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Resumen

La leucemia linfatica cronica (CLL en adelante), es el tipo de leucemia méas comtn
en occidente en la poblacion adulta. El desarrollo de la enfermedad es motivado por
alteraciones genomicas especificas que afectan fundamentalmente a la apoptosis de las

células B.

En el universo que conforma la elevadisima complejidad gendémica de la
enfermedad, destacan las deleciones y las trisomias. Dentro de las deleciones, es
fundamental resaltar la que ocurre a nivel del brazo corto del cromosoma 17, donde se
halla el gen TP53, pues se conoce que tiene un papel importante a nivel prondstico y

terapéutico.

En este proyecto, se estudiaran las diferentes mutaciones del gen 7P53, asi como
su patron de frecuencia en pacientes diagnosticados de CLL a partir de muestras
histologicas parafinadas y sangre periférica haciendo uso de técnicas de secuenciacion

molecular de nueva generacion.

Abstract

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common type of leukemia in

the adult population in the West. The development of the disease is motivated by specific

genomic alterations that fundamentally affect the apoptosis of B cells.



In the extremely high genomic complexity of the disease, deletions and trisomies
play an important role. Among the deletions, it is essential to highlight the one that occurs
in the short arm of chromosome 17, where the 7P53 gene is found. It is known that people

with TP53 mutated gene have a poor prognosis and less response to the treatment.

In this project, we will study the different mutations of the 7P53 gene and also its
frequency pattern in patients diagnosed with CLL from paraffinated histological and

blood samples using molecular next generation sequencing techniques.
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Introduccion

El gen TP53 se aloja en el cromosoma 17p13.1, concretamente entre las regiones
17: 7.661.779-7.687.550 segin “Ensembl” para la version humana GRCh38.p12. Este
gen tiene 11 exones y codifica 29 transcritos diferentes gracias a los mecanismos de
splicing alternativo. Un mRNA de aproximadamente 2,8 kB es la molécula cuya
traduccion da lugar a la proteina p53. El péptido cuenta con 393 aminodcidos, 53 kDa de

1,2
peso molecular y una estructura compleja .

En condiciones normales, la proteina p53 actta a distintos niveles en las células:
1) regula el ciclo celular, mediando el paso de G1 a S; En caso de existir alteraciones en
el DNA, p53 detiene el ciclo para que actiien los mecanismos reparadores. 2) regula los
genes diana que inducen la apoptosis. 3) participa en la diferenciacion celular'. En células
estables se mantiene inactivo a través de la union con la ubiquitina ligasa MDM2, y es
degradada por la ubiquitina p53; En caso de exposicion toxica celular, los niveles de p53

se elevan, iniciando la muerte celular programada.



La actividad de este gen ante situaciones toxicas para las células se pierde en una
gran variedad de neoplasias malignas que afectan al ser humano, ya sea por alteracion del

propio gen o de las sefiales que actiian regulandolo®.

A lo largo del gen 7P53 han sido identificadas en torno a 29.000 mutaciones
somaticas distintas para todos los tipos de tumores. En pacientes con CLL, las mutaciones
somaticas descritas hasta la actualidad representan un total de 188 y las de linea germinal
un total de 3. Aproximadamente el 90% de las mutaciones tanto somaticas como de linea
germinal reportadas se localizan entre el exén 5 y el exén 8. Es por ello, que los exones
4-10 sean objeto de estudio en la mayoria de proyectos experimentales. El exén donde ha
sido descrito un mayor numero de mutaciones somaticas es el 7. A su vez, dentro de este,
se localizan mas frecuentemente en el codén 248°. Otros codones frecuentemente

afectados son los 175, 179, 209 y 273.

En los exones del 1-4 y del 9-10 se han descrito mayoritariamente otro tipo de
mutaciones. A dicho nivel ocurren principalmente mutaciones con desplazamiento del
marco de lectura (frameshit), llegando a representar el 53% de las mutaciones en dichos
exones. Otra menos frecuente es la mutacion sin sentido (nonsense), que en dichas

regiones llega a suponer el 9% del total.

En general, las mutaciones somaticas que afectan al gen TP53 en la CLL son
mayoritariamente las mutaciones por cambio de sentido (missense), representando un
74% del total. Esto significa que por un cambio en una de las bases del DNA se incorpora
un aminoécido distinto al de la variante normal durante la sintesis de la proteina, alterando
la estructura de la misma. Otras menos frecuentes son: las deleciones, las cuales ocupan
un 16% del total y las mutaciones sin sentido (nonsense), que representan un 4% del total.
En ellas, lo que ocurre es la aparicion de un codon de parada de manera prematura.

Finalmente, un 3% del total lo ocupan las inserciones.

A nivel de nucleétidos, las tres sustituciones mas frecuentes en cuanto a
porcentajes son: 1) transicion G:C>A:T fuera de la region CpG 13%; 2) G:C>A:T en
region CpG 20%; 3) G:C>C:G 14%*. Otras sustituciones frecuentes son transicion la

A:T>G:C 13%; la transversion A: T>C:G 7% y la transversion A:T>T:A 6%.



La leucemia linféatica crénica es un tipo de neoplasia linfoproliferativa cronica de
expresion leucémica. La enfermedad esta clasificada en base a su origen a partir de células
B. La leucemia linfatica cronica también puede ser hallada en la literatura como leucemia

linfocitica cronica o CLL.

Constituye la forma més frecuente de leucemia en paises occidentales’. La
enfermedad tiene una incidencia de 4,2 casos por cada 100.000 habitantes por afio. Ocurre
normalmente en adultos y ancianos, siendo la edad media de presentacion los 60 afios’.
Existe cierta predominancia en hombres, en donde es 1,7-2:1 veces mas frecuente segin
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las diferentes series”.

A diferencia de otras neoplasias linfoides, las translocaciones cromosémicas son
raras en la CLL. Las alteraciones genéticas mas representativas de la enfermedad son la
pérdida o adicion de material cromosomico en forma de: 1) Deleciones (13q, 11923 y
17p) y 2) Trisomias (12q) ". A estas alteraciones del material genético se afiaden otras
mutaciones subyacentes, responsables de la heterogeneidad de la enfermedad en términos

de respuesta al tratamiento y supervivencia®.

La delecion del brazo largo del cromosoma 13 (del(13ql4) representa la
aberracion cromosomica mas frecuente y representativa de la enfermedad, llegando a
estar presente en torno al 55% de los pacientes diagnosticados de CLL’. La mutacion

aislada de esta region se ha descrito como un factor de buen pronostico.

La mutacidon por pérdida cromosdmica del brazo largo del cromosoma 11
(del(11g23) esta presente en torno al 25% de los pacientes con enfermedad avanzada y
en un 10% en enfermos con estadios precoces’. Esta region alberga al gen ATM,
encargado de la reparacion del 4cido desoxirribonucleico (DNA) y de regular la division
celular. Como consecuencia de alteraciones a nivel de esta region, los pacientes presentan
de manera muy frecuente linfadenopatias grandes, rapida progresion de la enfermedad y

una supervivencia global inferior.

Otro factor determinante de esta region es su implicacion indirecta sobre p53. Las

alteraciones a nivel del cromosoma 11q, que codifica microRNA-15 y microRNA-16,



participan de manera notable en la patogénesis de la CLL. Se conoce que existe un

circuito directo entre microRNA-15/16 y TP53° el cual puede verse alterado en la CLL.

La delecion del brazo corto del cromosoma 17 (del(17p) ocurre en un 5-8% de los
pacientes’. Esta mutacion incluye practicamente de manera constante la banda 17p13,
donde se aloja el gen TP53, el gen supresor tumoral por excelencia. Los enfermos con
esta mutacion muestran una importante resistencia al tratamiento combinado de

inmunoquimioterapia.

Los enfermos con CLL en los que se han demostrado alteraciones aisladas del gen
TP53 o de todo cromosoma 17p, muestran un peor prondstico independientemente del
estado mutacional de JGHV”. El impacto del estado mutacional de la region que aloja al
gen TP53 es tal, que en determinados paises se adoptan las técnicas de hibridacion
fluorescente in situ (FISH) para detectar mutaciones del cromosoma 17p13 con el fin de

evitar tratamientos que resultan inefectivos en pacientes con CLL y dicha anomalia™'’.

La alteracion del gen 7TP53 de manera aislada es también notoriamente
trascendental para los enfermos, ya que se trata de un factor pronostico relevante y ayuda
a establecer planes de tratamiento''. Para pacientes diagnosticados de CLL, se esta
enfatizando el rol de las mutaciones aisladas del gen 7P53. En el momento del
diagnostico, apenas el 10% tiene la mutacion presente. Sin embargo, se ha demostrado
que a medida que avanza la enfermedad dicho porcentaje se ve aumentado de manera

significativa ',

Dada la alta prevalencia de las mutaciones del gen 7P53 en pacientes con CLL
evolucionada y la repercusion que dicha alteracion tiene sobre el manejo terapéutico y la
supervivencia, diversos estudios proponen la creaciéon nuevas escalas prondsticas que
tengan en cuenta tanto las deleciones de 17p13 como las mutaciones aisladas de TP53'".
Sin embargo, en la practica es mas complicado pues mientras la delecion del cromosoma
17p13 puede ser demostrada haciendo uso de FISH, las mutaciones aisladas del gen 7P53
deben demostrarse mediante secuenciacion de nueva generacion, técnica que serd

desarrollada en este estudio.



Mas alla de si se trata una delecién completa de la region 17p o si ocurre de manera
aislada a nivel de TP53, existen otros mecanismos que pueden alterar la proteina que
transcribe esta region: la proteina p53. Esta proteina se encuentra ampliamente marcada
por reguladores distintos al gen 7P53, tales como: microRNA 15/16, MDM2, ATM, y
microRNA 34. Todos estos factores actian mediando la expresion de p53. De esta
manera, alteraciones en otros cromosomas repercuten directamente en la transcripcion de

dichas moléculas e indirectamente sobre la accion de p53.

Por ultimo, se ha descrito que la trisomia del brazo largo del cromosoma 12 ocurre
en un 20% de pacientes con CLL’. Las alteraciones a este nivel se correlacionan con
sobreexpresion de MDM?2, una proteina que autorregula de manera negativa la expresion
de p53. La alteracion del cromosoma 12 ha sido correlacionada con histologia atipica y

evolucion clinica agresiva.

Existen otras mutaciones que han sido asociadas recientemente a la CLL tales
como la del receptor NOTCH 1 asi como MYDS8S, SF3B1, FBXW7, POTI, CHD2, RPS15,
IKZF3, ZNF292, ZMYM3, ARIDIA y PTPNI1*>">!,

Tal como ha sido descrito, no cabe duda en destacar que todas las alteraciones que
ocurren a distinto nivel cromosémico en la CLL afectan de manera directa e indirecta a
la expresion de TP53. Las alteraciones a nivel del cromosoma 11, 12, 13 son las mas
frecuentes en la enfermedad, y estan asociadas sobre todo a mutaciones a nivel de
proteinas reguladoras de p53 como: MDM?2 y ATM. Estas alteraciones, a pesar de ocurrir
en cromosomas diferentes del 17p13 (donde se aloja el gen 7P53) hacen que, por la
existencia de una compleja red de regulaciones positivas y negativas entre proteinas, la

proteina p53 se vea alterada.

La CLL tiene un inmunofenotipo caracteristico. Las células expresan marcadores
B tales como CD19, CD20 tenue, CD23 asi como CDS5 siendo estas ultimas una
combinacion propia de la CLL. El antigeno CD23 es realmente Util en el diagnostico
diferencial de CLL con linfoma de células del manto, enfermedad en la que dicho
marcador es negativo'>". Otros antigenos de linfocito B positivos en la enfermedad son
CD79a y pax-5. Es importante resaltar que en la enfermedad es frecuente una baja

expresion de Inmunoglobulinas (Ig) de superficie CD20 y CD79b frente a aquellos



encontrados en células B normales. Cada clona de células leucémicas expresa
exclusivamente una Ig de cadena ligera, o la kappa o lambda. Estos marcadores son utiles

para el diagndstico si se hace uso de la escala de Matutes.

El estudio por citometria de flujo muestra una expresion débil de Ig de superficie
(IgM o IgM + IgG o, pocas veces IgG) con restriccion de cadena ligera kappa o lambda.
Hay expresion de CD19, CD20 (débil), CD79a, CDS5, CD23, CD43, CD200 con CD10
negativo y FMC7 normalmente negativo o débilmente positivo. Se ha demostrado que
los pacientes con ZAP70 positivo en > 30% de las células mediante citometria de flujo

tienen peor prondstico que ZAP70 negativo'”.

Algunos casos de CLL tienen un inmunofenotipo extrafio bien sea por CD5
negativo, CD23 negativo, por FMC7 positivo o0 CD79b positivo. En estos casos es muy
importante realizar un diagndstico diferencial con otros tipos de leucemias de células B,

tales como linfoma de la zona marginal.

El recuento leucocitario encontrado en los diferentes pacientes con CLL es
notoriamente variable. Pueden existir recuentos de mas de 200.000 leucocitos por
milimetro cubico. Sin embargo, estos han sido encontrados en pacientes con grandes
masas tumorales. También existen pacientes asintomaticos que tienen en sangre periférica
valores de linfocitos B monoclonales demasiado bajos como para recibir el diagnostico
de CLL, pero con las mismas mutaciones a nivel cromosdémico que se describen en la
enfermedad. De ellos, solo el 1% evolucionara a CLL sintomatica cada afio. Clasicamente
una cifra de mas de 5.000 elementos linfoides B por milimetro cubico durante un periodo
de al menos tres meses suele ser identificativo de CLL. Para su confirmacion, es
importante demostrar la naturaleza clonal de las células mediante el uso de citometria de

flujo.

El estudio histologico de la enfermedad muestra generalmente un borramiento
difuso de los ganglios linfaticos por un infiltrado de linfocitos predominantemente
pequefios, de 6-12 micrémetros de didmetro con nicleos redondeados o ligeramente
irregulares, cromatina condensada y citoplasma escaso’. A menudo, los linfocitos se

reinen en agregados laxos denominados centros de proliferacion, en cuyo interior hay



células mitdticamente activas. Estos centros de proliferacion son practicamente

patognomonicos de CLL.

Al estudiar la sangre periférica, se puede evidenciar que contiene un numero
mayor de linfocitos redondeados pequefios con citoplasma escaso. Un hallazgo
caracteristico al extender las células son las sombras de Gumprecht, que refleja la

fragilidad de los linfocitos.

Por ultimo, destacar que la médula dsea casi siempre esta afectada por infiltrados
intersticiales o agregados de células tumorales. Los infiltrados también se ven
practicamente siempre en la pulpa esplénica blanca y roja y en los tractos portales

hepaticos®.

La CLL es diagnosticada mayoritariamente en pacientes asintomaticos. Cuando
la clinica se hace notable incluye sintomas inespecificos como fatigabilidad, pérdida de
peso y anorexia™’. En un 50-60% de los pacientes sintomaticos ocurre una linfadenopatia
generalizada acompaifiada de hepatoesplenomegalia. En un gran conjunto de pacientes, la
clinica deriva de la infiltracion progresiva de la médula, ganglios y 6rganos linfoides por
las clonas malignas. Asi, progresivamente ird padeciendo consecuencias clinicas tipicas
de la anemia, la neutropenia y finalmente la trombopenia. Dentro de ellas, se engloban
consecuencias tales como el cansancio, la tendencia a las infecciones, especialmente por

bacterias y al sangrado respectivamente.

La evolucion y el pronostico de la enfermedad son extremadamente variables y
dependen fundamentalmente de la fase clinica en la que se encuentra la enfermedad. La
mediana de supervivencia global es de 4-6 afios, pero es mayor de 10 afios en sujetos con
cargas tumorales minimas en el momento del diagndstico. Otras variables que se
correlacionan con un peor evolucion son: 1) la presencia de deleciones 11qy 17p, siendo
las que afectan al 17p las mutaciones objeto de este estudio; 2) la ausencia de
hipermutacion somatica; 3) la expresion de ZAP-70, una proteina que aumenta las sefiales

inducidas por el receptor de Ig; y 4) la presencia de mutaciones de NOTCHI.

La tendencia de la CLL a transformarse en un tumor agresivo es otro factor

pronostico importante. La forma mas frecuente de evolucion es a un linfoma difuso de



linfocitos B grandes. Sin embargo, puede progresar a un linfoma de Hodgkin clasico, a
un linfoma periférico de linfocitos T y excepcionalmente a una leucemia/linfoma
linfoblastica B. Todas estas formas de progresion de enfermedad se denominan sindrome
de Richter (que ocurre en torno al 10-15% de los pacientes) y suele tener una mediana de
presentacion de 2-3 anos desde el diagnostico de CLL, sobre todo en adultos en torno a
70 afios de edad’. Esta transformacion suele estar anunciada por el desarrollo de una masa
de crecimiento acelerado en un ganglio linfatico o en el bazo. Probablemente se deba a la

adquisicion de mutaciones adicionales, atin no conocidas, que aumentan el crecimiento.

En la clinica, para realizar una aproximacion prondstica universal se hace uso de
las escalas de Rai y Binet. La escala pronostica de Rai modificada define como paciente
de bajo riesgo (Rai 0) a aquel que tiene linfocitosis con células leucémicas (clonales) en
sangre periférica o0 médula 6sea (siendo el recuento de células linfoide mayor del 30%).
Aquellos con linfocitosis, adenomegalias, esplenomegalia y/o hepatomegalia son
considerados estadios intermedios (Rai I-II). Finalmente, la enfermedad de alto riesgo
estd definida en pacientes con anemia y/o trombocitopenia secundaria a la evolucion de

la enfermedad (Rai III y IV respectivamente).

El sistema de estadificacion de Binet se ampara en el nimero de areas afectas. Son
definidas por la presencia de adenomegalias mayores de 1 centimetro de diametro u

organomegalias asi como si existe 0 no anemia y/o trombocitopenia.

Los pacientes sintomaticos por lo general reciben tratamiento quimioterapico e
inmunoterapia con anticuerpos contra proteinas presentes en la superficie de las células
de CLL, especialmente CD20. El trasplante de células madre hematopoyéticas se ofrece
a los pacientes relativamente jovenes. El tratamiento nuevo mas esperanzador se basa en
los inhibidores de BTK, una quinasa presente en la transduccion de sefiales de crecimiento
y supervivencia que ocurre en las células tumorales a partir de sefales generadas por el

receptor de linfocitos B.

Es importante conocer que la NGS constituye una técnica que identifica
diferencias en las secuencias de DNA o 4cido ribonucleico (RNA) complementario de un

paciente afecto de CLL al compararlo con uno de referencia. Ademas de la deteccion de



nuevas mutaciones, la NGS se puede utilizar para establecer el tamafio del clon neoplasico

y trazar el modelo de adquisicion de eventos que conllevan progresion de enfermedad'®.

De cara al futuro, existe un gran potencial en el uso de la NGS. Ejemplo de ello
son enfermedades como la CLL, donde ademas de conocer la fisiopatologia neoplésica,
permite predecir de manera precoz una situacion potencial de mayor riesgo de evolucion
a otras formas mads agresivas de la enfermedad como puede ser el sindrome de Richter, y
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poder atajarlo con terapia dirigida a una clona especifica ™ .

Las tecnologias de secuenciacién nueva generacidon han revolucionado el

. , . L. 8 . . ,
diagnéstico genético de la CLL". Por ello, en este estudio experimental se obtendrda DNA
a partir de muestras de tejido parafinado y sangre periférica y se estudiaran las mutaciones

que afecten al gen TP53.

Por todas estas caracteristicas, la NGS es un procedimiento idoneo para abordar
la complejidad mutacional de 7P53, ya que permite la deteccion de alteraciones de tipo
somatico presentes en bajos porcentajes en las muestras gracias al multiplexado. Otra
caracteristica por la que destaca esta nueva técnica es porque permite el estudio de un

, . 16,17
gran numero de muestras en menor tiempo y coste

. Es por esto ultimo y porque el
panorama genoémico de la CLL es de notoria importancia prondstica, que las técnicas de
NGS comenzardn a desplazar los métodos antiguos de estudio gendémico como las

;. . L. C ey, . ., 817
técnicas citogenéticas moleculares o la secuenciacion de primera generacion™ .

Objetivos

En este estudio experimental se extraerd, purificard y amplificard el material
genético de muestras guardadas en archivo en tejido parafinado y muestras frescas de
sangre periférica de pacientes diagnosticados de leucemia linfatica cronica para analizar
y cuantificar mutaciones en la secuencia del gen 7P53 entre los exones 4 y 10 mediante

el uso de técnicas de secuenciacion de nueva generacion.

Material y métodos
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Se seleccionaron pacientes diagnosticados de leucemia linfatica cronica entre
febrero de 2016 y junio de 2018 mediante el buscador Snomed OpenLab haciendo uso
del protocolo de busqueda bajo el codigo M 9823/3. Se obtuvieron un total de 60
pacientes diagnosticados de CLL con biopsias recogidas de médula 6sea y ganglios

linfaticos.

Se selecciond dentro del total de pacientes a aquellos que no habia sido por
puncion de médula 6sea dado que las técnicas para la desmineralizacion alteran el DNA.
De esta forma, se complet6é una n =16 de los cuales n=11 de ganglios linféaticos, n=1 de

cavum, n=1 de pleura, n=1 de orbita, n=1 de mama y n=1 de higado.

Dado los resultados posteriormente descritos, se amplio6 la busqueda hasta febrero
de 2019 y se seleccionaron 5 muestras recogidas de sangre periférica de pacientes
diagnosticados de CLL. De esta manera, el tamafio muestral final refleja un total de n=21

pacientes.

Con los cédigos de muestra asociado a cada paciente, se buscd en archivo las
muestras parafinadas y se seleccionaron los cortes con mayor cantidad de tejido para la
extraccion del DNA mediante la técnica protocolizada de laboratorio denominada
purificacion. Se trata de un proceso mediante el cual se extrae DNA a partir de muestras
de tejido parafinado haciendo uso de técnicas fisico-quimicas. Para ello, se hace uso del
kit de purifiacion “Easy-DNA™ gDNA Purification Kit de Invitrogen”. El mismo
proceso fue aplicado posteriormente al DNA de las nuevas muestras de sangre periférica

seleccionadas.

El proceso por el cual a partir de una muestra de archivo en parafina se obtiene
DNA se divide en dos fases claramente definidas. En primer lugar, la denominada lisis
celular. En esta primera fase se debe romper la membrana celular y los componentes del
citoplasma, como proteinas, las cuales se deben desnaturalizar. En segundo lugar, se
busca obtener el DNA ya separado del resto de elementos celulares. El conjunto del
proceso descrito es denominado purificacion, cuyo objetivo final es conseguir DNA de

buena calidad, y ademas una cantidad suficiente para el estudio.
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La primera fase, la lisis celular, explica que antes de purificar el DNA se deben
eliminar otros elementos celulares. En primer lugar, hay que fundir la parafina de la
muestra durante 1 hora. Posteriormente hay que desparafinar e hidratar con Xilol durante
5 minutos dos veces, y realizar la siguiente secuencia: Etanol 100° durante 5 minutos,
Etanol 96° durante 5 minutos, Etanol 70° durante 5 minutos y finalmente lavar con agua
destilada. Se debe delimitar la zona de tumor en microscopio y marcar el area tumoral
con rotulador permanente. Con una punta desechable se descarta la zona no tumoral y se

recoge en tubo de 1,5 ml el material tumoral pipeteando con TENS, hasta 500pl.

Para comprender lo que ocurre en la fase de lisis celular es necesario interiorizar
el efecto de cada proceso quimico sobre el DNA. En esta fase se hace uso de dos
sustancias, el TENS y la proteinasa K. El primero de ellos estd compuesto por cuatro
componentes: 1) TRIS HCL: un tamponador que asegura que el pH sea el adecuado; 2)
EDTA : es un agente quelante que inhibe a las nucleasas de DNA uniéndose a iones
metéalicos (Mg>"); 3) NaCl, que asegura la osmolaridad; 4) SDS: actia como detergente,
rompiendo la membrana lipidica. En segundo lugar se afiade la proteinasa K, una exo y

endoproteasa que se encarga de degradar proteinas y nucleasas.

La segunda fase comienza tras una hora en la que se calientan las muestras a 90°C.
Se afiade Fenol-Cloroformo 500ul, y se mezcla bien hasta que ambas fases sean
homogéneas. Posteriormente, se centrifuga a maximas r.p.m. durante 10 minutos. Acto
seguido se pasa a fase acuosa a un tubo de 2ml, con precaucion para no derramar la
interfase y se afiade 50 pl de AcNa y 1500 pl de Etanol abs. Tras ello, se deja 1 hora a
-20°C.

Posteriormente, se centrifuga a maéximas r.p.m. 15 minutos y se tira el
sobrenadante, se afiaden 500 pl de EtOH 70° y se centrifuga durante 5 minutos. Se
descarta el sobrenadante, se drenan los tubos en papel, se quitan las gotas de etanol sobre
de la pared del tubo y se deja secar 5-10 min. Tras ello, se suspende el fondo de la muestra

en 50ul de TE.

Finalmente, hay que cuantificar la cantidad de DNA ya purificado que hay

incluido en cada tubo, que se corresponde a cada muestra de los diferentes pacientes. Para
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ello se hace uso del programa NanoDrop. En el total de las 21 muestras, se ha estudiado

la cantidad de DNA expresado en ng/ul, cuyos valores se ven expresados en el anexo 1.

Una vez realizada la purificacion del DNA, se entra en la segunda fase del
experimento: antes de comenzar, es necesario equiparar mediante la adicion de DNA SD
de manera que se disuelva los nanogramos de DNA a un rango deseado y de esta forma
poder trabajar con las mismas concentraciones de DNA en todas las muestras. En el caso
de este ensayo, se utilizdo como valor objetivo una concentracion de DNA de entre 80 y
150 nanogramos por microlitro. Dichos valores pueden ser comprobados también en el

anexo 1.

Para que el estudio de las mutaciones de un exdn sea posible, se precisa amplificar
las regiones que seran analizadas. Para ello, se procedera a la realizacion de la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) de las muestras cuyas concentraciones han sido
equiparadas anteriormente. El objetivo final de este procedimiento es obtener un gran
niamero de copias de DNA a partir del fragmento extraido de cada muestra de los
diferentes pacientes. El material de DNA purificado y diluido de las muestras de los 21
pacientes diagnosticados de CLL se amplificard gracias al uso de cebadores
especificamente disefiados para las regiones diana, es decir, aquellas donde se buscara

cuantificar las mutaciones.

Para el disefio de los cebadores se hace uso de dos programas de bioinformatica:
“Ensembl” y “Primer 3”*'®. En primer lugar, se extrae la secuencia de intrones y exones
del gen TP53 de Ensembl. Dicha pagina arroja diversos transcritos para el mismo gen. En
este estudio se trabajo con el 7TP53 201 ya que mostraba buena calidad de informacion

extraidos a partir de diferentes nodos de bioinformatica fiables.

Sobre dicho transcrito se trabaja y se decide, tras la revision de la bibliografia,
cudles son las regiones del gen con mayor acimulo cuantitativo de mutaciones de 7P53
en pacientes diagnosticados de CLL. Para este estudio se ha decidido cuantificar
mutaciones en los exones 4-10 del gen porque, tal como se redact6 en la introduccion, el
90% de mutaciones de TP53 descritas en pacientes con CLL se hallan en dichas regiones’.
Los tipos de mutaciones y la region en la que se encuentran, podran ser cuantificadas y

analizadas mas adelante en los resultados del experimento.
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En segundo lugar, tras haber decidido las regiones a estudiar (ex6n 4-10) se
selecciona la longitud (definida en pares de bases) deseada que se va a flanquear entre
cada pareja de cebadores. Para ello, se establecieron los limites entre 170 y 270 kB para
cada exon y sus intrones colindantes. Posteriormente, se selecciona dicha region y
haciendo uso de “Primer 3” se obtienen los cebadores especificos para la secuencia
deseada. Los cebadores que se han disefiado asi como la region que flanquean se puede

ver en el anexo 2.

Una vez disefiados, se envia el archivo a la empresa Suiza “Mycrosinth AC” la
cual sintetizard los cebadores especificos (tanto el forward como el reverse) con los que

se trabajara la amplificacion de las regiones disefiadas.

Cuando se reciben las parejas de cebadores ya sintetizados, se procede a iniciar la
PCR. El protocolo de PCR comienza por la mezcla de 15 microlitros de MasterMix, 1
microlitro de DNA de muestra parafinada y 0,5-1 microlitro del cebador. Esta mezcla ira

en cada uno de los tubos que se desea amplificar.

Finalmente, se sella la parte superior de los tubos con cinta y se inicia la PCR con
el programa hot55 30 o 58HOT. Como se demostrara mas adelante, el primer protocolo
de PCR arroj6 amplificaciones débiles de baja calidad, por lo que tras diversas pruebas
se opto por el programa S8HOT. El nuevo proceso de PCR consiste en 30 ciclos en los
que se expone el material a diversas temperaturas, aquellas que son Optimas para que
exista hibridacién y por tanto amplificacion. Concretamente, el protocolo seguia los
siguientes pasos: en primer lugar, se eleva la temperatura a 95° C durante 15 minutos.
Posteriormente ocurren tres pasos cortos de 20 segundos, todos de diferentes
temperaturas: 95° C, 58° C y 72° C respectivamente. Al finalizar, se volvera al paso
nimero 2 (temperatura de 95° C durante 20 segundos). Estos tres pasos se repetiran 29
veces mas. Finalmente, tras los 30 ciclos nombrados, se mantendra durante 5 minutos una
temperatura de 72° C vy, tras este, se procede a un ultimo paso que consiste en el

enfriamiento a 18° C.

Al finalizar la PCR se comprueba si la amplificacion ha sido correcta mediante

una electroforesis. Para ello, se prepara un gel con agarosa al 2,5%. Para la preparacion
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del gel, se afnade 40 mililitros de tampén y 0,8 gramos de agarosa. Se debe llevar a
ebullicion y agitar hasta que la agarosa entre en solucion y afiadir finalmente 15
microlitros bromuro de etidio. Posteriormente, se vierte el liquido en una superficie plana
y se deja reposar durante 20 minutos con los moldes de los pocillos introducidos. Tras 20
minutos se obtiene un gel, que contara con diferentes pocillos en cuyo interior se afiadira:
en el primero de la fila, un DNA control denominado “Puc Hae III”’; en los siguientes
pocillos se ird afiadiendo 3 microlitros de los productos obtenidos de la PCR. El tiempo

de electroforesis empleado son 20 minutos a 120 voltios.

Para comprobar los resultados arrojados tras la primera purificacaion y PCR se
introduce el gel resultante de la electroforesis en la méquina “Gel Doc EZ Imager de Bio-
Rad”y gracias al programa “Image Lab” se obtiene una imagen en negativo del gel, donde
estan representadas las bandas de amplificacion de los diferentes cebadores con el DNA

a estudio.

Tras seleccionar las muestras que han amplificado de manera 6ptima se procedera
a la tercera fase, aquella que permitird crear las librerias para enviar a secuenciar el
material a estudio. A partir de las 21 muestras iniciales, se ha seleccionado un total de 12,
correspondientes con aquellas cuya nomenclatura es 526, 528, 539, 545, 546, L6, L9,L.10,
L11,L12,L13 y L16.

Las librerias son el resultado del conjunto de una serie de fragmentos de ADN (en
este estudio, el material genético resultante de la amplificacion) a cuyos extremos se une
una pareja de oligonucleétidos, llamados adaptadores. Para poder crear las librerias de las
muestras que seran posteriormente secuenciadas es necesario seguir los siguientes pasos:
1) Purificacion del material; 2) Cuantificacion de la concentracion de DNA de cada exon
tras la purificacion; 3) Estudio de los geles de electroforesis y concentraciones de DNA
de cada tubo; 4) Union de los diferentes exones en un mismo tubo; 5) Preparacion
librerias mediante la adicion de las colas 3’ y 5’ para la NGS ; 6) Amplificacion por PCR;
7) Electroforesis digital de los resultados con “Agilent D1000 ScreenTape System Quick

Guide”; 8) Enviar las librerias listas para la secuenciacion de nueva generacion.
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En primer lugar, se ha de volver a purificar cada ex6n de las diferentes muestras
para eliminar los dimeros de cebadores que han quedado de la primera PCR. Para ello, se

hace uso del protocolo de purificacion de SequalPrep, de la compaiiia Invitrogen.

En una plantilla de 96 pocillos (12 muestras de diferentes pacientes x 8 exones a
estudiar de cada uno) se introduce todo el material de PCR de cada muestra, cuya cantidad
resultante fue de 13pul por cada pocillo. Posteriormente, en cada uno de los pocillos se
pipetea la misma cantidad (13ul) de “SequalPrepTM Binding Buffer” y se mezcla bien
pipeteando arriba y abajo. Una vez realizado, se deja incubando durante una hora a
temperatura ambiente. Tras ello, se pasa a la fase de lavado. Se aspira el contenido de
cada tubo procurando no arafiar las paredes y se descarta. Luego, se afiaden 50 pl de
“SequalPrepTM Normalization Wash Buffer” y se mezcla pipeteando arriba y abajo.
Acto seguido, se aspira completamente el contenido, procurando que el interior de cada
tubo esté lo mas seco posible. Finalmente, se pasa a la fase de elucion. La fase comienza
por afadir 20 pl de “SequalPrepTM Normalization Elution Buffer” en cada tubo de la
plantilla. Se mezcla bien pipeteando arriba y abajo y se deja incubando durante 5 minutos.
Mientras transcurre dicho tiempo, se prepara una nueva plantilla de 96 pocillos donde
transferir todo el contenido final de la fase de purificacion. Una vez finalizado, el
producto puede ser guardado a 4°C para continuar con el paso 2) Cuantificar la

concentracion de DNA de cada tubo tras la purificacion.

Para normalizar la concentracion de DNA entre las diferentes muestras es
principalmente necesario cuantificarlo mediante un método fluorimétrico, como Qubit.
Para ello, Con el objetivo de optimizar los recursos se han cuantificado dos exones por
muestra. En base a las recomendaciones, y con la finalidad de minimizar errores, se
realizaron dos mediciones para cada muestra, los resultados de esta medicion se pueden

ver en el anexo 3.

Teniendo en cuenta la distribucion de las diferentes concentraciones de DNA de
cada muestra y los geles de la primera electroforesis, se inicia el paso 3) Estudio de los
geles de electroforesis y concentraciones de DNA de cada tubo y 4) unién de todos los
exones de un mismo paciente en un tubo. En estos pasos se decidird, en primer lugar la
cantidad (en pl) de los diferentes exones a estudio que se mezclara en un mismo tubo.

Finalmente, tras el estudio concienzudo de los geles, se decidio pipetear 5 pl de los exones
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4a,5,7y 8;7 ul del exon 6 y 10 pl de los exones 4b, 9 y 10. La decision se baso en el
grado de amplificacion de cada exon visto en los geles de electroforesis, siendo muy

buena, buena y regular respectivamente para cada uno de los tres grupos.

En segundo lugar, se pasa a la preparacion de las librerias, la final de la fase de
experimentacion. La preparacion de las librerias por parte del investigador es el primer
paso para la posterior secuenciacion masiva. En esta fase, se reciben los codigos de barras
especificos para NGS que son sintetizados por cada casa comercial, en el caso de nuestro
experimento, los adaptadores los suministra Illumina, y tienen en torno a 8-12 pares de
bases cada uno. En una plantilla como representa el anexo 4 se preparan las librerias para
la segunda PCR. En cada tubo se anaden: 20 pl de MasterMix y 0,5 pl de la mezcla de
codigos de barra (forward y reverse) y finalmente 5 ul de DNA de cada muestra (que

contiene todos los exones a estudiar).

El programa de PCR elegido se nombr6 55 65. Durante un tiempo de 60 minutos
realiz6 el total de la PCR que consta de: cuatro primeros pasos que se repiten tres veces,
para posteriormente finalizar con dos pasos de 20 segundos cada uno. Los primeros cuatro
pasos consisten en: calentar a 95° C durante 15 minutos, una vez finalizado, una transicion
de 20 segundos hasta 55° C que se mantiene durante 20 segundos. Tras este, se aumenta
a 72° C durante 20 segundos y se pasa al paso nimero uno. Finalmente, tras tres ciclos se
avanza a elevar la temperatura a 95° C durante 20 segundos y acaba el programa

descendiendo a 65° C durante 20 segundos.

Para el andlisis de los productos de PCR se prepar6 un gel de agarosa al 2,5% y
se realiz6 un programa de electroforesis a 120 V durante 20 minutos. La imagen del gel

se obtuvo, tal como en la primera PCR, mediante el “Gel Doc EZ Imager de BioRad”.

Tras comprobar en el gel de electroforesis que la PCR ha sido efectiva, se vuelve
a purificar el DNA resultante antes de enviar definitivamente las muestras a secuenciar.
A partir de los 20 pl resultantes en cada uno de los tubos se inicia una serie de procesos
haciendo uso de imanes y sustancias de lavado, obteniendo finalmente un producto

purificado.
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Una vez se purifica el DNA, se realiza una electroforesis digital, haciendo uso de
la maquina “Agilent D1000 ScreenTape System”. Esta es capaz de realizar el analisis de
cualquier DNA que tiene 35 y 1000 pares de bases de longitud, y lo hace con una
sensibilidad muy alta, pues es capaz de detectar a partir de 0,1 ng/ul de concentracion de
DNA. Previamente al inicio, se debe preparar cada muestra de la siguiente manera:
durante 30 minutos se lleva a temperatura ambiente cada muestra y se mezcla con vortex.
Se lleva a otro tubo 3 pl de “D1000 Sample Buffer” y 1 pl de DNA. Se mezcla bien a
2000 r.p.m. durante un minuto y se carga en la maquina “2200 TapeStation”, donde

durante aproximadamente 20 minutos se efectuara la electroforesis.

Cuando las librerias estan preparadas, son enviadas al instituto de tecnologias
renovables donde seran secuenciadas por técnicas de nueva generacion, donde se
realizaran los siguientes tres pasos: 1) Generacidon de grupos, 2) Secuenciacion y 3)

Analisis de los datos.

El fundamento por el cual mediante la secuenciacion masiva se obtienen datos
sobre las regiones deseadas a estudiar es gracias a una polimerasa que cataliza la
incorporacion de desoxirribonucledtidos trifosfato al DNA durante diversos ciclos de
sintesis. En cada ciclo, en el momento de la incorporacion, los diferentes nucleotidos son
identificados por la fluorescencia que emiten, por lo que se obtiene una secuencia de
nucleoétidos basdndose en dicho método. Gracias a las NGS, se puede realizar este proceso
de manera paralela en millones de fragmentos de DNA. Una vez finaliza la secuenciacion,
las diferentes lecturas son alineadas y analizadas en busca de alteraciones del DNA tales
como polimorfismos de un nucleoétido, inserciones o deleciones, siendo el estudio y

cuantificacion de todos ellos el objetivo de este trabajo experimental.

Resultados:

La primera prueba, reflejada en la figura I se realizo con DNA de alta calidad,
para comprobar que el procedimiento de amplificacion sea Optimo. Los resultados
arrojados de la primera prueba fueron positivos, confirmando una amplificaciéon del DNA
del tamafio esperado con cada pareja de cebadores. Después se decidio repetir el proceso
con DNA purificado de bloques de parafina de los diferentes casos de LLC seleccionados

para el estudio. Los geles de las figuras 2 y 3 muestran la variabilidad de la calidad de las
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amplificaciones conseguidas, a pesar de haber mantenido las condiciones de

amplificacion sin cambios con respecto al control que se uso para poner a punto la técnica.

Para comprobar que no se trataba de un error de técnica se decidid probar una
nueva amplificacion con DNA control positivo, figura 4, obteniendo una amplificacion

correcta del DNA para cada pareja de cebadores.

Al no tratarse de un error de procedimiento, se optd por una nueva purificacion
del DNA de las muestras. Las seleccionadas fueron las muestras que previamente habian
arrojado amplificaciones débiles y, dentro de ellas, las que mayor concentracion de DNA
se extrajo a partir de la primera purificacion del DNA de tejido parafinado. Finalmente
se optd por volver a purificar L9, L12 y L13. Tras el proceso de purificacion y la nueva
PCR se obtuvieron los resultados reflejados en la figura 5. Como se puede comprobar, la
nueva purificacion no resulté efectiva y en el gel se obtuvieron amplificaciones muy

débiles y dimeros de cebadores.

Por tanto, tras demostrar que el problema no se encontraba ni en la purificacién
ni en el procedimiento, se plantearon dos nuevas incognitas: serd problema de la calidad
del DNA de las muestras o sera problema de las temperaturas y el nimero de ciclos de
PCR elegido. Para resolver ambas, se realizaron dos nuevos experimentos: en primer
lugar, se seleccion6 DNA control de alta calidad y se amplifico mediante PCR a diferentes
programas: 1) programa a 58° C; 2) programa a 54° C; y 3) programa a 52° C. Los
resultados obtenidos en esta primera prueba fueron llamativos; como muestra la figura 6,

la amplificacion del DNA con el programa a 58° C resulté mas eficaz que las otras dos.

Como consecuencia de la prueba anteriormente descrita, se optd por seguir el
experimento con ese protocolo de PCR. Sin embargo, la segunda incoégnita seguia sin
resolverse, por lo que se decidid realizar un experimento con DNA extraido de una
muestra de plasma de un paciente con CLL para ver si la calidad de este es superior a las
que son extraidas de tejido parafinado guardado en archivo. La figura 7 muestra una
amplificacion Optima segun lo esperado, por lo que se puede concluir que resultd correcto
y positivo para el curso del experimento tanto el cambio de programa de PCR como la

mayor calidad de DNA extraido de la muestra de sangre.
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Figura 1: Fotografia del gel de
electroforesis. DNA de alta calidad junto

con los 8 cebadores de los exones

Figura 2: Fotografia del gel de
electroforesis. DNA de LY junto con los 8

cebadores de los exones

Figura 3: Fotografia del gel de
electroforesis. DNA de L12 junto con los 8

cebadores de los exones

Figura 4: Fotografia de gel de
electroforesis. Test con DNA control de alta

calidad.

Figura 5: Fotografia del gel de
electroforesis. DNA de L9, L12 y L13 y sus

homadlogos con concentraciones

Figura 6: Fotografia del gel de

electroforesis. DNA control + con
cebadores de los exones 5,9 y 10. Diferentes

protocolos de PCR: 58°C, 54°C y 52°C.
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equiparadas junto a los cebadores de los

exones 4a, 4b y 5.

Figura 7: Fotografia del gel de Figura 8: Fotografia del gel de
electroforesis. DNA obtenido de sangre electroforesis. DNA de L12 junto con 8
periférica junto con 8 cebadores de los cebadores de los exones para TP53 y PCR a

exones para TP53 y PCR a 58°C. 58°C.

Para avanzar con el proyecto, decidimos abandonar las muestras con
nomenclatura: L1, L2, L3, L4, L5, L7, L14 y L15 puesto que repetidos intentos de
amplificacion resultaron en bandas débiles, muchos dimeros de cebadores e
inconsistencias entre experimentos. Intentos de variar la cantidad de DNA inicial que
utilizamos para la amplificacion (entre 50 y 500 ng/uL. por tubo) no resultaron eficaces

para solucionar las inconsistencias en las amplificaciones.

Los resultados obtenidos por las muestras: L6, L9, L10, L11, L12, L13, L16 y el
DNA purificado a partir de muestras de sangre periférica guardada en archivo: 526, 528,
539, 545 y 546, fueron mas consistentes por lo que el experimento continu6 con todas
estas muestras. Tras las PCR para cada una de las muestras, se obtuvieron amplificaciones

del tamano esperado para cada pareja de cebadores, similares a lo que muestra la figura

8.

Una vez se seleccionaron las muestras para continuar con el experimento, se
volvieron a purificar y a cuantificar, tal como se describié en métodos. Los resultados
arrojados tras la segunda cuantificacion se pueden analizar en el anexo 3. En base a estos

y a los geles resultantes de la primera PCR se decidi6é qué cantidad de material de cada
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exon iba a ser pipeteado en el tubo final, el cual contendria todos los exones (que se han

decidido estudiar en este experimento) de un mismo paciente.

Tras seguir el protocolo de Illumina para realizar la preparacion de librerias, se
realiz6 la segunda PCR. Los resultados arrojados se pueden ver en la figura 9. Se
concluye que tanto la purificacion como la amplificacion fueron correctas, confirmandose
una amplificacién uniforme, consistente y del tamafio deseado para cada una de las

muestras, asi como la ausencia de dimeros de cebadores.
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Figura 9: Fotografia del gel de electroforesis. Segunda PCR tras

purificacion.

A partir de los resultados positivos de la anterior electroforesis, se realizd una
purificacion final, con el objetivo de eliminar los dimeros de cebadores. Tal como se

describi6 en métodos, tras dicha purificacion, se cuantificaron los resultados haciendo

uso de la electroforesis digital.
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Figura 10: Electroforesis digital. Amplificacion para todas las muestras en torno a 320

pares de bases (bp).

Las graficas obtenidas, resultaron similares para todas las muestras de pacientes,
teniendo la curva una disposicion similar con un pico medio en torno a las 325 pares de

bases, tal como se puede observar en la figura 11.

malizad FU)

sity [No

Figura 11: Grdfico de la muestra con nomenclatura 526. Pico en 346 bp. Todos los

otros graficos resultantes guardan curvas similares a la expuesta.

Finalmente, cuando se consiguié que las amplificaciones hayan resultado
homogéneas en cuanto a longitud en pares de bases, se enviaron las muestras al Instituto
de Tecnologias Renovables para que sean secuenciadas. Junto a las muestras, se les envia

un archivo de texto plano en el cual se delimita donde comienza y acaba cada secuencia
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intron-exon-intrdn a estudio en base a su posicion en el genoma humano. Esto es llamado

19’2

“Bedfile”, y se realiza con la herramienta bioinformatica “Ensembl””. Los resultados

pueden verse en el anexo 6.

Una circunstancia relevante en la siguiente fase del proyecto ha sido el desacople
de tiempos en la realizaciéon del mismo. Conseguimos financiar el alto coste de los
reactivos de NGS para los meses de verano del 2018, pero no fue hasta marzo de 2019
cuando tuvimos las librerias listas para secuenciar. Consecuentemente, tuvimos que usar
kits de secuenciacion que ya habian caducado. Es conocido, que con el tiempo los
reactivos de secuenciacion NGS pierden eficacia y se consiguen carreras mas cortas. No
obstante, no teniamos mas alternativa que seguir adelante porque la inversion economica

del proyecto (2.000 €) ya estaba ejecutada.

El grafico inferior muestra las calidades medias por base en las lecturas generadas.

Se aprecian caidas en la calidad aproximadamente a partir de la base 95.

FastQC: Mean Qualty Scores

Al analizar con mas detalle, tal y como se muestra en la figura inferior (se muestra
la lectura en sentido forward para una de las muestras; empeora incluso si miramos la
lectura en sentido reverse), las calidades por base a partir de la base 90-95 caen
drasticamente. Esto no es normal en [llumina, lo que achacamos que el kit estd caducado.

No afecta a distancias cortas, pero empieza a notarse a distancias mas largas.
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Quality scores across all bases (Sanger / lllumina 1.9 encoding)

12 3 4 5 6 7 8 9 15-19 30-34 45-49 60-64 75-79 90-94 105-109 125-129 145-149
Position in read (bp)

Abajo se muestran las lecturas alineadas al fragmento del exon 5 de 7P53 de una
de las muestras. Datos crudos en la izquierda, y datos después de recortar a partir de base
95 en la derecha. Tras el recorte, se aprecia que las regiones centrales de los exones no

resultan cubiertas.

oo i

0070000000000 0000000100000 00001000000 00000000 0000000000000 0000100000000 0000 000000000001 A

Si representamos la cobertura de cada uno de los exones en la reaccion de
secuenciacion, destaca una gran heterogeneidad. El "skyline" azul es el obtenido, como

consecuencia de la mala calidad de lectura y mapeado. El "skyline" rojo es el tedrico, que
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nos da una idea de la cobertura a esperar con el disefo y con las concentraciones de carga

actuales.

Mean coverage per exon region
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TP53 exon

Hay ciertos exones (4a, 6 y 7) que tienen mucha mas cobertura que los demas. En
la grafica anterior se puede comprobar como dichos exones obtienen un gran niimero de
copias en la secuenciacion frente a la poca amplificacion que ocurre en el resto de exones.
Para solucionar la heterogeneidad que se mostrd en la secuenciacion existente entre los

diferentes exones se necesita de mejoras en la normalizacion/pooling.

Con estos resultados nos planteamos probar un disefio diferente a continuacion,
pero ya no tendremos tiempo de incluirlo en el presente trabajo de fin de grado. Para
futuros proyectos, vamos a cambiar a un genotipado basado en "sondas invertidas" (MIPs:
molecular inversion probes) que han demostrado conseguir mayor homogeneidad en la

. , 1
cobertura de las zonas de interés'.
Discusion
La bibliografia consultada permite concluir que determinacién de mutaciones en

el gen TP53 es beneficiosa para el mejor manejo de los pacientes con LLC. Por tanto,

tiene sentido que los departamentos diagnosticos de hospitales como el nuestro se
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preparen para ser capaces de determinar estas mutaciones de manera eficiente. Puesto que
la secuenciacion actualmente a nuestro alcance (tipo Sanger) no es eficiente para el
rastreo de mutaciones somaticas en multiples exones, se hace necesario adquirir la
capacidad de realizar secuenciacion de nueva generacion (NGS). Este reto tiene

dificultades que hemos comprobado durante la ejecucion del proyecto:

1) Las muestras de archivo disponibles (tejido fijado en formaldehido e incluido
en parafina) proporcionan DNA de baja calidad, que dificulta la amplificacion
homogénea de todos los exones de manera reproducible y con rendimientos similares
entre distintos pacientes. Este hecho hace muy complicado conseguir librerias de
fragmentos que tengan coberturas buenas a todo lo ancho de la zona a secuenciar y que
dejen a todos los pacientes representados por igual en reacciones de secuenciacion
multiplexadas. Mejores resultados se obtienen con DNA de sangre periférica, pero esto
limita la deteccion de mutaciones a circunstancias con buena representacion neoplasica

en sangre periférica.

2) El tamano de los amplicones que se puede secuenciar de manera fiable debe
recortarse por debajo de unos 150 bp ya que el rendimiento de los kits de secuenciacion
de 300 bp (150x2) cae drasticamente con el tiempo de almacenado del kit. También es
mas complicada la amplificacion homogénea de fragmentos proximos a 300 bp a partir

de DNA obtenido de bloques de tejido en parafina.

3) El procedimiento de doble amplificacion por PCR (nested PCR) para preparar
la libreria tiene el principal inconveniente en la dificultad de conseguir amplificaciones
homogéneas que permitan una cobertura uniforme de la zona a secuenciar, retrasando el
tiempo hasta la creacion de la libreria y ampliando la posibilidad de que el kit pierda

eficacia y los resultados de la secuenciacion no sean valorables.
Este proyecto se continuara con la implementacion de un disefo tipo MIPs, del
que esperamos conseguir librerias idoneas para el genotipado de mutaciones en 7P53 en

muestras de tejido incluido en parafina.

Conclusiones
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* El estado mutacional del gen 7P53 ha mostrado ser determinante para los
pacientes diagnosticados de leucemia linfatica crénica en cuanto a respuesta al
tratamiento, evolucion de la enfermedad y pronostico.

* La inclusién de pruebas diagnodsticas de nueva generacion en laboratorios como
el Departamento de Anatomia Patologica del HUC puede ser util para predecir la
evolucion de las enfermedades oncohematologicas.

* Se debe limitar la longitud de los amplicones para obtener una secuenciacion
satisfactoria y fiable.

* Para lograr demostrar la hipdtesis del estudio, se requiere continuar con la
experimentacion a partir de los datos recogidos en este proyecto, principalmente

mediante la implementacion de un disefio tipo MIPs.

,Qué he aprendido de este TFG?

Gracias a la implicacion de mi tutor y a la posibilidad de acceder a la
experimentacion, haciendo uso de procedimientos y protocolos de trabajo con material
genético he podido comprobar la alta complejidad y el alto grado de esfuerzo necesario
para llevar a cabo una investigacion desde el inicio. El hecho de poder comenzar con una
hipotesis e ir a buscar su justificaciéon mediante la experimentacion hace que incontables

horas de trabajo sean requeridas.

A pesar de no obtener correctos resultados, existe una linea de investigacion ya
abierta gracias a este TFG que seguira buscando su camino hasta poder encontrar una
resolucion final satisfactoria y demostrar la eficiencia de la secuenciacion en la practica

clinica diaria.
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Anexos

Anexo 1:

Nomenclatura que se ha utilizado durante el proyecto para cada una de las
muestras de los diferentes pacientes diagnosticados de CLL. Célculo de la concentracion
de DNA presente en cada una de las muestras purificadas mediante NanoDrop'.
Equiparacion de las concentraciones de DNA para obtener resultados similares de
amplificacion (quinta columna). Se volvi6 a purificar las muestras L9, L12, L13 y se

equipararon sus concentraciones (sexta y séptima columna).

[DNA]
[DNA] [DNA]
repurificado
N°LLC/afio | Localizacion | Nomenclatura [DNA]I diluido | repurificado
(ng/nl) y diluido
(ng/pl) (ng/pl)
(ng/pl)
276/16 Ganglio L1 85 85
908/16 Cavum L2 152 116
15333/16 Mama L3 200 105
34410/16 Higado L4 99 118
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36515/16 Ganglio L5 549 123
36531/16 Ganglio L6 1440 117
37852/16 Orbita L7 457 107

276/16 Ganglio L8 67 103

1076/17 Ganglio L9 3087 126 590 89
21909/17 Pleura L10 2180 137
24737/17 Ganglio L11 120 92
29064/17 Ganglio L12 2947 145 447 148
6089/18 Ganglio L13 5291 92 333 142
7584/18 Ganglio L14 4673 107

9356/18 Ganglio L15 192 112
12990/18 Ganglio L16 108 127

526/19 Plasma 526 150

528/19 Plasma 528 167

539/19 Plasma 539 173

545/19 Plasma 545 145

546/19 Plasma 546 138

Anexo 2:

Region que flaquea cada cebador para cada uno de los exones a estudio. Todos

los cebadores comienzan en el intrdn previo al exon a secuenciar y termina en el intron

posterior, a excepcion del exon 4 que por su longitud, ha sido dividido en dos. La region

destacada en negrita se corresponde con el cebador. Las letras mintsculas significa que

dichos nucledtidos forman parte del intron. Las letras maytsculas representan el exon.

Primer 4aF

5'-CTA CAC GAC GCT CTT CCG ATC TGA CTG CTC TTT TCA CCC ATC T-3'

Region del

5'..tgactgctcttttcacccatctacagTCCCCCTTGCCGTCCCAAGCAATGGATGATTTGATGCT
GTCCCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTGAAGACCCAGGTCCAGATGAAGCTCCCAGAATGCCA

exon 4a: GAGGCTGCTCCCCCCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCTCCTACACC..3!
Primer 4aR 5'-CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TGG TGT AGG AGC TGC TGG TG-3'
| Primer 4bF | 5'-CTA CAC GAC GCT CTT CCG ATC TGT CCA GAT GAA GCT CCC AGA-3'
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Region del

5'..CCAGATGAAGCTCCCAGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCCCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCTCCTA

exén 4b CACCGGCGGCCCCTGCACCAGCCCCCTCCTGGCCCCTGTCATCTTCTGTCCCTTCCCAGAAAACCTA
CCAGGGCAGCTACGGTTTCCGTCTGGGCTTCTTGCATTCTGGGACAGCCAAGTCTGTGACTTGCACG
gtcagttgccctgaggggctggcttccatgagacttcaatgectg..3!
Primer 4bR 5'-CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TGC CAG GCA TTG AAG TCT CAT-3'
Primer 5F 5'-CTA CAC GAC GCT CTT CCG ATC TTT CAA CTC TGT CTC CTT CCT-3'
Regi(')n de] | 5'-tttcaactctgtctecttectettcectacagTACTCCCCTGCCCTCARCAAGATGTTTTGCCARA
CTGGCCAAGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATTCCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCCGCG
ex6n 5 CCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAGCG
CTGCTCAGATAGCGATGgtgagcagctggggctggagagacgacagggetg..3'
Primer 5R 5'-CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TCA GCC CTG TCG TCT CTC CAG-3'
Primer 6F 5'-CTA CAC GAC GCT CTT CCG ATC TGC CTC TGA TTC CTC ACT GAT-3'
Region del | s ..ctctgattectecactgattgetcttagGTCTGGCCCCTCCTCAGCATCTTATCCGAGTGGAAGG
) AAATTTGCGTGTGGAGTATTTGGATGACAGAAACACTTTTCGACATAGTGTGGTGGTGCCCTATGAG
exon 6 CCGCCTGAGgtctggtttgecaactggggtetetgggaggaggggttaa.. 3!
Primer 6R 5'-CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TTT AAC CCC TCC TCC CAG AGA-3'
Primer 7F 5'-CTA CAC GAC GCT CTT CCG ATC TAG GCG CAC TGG CCT CAT CTT-3'
Region del | s ..aggcgcactggecctcatettgggcctgtgttatetectagGTTGGCTCTGACTGTACCACCATC
) CACTACAACTACATGTGTAACAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGAGGCCCATCCTCACCATCA
exon 7 TCACACTGGAAGACTCCAGgtcaggagccacttgccaccctgeaca..3'
Primer 7R 5'-CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TTG TGC AGG GTG GCA AGT GGC-3'
Primer 8F 5'-CTA CAC GAC GCT CTT CCG ATC TTT CCT TAC TGC CTC TTG CTT-3'
Regi(')n del 5'..tttccttactgectecttgettctecttttectatcctgagtagTGGTAATCTACTGGGACGGAACA
GCTTTGAGGTGCGTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAATCTCCGCALG
exon 8 AAAGGGGAGCCTCACCACGAGCTGCCCCCAGGGAGCACTAAGCGAGgtaagcaagcaggacaagaagc
ggtggaggagaccaagggtgcagttatgect..3'
Primer 8R 5'-CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TAG GCA TAA CTG CAC CCT TGG-3'
Primer 9F 5'-CTA CAC GAC GCT CTT CCG ATC TGA CAA GAA GCG GTG GAG-3'
Rﬁgﬁﬁldﬁl 5'..gacaagaagcggtggaggagaccaagggtgcagttatgcctcagattcacttttatcacctttcc
ttgcctctttcctagCACTGCCCAACAACACCAGCTCCTCTCCCCAGCCARAGAAGARACCACTGGAT
exon 9 GGAGAATATTTCACCCTTCAGgtactaagtcttgggacctcttatcaagtggaaagtttccagtectaa
cactcaaaatgccg..3'
Primer 9R 5'-CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TCG GCA TTT TGA GTG TTA GAC-3'
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Primer 10F

5'-CTA CAC GAC GCT CTT CCG ATC TCA ATT GTA ACT TGA ACC ATC-3'

Regi(’)ndel 5'..caattgtaacttgaaccatcttttaactcaggtactgtgtatatacttacttctcccecctectcet
gttgctgcagATCCGTGGGCGTGAGCGCTTCGAGATGTTCCGAGAGCTGAATGAGGCCTTGGAACTCA
exon 10 AGGATGCCCAGGCTGGGAAGGAGCCAGGGGGGAGCAGGGCTCACTCCAGgtgagtgacctcagecect
tcctggeccctactceccecctgecttectaggttggaaageccataggatteccattetecatee..3!
Primer 10R 5'-CAG ACG TGT GCT CTT CCG ATC TGG ATG AGA ATG GAA TCC TAT-3'
Anexo 3:

Resultados de medicion mediante un método fluorimétrico Qubit. Siguiendo el

protocolo, se realizaron dos determinaciones para cada muestra.

Muestra Nomenclatura | 1| medicion [DNA] | 2° medicion [DNA]
(ng/pl) (ng/nl)

526 D1 0,09 0,1

528 H2 0,19 0,22
539 B3 0,05 0,09
545 E4 0,09 0,12
545 H4 0,06 0,06
546 A5 0,18 0,28
546 E5 0,03 0,12
546 G5 0,13 0,17
L6 E6 0,04 021
L6 G6 0,08 0.12
L10 Al2 0,09 0,06
L10 B12 0,09 0,14
L11 G8 0,05 0,06
L12 G9 0.2 0.22
L12 A9 0.2 0.25
L13 C10 0,15 0,17
L13 G10 0,19 0,27
L16 Gl11 0,09 0,13
L16 Ell 0,05 0,11

Anexo 4:

Protocolo de preparacion de librerias para NGS:

belF bc2F bc3F
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Tubo 1: beclF +bclOR | Tubo 2: bc2F + bc10R | Tubo 3: be3F + belOR

+ 526 + 528 + 539 belOR
Tubo 4: bclF + bcl2R | Tubo 5: bc2F + bel2R | Tubo 6: be3F + be12R

+ 545 + 546 +L6 bel2R
Tubo 7: belF + bc13R | Tubo 8: bc2F + bel3R | Tubo 9: be3F + bel3R

+19 +L11 +L12 bel3R
Tubo 10: bc1F + bc14R | Tubo 11: be2F + bel4R | Tubo 12: be3F + bel4R

+L13 +L16 +L10 beldR

Correspondencia entre Tubos y nomenclatura de muestra

N° tub Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo | Tubo
° tubo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Nomencatura | 526 | 528 | 539 | 546 | 545 L6 L9 | L11 | L12 | L13 | L16 | L10
Anexo 5:
Resultados de la electroforesis digital
Pared de la Concentracion DNA .
. Nomenclatura Pico en bp
electroforesis (ng/pl)

Al DNA positivo 23,9

Bl 526 45,2 320

Cl 528 22 322

Dl 539 20,7 314

El 546 37,6 374

Fl 545 41,8 316

Gl L6 47,7 315

H1 L9 32,7 310

A2 L11 35,6 326

B2 L12 61,4 325

C2 L13 37,3 335

D2 L16 47,6 316

E2 L10 62,7 334

Anexo 6:

Bedfile para la cuarta fase de la NGS: alineacion.
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Inicio de la region

Fin de la region en

Primers para

Cromosoma
en el genoma el genoma gen-region
17 7.676.298 7.676.123 TP53-4a
17 7.676.192 7.675.949 TP53-4b
17 7.675.267 7.675.019 TP53-5
17 7.674.998 7.674.820 TP53-6
17 7.674.330 7.674.154 TP53-7
17 7.673.879 7.673.648 TP53-8
17 7.673.688 7.673.474 TP53-9
17 7.670.790 7.670.531 TP53-10
17 7.670.790 7.670.531 TP53-10
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