muestras por dos vias diferentes que deberian aportar el mismo resultado. En
este Ultimo caso las imagenes generadas en los respectivos analisis de fusion son especulares

entre si.
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Fig. 9. Ejemplos de resultados de genotipado del locus TCG>GAA mediante analisis de fusion. Izquierda:
sonda sensora disefiada para la variante TCG. Derecha: sonda sensora disefiada para la variante GAA. Las
muestras que producen un solo pico de fusion son homocigéticas para uno u otro alelo (indicado con flechas), y
las que conducen a dos picos son heterocigéticas.
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Fig. 10. Ejemplos de resultados de genotipado del locus T>C mediante analisis de fusidn. lzquierda: sonda
sensora disefiada para la variante T. Derecha: sonda sensora disefiada para la variante C. Las muestras que producen
un solo pico de fusién son homocigo6ticas para uno u otro alelo (indicado con flechas), y las que conducen a dos
picos son heterocigéticas.
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Los resultados numéricos globales derivados de estos ensayos de genotipado se

muestran en la Tabla 6. Estos fueron clasificados en base a su riesgo de intoxicacion frente al

irinotecan.
Haplotipo Toxicidad Resultado numérico Porcentaje
*3/*3 Grave 20 13,51
*3/*2 Moderada 23 15,54
*2/*1 Nula 31 20,95
*2/*2 Nula 8 5,40
Muestras *1/*1 Nula 21 14,19
)| *2/*40*1/*37 ? 45 30,41
problema Total = 148

Tabla 6. Resultados finales de los ensayos de genotipado. Se muestra el nimero de
pacientes por combinacion de haplotipos, el porcentaje de individuos, y el riesgo de
intoxicacion. Véase la equivalencia entre combinacién de haplotipos y genotipos en Tabla 1.

Tal y como se observa en la Tabla 6, no se detectd el haplotipo UGT1A7*4 entre
aquellos casos en los que las fases de las variantes genéticas pudieron ser deducidas
directamente a partir de los datos de genotipo.

3.2. Resolucion de haplotipos en dobles heterocigotos

Los ensayos conducentes a optimizar la técnica de haplotipado propuesta comenzaron
probando los cebadores especificos de alelo ASP-TCG y ASP-GAA mediante PCR
convencional. En esta primera prueba se evalud tanto el rendimiento de la amplificacién
(intensidad de la banda) como la especificidad de ambos cebadores, entendida como la
capacidad para amplificar solo la variante para la que fueron disefiados y discriminar a la
variante contraria. Un total de 12 ensayos de PCR fueron realizados en diferentes condiciones
de temperatura y concentracion de cebadores usando como patron dos muestras
homocigoticas para la variante TCG o la GAA. Cada uno de estos ensayos constd de 4
reacciones siguiendo el esquema representado en la figura 11. Los resultados de este proceso
de optimizacion se muestran en la Fig. 12. A partir de ellos se consider6 que las condiciones
mas adecuadas para el posterior empleo de las sondas fueron una temperatura de anillado de
60°C y una concentracion de cebadores de 2 uM.
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Fig. 11. Organizacion de 1os ensayos de optimizacion de la AS-PCR.
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5um

Fig. 12. Resultados de optimizacion de la AS-PCR analizado mediante electroforesis en gel. Las
condiciones elegidas como Gptimas se enmarcan en rojo.

En una segunda etapa se intentd extrapolar a la plataforma de PCR a tiempo real las
condiciones seleccionadas en los ensayos de PCR convencional. Para ello se incorporaron las
sondas del locus T>C a la mezcla de reaccion. El seguimiento de la amplificacion con el
transcurso de los ciclos, aunque un tanto irregular, permitié deducir que el cebador ASP-TCG
era capaz de unirse al alelo TCG (aumento de la sefial de fluorescencia), mientras que
discriminaba perfectamente la variante GAA (sefial de fluorescencia plana) (Fig. 13, A).En

cambio, el cebador ASP-GAA se comportaba de manera no selectiva y bastante aleatoria (Fig.
13, B).
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Fig. 13. Optimizacion de la AS-PCR tiempo real. A) El cebador ASP-TCG discrimina correctamente ya que
las 3 réplicas de la muestra homocigética TCG amplifican en tanto que la muestra homocigética GAA no
amplifica. B) Con el cebador ASP-GAA solo amplifica una de las réplicas de la muestra GAA, y a ciclos
tardios también logra unirse a la variante TCG, por lo que no ha sido capaz de discriminarla.

21



En vista del mal resultado obtenido con el cebador ASP-GAA, se planted la
posibilidad de probar otra combinaciénde temperatura de anillado (63°C) y concentracion de
cebadores (5 pM) que habia funcionado correctamente en los ensayos de AS-PCR
convencional (Fig. 12), asi como dos concentraciones diferentes de las sondas (2 y 4 uM).
Durante el transcurso de este nuevo ensayo no se pudo hacer el seguimiento de la
amplificacion (Fig. 14) con ninguno de los dos ASPs. Esto podria atribuirse a que las sondas
estan disefiadas para unirse a una temperatura de 60-62°C, por lo que una temperatura de
anillado superior implicaria que las sondas se separen antes de que el equipo registre la
fluorescencia (se interrumpe fendmeno FRET), eliminando el principal atractivo de la PCR a
tiempo real. Dada la imposibilidad de encontrar unas condiciones que permitan amplificar
selectivamente el alelo GAA vy realizar un seguimiento de la amplificacion, se tomo la
decisidn de descartar el cebador ASP-GAA y continuar optimizando la técnica con el cebador
ASP-TCG.
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Fluorescence (483-6T0)

Fig. 14. Optimizacién de la AS-PCR tiempo real. Nétese lo defectuoso
del seguimiento de la amplificacion utilizando una temperatura de
anillado de 63°C.

Dado que las condiciones empleadas para el ensayo de la figura 13 no fueron
realmente Optimas para el cebador ASP-TCG, se decidié mantener la temperatura de anillado
a 60°C, seleccionar la sonda que se une a la variante salvaje del locus T>C y probar diferentes
concentraciones del cebador y de las sondas. Las condiciones finalmente escogidas fueron una
concentracion 5M de cebador ASP-TCG y 2 uM de sonda T. Como se muestra en la Fig. 15,
el seguimiento de la amplificacion mejor6 notablemente y el analisis de fusion dio lugar a un
pico bien definido que se correspondia con la variante T, lo esperado para la muestra doble
homocig6tica TCG/TCG -T/T usada como patrén (Fig. 16).

22



Melting Peaks

Fluerescence History 0023

o /
025 0z
= N /
g 02| P /
] 3 i
%m& o ///
' § oo /
g fom /
g o EDHDBW
gﬂﬂﬁ— 3
ch o
o \
0H i k‘% ey
000 e N e

12 4 68 1 14 17 &0 »n % 2 % % B 4 &4 & @
Cycles 9 % &% %5 % a s‘z] ] [Es;s W 1 % B %
emperature [

Fig. 15.Seguimiento a tiempo real de la amplificacién del alelo Fig. 16. Pico de fusion que se corresponde con
TCG a tiempo real. El control de discriminacion GAA/GAA no la variante T en las muestras homocigéticas
genera sefial. Notese la mejoria respecto a las condiciones de TCG/TCG. EI control de discriminacion
amplificacion iniciales (Fig. 13, A). GAA/GAA, en cambio, no genera sefial.

Una vez optimizada la técnica de haplotipado, se precisa de un perfil estandar o de
referencia que permita comparar con las muestras problema. Para la obtencion de estos
haplotipos de referencia se intentd generar un hibrido doble heterocigético mediante dos
metodologias diferentes. La primera de ellas conllevaba purificacion de ADNg a partir de un
muestra homocigética para el haplotipo UGT1A7*1 y otra para el UGT1A7*3, pero no se
obtuvieron los resultados esperados, ya que la cantidad de ADNg obtenido resultd ser
insuficiente. La segunda opcion consistio en extraer ambas muestras de manera conjunta
mediante el protocolo de lisis alcalina. El ensayo de genotipado posterior revel6 que
efectivamente se habia generado dicho hibrido y que los picos no resultaban muy dispares en
lo que altura se refiere (Fig. 17).Tras la creacion del hibrido se pasé a aplicar la técnica de
haplotipado desarrollada, es decir, la amplificacion selectiva del alelo TCG mediante AS-PCR
a tiempo real y posterior analisis del locus T>C mediante la sonda T, y de esta manera para
generar el estandar de haplotipado (Fig. 18). Este estandar s6lo incluy6 a la variante salvaje
del locus T>C, ya que en los ensayos de genotipado previo nunca se detectd el haplotipo
UGT1A7*4.
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Fig. 17. Resultado del genotipado del hibrido doble heterocigético. lzquierda: sonda salvaje
para el locus TCG>GAA, Derecha: sonda salvaje para el locus T>C.
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Una vez concluida la optimizacién de la técnica de haplotipado, se procedié a abordar
el analisis de muestras problema dobles heterocigotos. En todos los casos, tras el analisis de
fusién solo se obtuvo un pico que coincidia con el estandar dela variante T (Fig.19), lo que
quiere decir quela fase de las variantes genéticas en todas estas muestras resulté ser TCG/T -
GAAI/C, es decir la combinacion de haplotipos UGT1A7*1/*3. Dado que todos esos pacientes
contienen el haplotipo UGT1A7*3 se les puede atribuir riesgo moderado de intoxicacion por
irinotecan.

Muiting Peaks

Fig. 19. Resultado de haplotipado de las muestras
problemas dobles heterocigotos. En todos los casos la
variante TCG estuvo ligada a la variante T.
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En la tabla 7 se presenta un resumen final del riesgo de toxicidad frente al irinotecan
en el conjunrto de 148 pacientes analizados. Tal y como se refleja en dicha tabla, el riesgo alto
de intoxicacion por el farmaco parece presentar una mayor incidencia en la poblacion de
estudio que en la poblacion de referencia, lo que podria indicar una mayor frecuencia del
haplotipo UGT1A7*3 en la poblacion tinerfefia.

Toxicidad NUmero de Porcentaje Porcentaje de
Irinotecan pacientes observado referencia
Grave 20 13,51 8,7
Moderada 68 45,95 45,95
Nula 60 40,54 43,5

Tabla 7. Resumen de la prevalencia de la toxicidad frente al irinotecan en una
poblacion clinica. Se indica los porcentajes de referencia tomados de la bibliografia
(Tziotou et al., 2014).

3.3. Cribado de una muestra poblacional aleatoria

Como resumen de los apartados anteriores en la poblacion clinica analizada solo se
han observado los haplotipos UGT1A7*1, UGT1A7*2 y UGT1A7*3. La no deteccion del
haplotipo UGT1A7*4 podria ser debido a que no esta presente en la poblacién canaria o lo
estd con una frecuencia muy baja. En este sentido, se decidi6 ampliar el tamafio muestral de
nuestro analisis incorporando 95 muestras de neonatos de la isla de La Palma. Como este
analisis estuvo enfocado exclusivamente a la deteccién del haplotipo UGT1A7*4, primero se
genotipo el locus TCG>GAA. Los resultados obtenidos se visualizan en la figura 20, y los

datos numéricos se exponen en la Tabla 8.

Tras seleccionar todas aquellas muestras portadoras del alelo TCG (71 muestras) se
realiz6 un segundo ensayo con nuestra técnica optimizada de haplotipado. Como resultado, se
observo que los 71 individuos eran portadores del haplotipo UGT1A7*1. Puesto que de un
total de 243 individuos (sumando pacientes y neonatos) no se ha detectado el haplotipo

UGT1A7*4, se puede afirmar que su frecuencia en la poblacion analizada es inferior al 0,2%.
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Fig. 20. Resultados del genotipado del locus TCG>GAA en 95 muestras de la
isla de la Palma. Tras este ensayo se seleccionaron los portadores del alelo TCG
(homaocigéticos en verde y heterocigotos en rojo).

GAA/GAA GAA/TCG TCG/TCG

24 51 20

Tabla 8. Resultados numéricos del genotipado del locus TCG>GAA
en 95 muestras de neonatos de la isla de La Palma.

Melting Peaks

Fig. 21. Resultados del haplotipado de
71 muestras portadoras del alelo TCG.
El pico de fusion se corresponde con el de
la variante T, por tanto se trata del alelo
UGT1AT*1.
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3.4. Frecuencias alélicas

A partir de los resultados obtenidos, se calcularon las frecuencias alélicas para los loci
TCG>GAA y T>C (Tablas 9 y 10), y se compararon con los datos extraidos de la base de
datos de SNPs del NCBI basados en los resultados del proyecto 1000 genomas. Las
frecuencias alélicas en el locus TCG>GAA en la muestra de la Palma no son
significativamente diferentes a los referencias del NCBI (x°= 0,76; p > 0,5), mientras que en
la poblacién clinica el caso de la poblacion clinica son altamente significativas (}°= 15,63; p <
0,001). En lo que se refiere al locus T>C, aunque no disponemos de datos de la poblacion de
La Palma, si podemos afirmar que las frecuencias alélicas en este locus y en la poblacion
clinica muestran diferencias muy significativas respecto a los datos de referencia del NCBI
(1*= 7,24, p < 0,01).

Frecuencia Frecuencia
alelo GAA alelo TCG

NCBI 0,487 0,513

Poblacion 0,601 0,399
clinica

Neonatos La 01521 01479
Palma

Tabla 9. Frecuencias alélicas en el locus TCG>GAA
en la poblacion de estudio y en la poblacién de
neonatos. Dichas frecuencias se comparan con las los
tomadas de la base de datos del NCBI basadas en el
proyecto 1000 genomas.

Frecuencia Frecuencia

alelo T alelo C

NCBI 0,557 0,443

Poblacion 0,635 0,365
clinica

Tabla 10. Frecuencias alélicas en el locus T>C en la
poblacion de estudio. Las frecuencias observadas se
comparan con las los tomadas de la base de datos del
NCBI basadas en el proyecto 1000 genomas.
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4. Conclusiones
1.-148 samples from oncological patients have been genotyped using fluorescents probes in a
real-time PCR platform. The two analyzed loci are relevant to cancer chemotherapy.

2.- We have developed a technique to determine the haplotypes in double heterozygous
patients by means of real-time allele-specific PCR. These samples represent 30,41% of

patients and, therefore, the optimized technique is an useful diagnostic tool.
3.- UGT1AT7*4 haplotype has not been detected in the study population.

3.- With the assistance of the optimized haplotyping approach, we have detected 20 patients

with severe risk of intoxication with irinotecan and 68 with moderate risk.

4.-The allelic frequency in TCG>GAA and T>C loci from the UGT1A7 gene in the clinical
population are significantly different to those taken from the NCBI database.
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