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1. Resumen/Abstract

El astrocitoma pilocitico (AP) es un tumor de bajo grado, el cual representa un
5% dentro de los tumores del sistema nervioso central. Recientemente, la
Organizacion mundial de la salud (OMS) ha publicado una nueva clasificacion de los
tumores del SNC basada en la caracterizacion molecular, en el cual se describen dos
mutaciones para el diagndstico de AP, la fusion de los genes KIAA1549:BRAF vy la
mutacién puntual V600E del gen BRAF. El diagnéstico diferencial entre el
astrocitoma pilocitico y el astrocitoma difuso de bajo grado no es trivial, siendo las
repercusiones pronosticas muy importantes. De ahi que los servicios de Patologia
estén inmersos en un proceso de incorporacion de determinaciones moleculares para
mejorar la precision diagndstica. Con este trabajo de fin de maéster pretendemos
contribuir a este proceso asistencial. Para ello se han seleccionado casos antiguos del
servicio de anatomia del Hospital Universitario de Canarias (HUC) a los cuales se ha
determinado la fusién KIAA1549:BRAF por medio de RT-PCR, asi como, la
mutacién V600E del gen BRAF por pirosecuenciacion. No se obtuvieron resultados
positivos para la fusion. Sin embargo, se determind la mutacion puntual V600E del

gen BRAF en una de las muestras.

Pilocytic astrocytoma (PA) is a low-grade tumor that accounts for 5% of
central nervous system tumors. World Health Organization (WHO) published a new
classification of CNS tumors based on molecular characterizations, in which two
mutations are described for diagnosing AP, the fusion of the KIAA1549:BRAF genes,
and the V60OE point mutation of the BRAF gene. Diagnosis of pilocytic astrocytoma
and diffuse low-grade astrocytoma is not trivial, the prognostic consequences are
significant. As a result, the Pathology services are incorporating molecular
determinations to improve diagnostic accuracy. This master's thesis aims to
contribute to this healthcare process. In this study, we selected AP cases from the
Hospital Universitario de Canarias (HUC) anatomy to detect KIAA1549:BRAF fusion
genes by RT-PCR and the V600E mutation of the BRAF gene by pyrosequencing. We
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did not get any possible results from KIAA1549:BRAF fusion genes. But, we could
detect one case with V600E in the BRAF gene.

2. Introduccion

Global Cancer Observatory estimo alrededor de 19,3 millones de nuevos casos
de cancer y 10 millones de fallecimientos por cancer durante el 2020(1).

La clasificacion de los diferentes tipos de tumores que afectan al sistema
nervioso central (SNC) hasta el 2016, se basaba en caracteristicas histoldgicas de los
tumores gque se complementaba con otras pruebas como la inmunohistoquimica y/o los
estudios a nivel ultraestructurales. A partir del 2016, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) introdujo una nueva clasificacién basada en marcadores moleculares. La
aplicacion de las técnicas moleculares permitio caracterizar y subclasificar los tumores
que afectan al SNC(2).

Astrocitoma pilocitico
Este estudio se centra en el grupo de los gliomas astrociticos circunscritos, en

concreto en el astrocitoma pilocitico (AP). Este tumor representa el 5% de tumores
que afectan al SNC. La incidencia es de 0,91 casos por 100.000 habitantes. AP
representa un 17,6% de los casos primarios de tumor cerebral, siendo el glioma més

comun en nifos(3).

2.1. Localizacion
AP puede aparecer en cualquier punto del eje neural, sin embargo, su

localizacién més frecuente es en el cerebelo (42%). Otros lugares en los que suele
aparecer son la region supratentorial (36%), tracto optico e hipotdlamo (9%) y médula
espinal (2%)(4).

2.2. Sintomas
La clinica que presentan estos pacientes suele estar relacionada con la

compresion que el tumor ejerce en estructuras circundantes al mismo. Dependiendo
del lugar donde se encuentre producira una sintomatologia diferente. Si la localizacion

es en torno al sistema de ventriculos cerebrales producira una obstruccion que se
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presenta con dolores de cabeza, hidrocefalia y un aumento de la presion intracraneal.
Sin embargo, si se encuentra en el nervio optico, los pacientes tendrian pérdidas de la
visién. Como se ha mencionado anteriormente, la localizacion mas comun suele ser
cerebelar, por lo que la clinica que presentan estos pacientes estd relacionada con

trastornos motores(4).

2.3.  Tratamiento
El tratamiento para los pacientes con un tumor de bajo grado es,

principalmente, la reseccion quirurgica del tumor. Este subtipo de tumor suele estar
bien delimitados por lo que si hay una extirpacion completa del mismo no requiere
ninguna terapia adyuvante, pero requiere de seguimiento del paciente mediante
técnicas de imagen por si el tumor volviese a aparecer. Sin embargo, la localizacion
del tumor puede afectar al tratamiento ya que, si este aparece en regiones inaccesibles,
como en regiones centrales (hipotdlamo, talamo, tracto Optico) no podran ser
extirpadas. Son tres las terapias alternativas basadas en radioterapia, quimioterapia o
terapias especificas, las cuales también son administradas también en caso de

recidiva(b).

2.4. Prondstico
El prondstico de este tumor es excelente, mas del 90% de los casos tienen una

supervivencia superior a los 10 afios. Pero como ya se ha mencionado en el apartado
anterior, la agresividad del tumor dependera del lugar donde se localice y de la
posibilidad de realizar la reseccion completa del tumor(4).

El diagnostico diferencial con el astrocitoma difuso es primordial ya que no
tienen el mismo prondstico. La media de supervivencia del astrocitoma difuso es de
3,9 a 10,8 afios, inferior a la que presenta el AP. La morfologia de estos tumores en el
estudio histolégico, en ocasiones, puede ser un método insuficiente para distinguir
entre estos dos subtipos de gliomas. De ahi la importancia de la utilizacion de

marcadores moleculares, ya que son distintos para cada uno (6,7).
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2.5. Perfil genético
En cuanto a la caracterizacion molecular del AP, la mayor parte de los casos es

esporadico, aunque también aparece en mutaciones germinales. Estas mutaciones en la
germinal se encuentran en algunos genes como el NF1, caracteristico del sindrome de
Noonan y de la lipomatosis encefalocraneocutanea. Las mutaciones mas frecuentes en
este sindrome son PTPN11 o RAF1y FGFR1 en la lipomatosis encefalocraneocutanea
(3,8).

Por otro lado, el AP se asocia con anomalias genéticas somaticas (no
heredadas) de genes que participan en la via MAPK. Se ha descrito recientemente un
nuevo biomarcador que permite el diagndstico del 66% de los APs. Se trata de una
fusién descrita por primera vez por Jones at all. producida por una duplicacion en
tandem de la regién 7g34. Dicha mutacién produce un nuevo gen de fusién formado
por BRAF y KIAA1549 (3,5,8-10).

Otras alteraciones genéticas que podrian estar relacionadas en el desarrollo de
AP, son las que afectan al gen BRAF (p.V600E e inserciones); mutaciones en KRAS;
fusiones 0 mutaciones en FGFR1; poco frecuentes fusiones en la familia NTRK;
fusiones en RAF1, entre otras. Sin embargo, estas alteraciones genéticas no son
especificas del AP, estas también pueden encontrarse en otro tipo de tumores como en
el tumor glioneuronal leptomeningeo difuso, en el cual se ha hallado la fusion entre
KIAA1549:BRAF. Incluso alteraciones genéticas en el gen BRAF en el tumor

cerebral xantoastrocitoma pleomorfico (5,8,10,11).

2.6.  Mecanismo molecular asociado a las alteraciones genéticas diagnosticas
Para estudiar la implicacién de la fusion entre BRAF y KIAA1549, asi como la

mutacion puntual en BRAF (p.V600E), es necesario describir las caracteristicas de

cada uno de los genes implicados.

2.6.1. Gen BRAF
Serine/threonine-protein kinase B-raf es una proteina codificada por el gen

BRAF (ID:673) localizado en 7q34 que cuenta con un total de 23 exones. Esta
proteina estad formada por 766 aminoacidos con un peso de 84.437 Da. Participa en la

via de sefializacion de las MAPK/ERK, la cual esta implicada en la division celular,
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diferenciacion y secrecion. Se ha descrito anteriormente una mutacion puntual,
V600E, identificada en otros canceres como en melanoma, carcinoma papilar de
tiroides, carcinoma de pulmén de células no pequefias, entre otros(12-14). La
expresion de esta proteina es inespecifica, los niveles de expresion en diferentes

tejidos son parecidos (figura 1) (15).

| HPA RNA-seq normal tissues v|

« Project title: HPA RNA-seq normal tissues

« Description: RNA-seq was performed of tissue samples from 95 human individuals representing 27 different tissues in order to determine tissue-specificity of all protein-coding genes
* BicProject: PRIEB4337

» Publication: PMID 24309898

« Analysis date: Wed Apr 4 07-08:55 2018
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Figura 1. Representacion grafica de los niveles de expresion del gen BRAF en diferentes
tejidos obtenidos a partir el proyecto HPA ARN-seq normal tissues. La expresion del gen
BRAF es superior en tejidos como testiculos y cerebro, mientras que estd reducida en la

glandula salivar y pancreas con respecto a otros tejidos(15).

2.6.2. Gen KIAA1549

El gen KIAA1549 (ID: 57670) se localiza en el cromosoma 7g34 y cuenta con
un total de 20 exones. La proteina codificada por este gen pertenece a la familia de las
UPF0606. Estd formada por un total de 1934 aminodcidos. La funcién de la
KIAA1549 es poco conocida, se le ha relacionado con fotorreceptores de membrana
lo que podria sefialar que participa en la transduccion de la sefial captada por el

fotorreceptor al interior celular(16,17).



Universidad B Master
de La Laguna = en Biomedicina

La expresion de este gen no es homogénea en todos los tejidos, presenta una
alta expresion en cerebro y rifidn con respecto a otros tejidos (figura 2). Cabe destacar
que la proteina de fusion resultante de la translocacion KIAA1549-BRAF esta
regulada por el promotor de KIAA1549, lo que indica que la expresion de la proteina
sera elevada en el SNC(9,18).

La proteina codificada por el gen KIAA1549 es poco conocida. Sin embargo, la
presencia de mutaciones en este gen estan asociadas a dos patologias diferentes. Por
un lado, la retinitis pigmentaria donde se describen variantes del gen. Y por otro lado,
la fusion de KIAA1549 con BRAF, en el AP(16). En relacion con nuestro trabajo, la
funcién del gen codificado por KIAA1549 es poco relevante ya que nos centramos en
el resultado de una proteina de fusion cuyo componente activo es BRAF (que pierde

su dominio regulador) y la aportacién de KIAA1549 se limita a controlar la expresion

* Project title: HPA RNA-seq normal tissues

« Description: RNA-seq was performed of tissue samples from 95 human individuals representing 27 different tissues in order to determine tissue-specificity of all protein-coding genes
« BioProject: PRJIEB4337

« Publication: PMID 24309898

« Analysis date: Wed Apr 4 07:08:55 2018

40
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génica con su promotor, enhancer...

Figura 2. Representacion de la expresion del gen KIAA1549 en diferentes tejidos obtenidos a
partir el proyecto HPA ARN-seq normal tissues. Destaca la alta expresion de este gen en los
tejidos de cerebro y rifion, mientras que hay una menor expresion en los tejidos de médula

6sea, linfonodos, piel, etc(19).
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2.6.3. Fusion KIAA1549:BRAF

Tanto el gen KIAA como BRAF se encuentran localizados en el mismo
cromosoma separados por 2Mb. Se observaron 3 puntos de roturas y fusion
desencadenados por una duplicacion en tindem o una delecion e insercion de la region
del genoma que contiene al gen BRAF y KIAA1549. Esta alteracion del genoma
conlleva a la pérdida de los 9 primeros exones del gen BRAF, el cual codifica para el
dominio regulador de la actividad de la quinasa (Figura 3). Por lo que el extremo 5’
del gen BRAF se pierde y es reemplazado por parte del gen KIAA1549. A causa de
esta alteracion, la actividad de la proteina resultante es una activacion constitutiva de
la misma, promoviendo asi la activacion continuada de la via de sefializacion de las
MAPK(3,8-10,20).

En la mayoria de los casos, la fusion ocurre entre el exén 15 0 16 de KIAA1549
y el ex6n 9 de BRAF. Cabe destacar que dicha fusién provoca que la regulacion de la
transcripcion de la proteina BRAF sea regulada por el promotor de la proteina

KIAA1549, la cual parece expresarse mayormente en el cerebro (figura 2).

La mutacién puntual del gen BRAF, en concreto la V600E, que supone un
cambio de una valina por una isoleucina en el aminoacido 600 de la proteina. En
concreto ocurre en el triplete CTC, en el cual la timina es sustituida por adenina,
resultando en CAC, que codifica para un aminoacido diferente. Este aminoécido
forma parte de la region catalitica de la proteina BRAF (figura 4), la cual promueve la
activacion constitutiva de la proteina. Por lo que concluimos que tanto la mutacion
puntual como la fusion son capaces de inducir una activacion de la proteina BRAF de
forma continuada en el tiempo, sin la posibilidad de inactivarse. Consecuentemente, la
via de las MAPK estara constitucionalmente activa, esto promueve la transcripcion de

los genes implicados en la proliferacion celular (figura 4)(3,5,8,11,21).
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a BRAF breakpoint cluster location VE00E

Breakpoints
N - o] CR1 o p ] CR3 == - C
RAS binding  Cysteine-rich Protein Kinase region
region region
Regulatory region Catalytic region

CR= conserved region

b KIAA1549-BRAF fusion genes in PA

cent KIAA1549 BRAF FAM131B tel

cent KIAA1549 BRAF-KIAA1549 BRAF tel

Figura 3. Fusion de KIAA1549 y BRAF. El punto de rotura del gen ocurre en medio de la
region catalitica que es la que codifica para la actividad quinasa y la region reguladora (a).
Esta ultima es la que se pierde durante este proceso. La region catalitica (conservada) se
fusiona con el gen KIAA1549, que ahora forma el extremo N-terminal de la proteina BRAF.

Esto produce una proteina de fusion, regulada por el promotor de KIAA1549 y conservando

la region catalitica de BRAF (b)(20).

Por ultimo, para entender el mecanismo por el cual las mutaciones descritas
anteriormente tienen un papel importante en el desarrollo del tumor, es necesario
explicar la via de las MAPK. Esta via de sefializacion celular juega un papel
importante en la proliferacion, diferenciacion, transformacion, desarrollo y apoptosis
de las células, tanto en celulas sanas como entumorales. Esta via de sefializacion
celular implica la activacion de una serie de proteinas con actividad quinasa, entre
ellas la proteina BRAF(figura 4)(3,22).
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Figura 4. Sefializacion de la via de las MAPK. La activacion de esta via puede ser mediante la

unién de un ligando a un receptor o por medio de condiciones de estrés. El resultado es la

transcripcion de genes que tienen una funcion en concreto(22).

3. Hipotesis y objetivos
Este estudio se propone identificar la fusion de KIAA1549:BRAF como

analisis complementario para el diagnostico del astrocitoma pilocitico. Asi, como la

determinacion de la mutacion puntual V600E en BRAF presente en un 9% de los

casos diagnosticados como AP.
El objetivo general es determinar la fusion de KIAA1549:BRAF y la mutacién

puntual V600E en casos diagnosticados como AP.

Los objetivos especificos de este estudio se muestran a continuacion:

® Estudiar la funcion de cada gen y describir la ventaja que confiere dicha

fusion/mutacion a la progresion tumoral.

® Identificar y seleccionar los casos de AP.

11
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® Determinar la fusion por RT-PCR.
® Identificar la mutacion V600E de BRAF mediante pirosecuenciacion.

® Analizar los datos obtenidos y establecer las conclusiones del estudio.

4. Materiales y métodos

4.1. Pacientes
Se selecciond una cohorte de 18 pacientes intervenidos y diagnosticados en el

Hospital Universitario de Canarias (HUC), Santa Cruz de Tenerife. Los casos
recopilados corresponden a pacientes diagnosticados con PA desde el afio 2013 hasta
la actualidad, con rango de edad X-Y. Ademas, se han rescatado otros datos
correspondientes al tratamiento y otras variables interesantes para el estudio. La
anonimizacion de los pacientes fue preservada durante todo el estudio, se trabajo con
un namero de biopsia asignado por el laboratorio de Anatomia Patolégica de HUC.

Durante el estudio, se descartaron 6 casos por diversas causas como escasez del
material, muestra con alta proporcion hematica o necrosis, incluso algunos de ellos no
se encontraban en el servicio debido a que se complementd el estudio fuera del propio
hospital.

Como controles positivos, se incorporaron 3 muestras de otros hospitales en los
que se habia diagnosticado previamente la fusion KIAA1549:BRAF mediante
Fluorescence in situ hybridization (FISH). Fueron anonimizadas con las siguientes
referencias: ME1. ME2 y ME3.

Extraccion de ARN/ADN
La extraccién de ARN se realizo a partir de muestras fijadas en formol al 4% y

preservadas en parafina. La muestra seleccionada debe contener al menos un 30% de
células tumorales para poder determinar dichas fusiones. Se debe seleccionar el area
representativa tumoral de la muestra, excluyendo zonas de necrosis y hematicas para

obtener una muestra lo mas homogénea posible. Para ello, se visualiza la muestra bajo

12
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microscopia dptica y se selecciona el area con mayor porcentaje de células tumorales.
Posteriormente, se realiza un raspado de dicha area con un bisturi u objeto afilado
hasta obtener la cantidad suficiente. Dependiendo del area tumoral afectada se realizan
entre 8-12 raspados, siendo para un area mayor de 8 raspados y areas donde hay poca
superficie 12. No existe una medida exacta que nos permita decidir la cantidad de
material que recogemos del bloque. Posteriormente, se recogen las virutas de parafina
y tumor y se incorporan a un eppendorf de 1,5 ml.

Se utiliz6 el kit comercial para la extraccion de ARN de la casa comercial
Myriad. El cual comienza por desparafinar las muestras seleccionadas por medio de la
utilizacion de un buffer a una incubacién a 70°C durante 30 minutos. Posteriormente,
se incubd con proteinasa K a 65°C durante 30 minutos. Seguidamente, se usaron
esferas magnéticas de silice que permitieron la interaccion con el ARN. A
continuacion, se realizaron lavados con diferentes buffers. Durante la adicidn de este
primer buffer de lavado se pudo recolectar el ADN que quedd suspendido en el
sobrenadante. Este ADN se utilizaria mas tarde para la determinacién de la mutacion
puntual (V600E) del gen BRAF. Finalmente, se utilizé6 un buffer de elucion que

facilito la obtencién del ARN purificado.

De ARN a cADN
Una vez obtenido el ARN, una parte del volumen obtenido se sometié a la

accion de la transcriptasa reversa con el fin de convertir estas moléculas a cCADN. Para
ello se incubd el ARN con la transcriptasa reversa a temperatura ambiente durante 30
minutos y un segundo periodo de incubacion en un termobloque a 42°C durante 30

minutos.

4.2. Analisis molecular de la fusion BRAF-KIAA1549
Una vez obtenido el cCADN se determind la presencia de la expresion de BRAF

a partir de la utilizacion de la pareja de primers: reverse del exon 7 del BRAF
(5’ AAGGGGATGATCCAGATGTTAGG 3°) y el forward del exon 6 del BRAF (5’
TTGTGACTTTTGTCGAAAGCTGC 3’) bajo las condiciones: desnaturalizacion
95°C durante 15 minutos; 30°* a 94°C; 30’ a 72°C; extension final 10 minutos a 72°C.

13
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Seguidamente, se llevé a cabo un gel de electroforesis para visualizar y analizar los

amplicones obtenidos.

En base a los resultados obtenidos en la PCR anterior, se seleccionaron los

casos donde se observé amplificacion y se realizd una segunda PCR para la

determinacion de las tres fusiones. Los primers utilizados para la determinacion de

esta fusién fueron los disefiados para las diferentes fusiones: exon 16 de KIAA1549 y
el exén 11 de BRAF; exdn 15 de KIAA1549 y el exon 9 de BRAF y exén 16 de
KIAA1549 y el ex6n 11 de BRAF. Estos primers son los utilizados por Jones et al.

para la determinacion de dicha fusién(9). Las condiciones en las que se realizo la PCR

fueron las mismas que la anterior.

Ensayo Especificidad | Primer Secuencia (5°->3’)
Fusion KIAA1549 Fwd AAACAGCACCCCTTCCCAGG
KIAA1549 [exdn 16
ex16 y ex11

BRAF  exdn [ Rev GTTCCAAATGATCCAGATCCAATTC
BRAF (A)

11
Fusion KIAA exon 15 | Fwd CGGAAACACCAGGTCAACGG
KIAA1549

BRAF ex6n 9 |[Rev CTCCATCACCACGAAATCCTTG
ex15 y ex9
BRAF (B)
Fusion KIAA1549 Fwd AAACAGCACCCCTTCCCAGG
KIAA1549 [exdn 16
ex16 y ex9

BRAF exon 9 | Rev CTCCATCACCACGAAATCCTTG
BRAF (C)

Tabla 1. Descripcion de los primers utilizados para la determinacion de la fusion
KIAA1549:BRAF. Esta tabla refleja los 3 puntos de rotura del ARNm descritos como A, B y

C, que incluyen las diferentes combinaciones de los exones mas frecuentes de los genes

KIAA1549 y BRAF que describen la fusion.

14
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Gel de electroforesis
Para visualizar los fragmentos y el tamafio correspondientes a la amplificacion

realizada por RT-PCR. Se realiza una electroforesis en gel de agarosa 2.0%. Para ello,
se utiliz6 0,8 g de agarosa y 40 ml de TBE al 5%. Una vez diluido se afiadié 20 uL de
bromuro de etidio. Una vez cargado el gel con las muestras se utilizé una corriente de
120 mV durante 30 minutos. EIl resultado del gel fue visualizado por medio de Gel
Doc EZ Imager (BIO RAD).

Gel de acrilamida
Fue necesario la utilizacion de un gel de acrilamida para verificar 2 casos

positivos para la fusion tipo B. Se realiz6 un gel de acrilamida se utilizé 15 ml de
PAGE, 50 uL de Aps u 10 uL de TEMED. Una vez cargado el gel con las muestras se
utilizé una corriente de 125 mV durante 30 minutos El resultado del gel fue
visualizado por medio de Gel Doc EZ Imager (BIO RAD).

4.3. Métodos para determinar V600E en BRAF

Purificacion del ADN
La obtencion del ADN se realizé a partir del protocolo de extraccion del ARN,

durante el primer paso de lavado. Se utilizd el kit comercial de DNA Sample
Preparation Kit, de la casa comercial Roche, para la purificacion del ADN. Este kit
permite la purificacion del ADN por medio de columnas de fibra de vidrio. Estas
columnas permiten la retencion del ADN y la elucion de sustancias como sales,
proteinas y otros desechos que se eliminan durante el proceso de centrifugacion. Se
realiza mediante el uso de dos buffers de lavado: el primero Buffer Tris-HCL (64% de
hidrocloruro de guanidina) y un segundo buffer de Tris-HCI (cloruro sodico) que se
centrifugaron a 8.000 x g durante 1 minuto. Y finalmente, un buffer de elucion que
permite separar el ADN de la columna que es un buffer de Tris-HCI a 0,09% de azida
sodica. Para este ultimo paso, se incubo la columna con el buffer durante 5 minutos a

T° ambiente y posteriormente se realiz6 un centrifugado a 8.000 x g durante 1 minuto.
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PCR para la determinacion de V600E
Una vez purificado el ADN, se amplifico la region que contiene la mutacion

V600E del gen BRAF a partir de la utilizacion de la siguiente pareja de primers:
TGATTTTGGTCTAGCTACA y bio-TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT. Uno de
los primers lleva incorporada biotina, la cual permite seleccionar una de las hebras del
ADN amplificado para su posterior estudio por pirosecuenciacion. Las condiciones en
las cuales se llevo a cabo la amplificacion fue la siguiente: desnaturalizacion 95°C
durante 15 minutos; 20’ a 94°C; 30°” a 53 °C y 30°* a 72°C en un total de 40 ciclos.

La extension final se basa en 5 minutos a 72°C.

Pirosecuenciacion
Los amplicones obtenidos mediante la PCR anterior se usaron para la

determinacion de la mutacion V600E del gen BRAF. Esta mutacion se analizé por
medio del método de pirosecuenciacion. Se prepard una mezcla de 30 uL de agua, 38
uL de binding buffer, y 2 uL de estreptavidina-agarosa. La estreptavidina formara un
complejo con la biotina que hace posible la separacion de una de las hebras para su
posterior secuenciacion. Para ello es necesario la incubacion de 10uL del producto de
PCR con 70 uL de la mezcla preparada durante 5 minutos a 1400 rpm en un
termoagitador. Seguidamente, se hace pasar por una serie de soluciones de: etanol al
70%, denaturing buffer y washing buffer. Una vez que se han separado y seleccionado
una de las hebras, la cual contiene biotina, se colocan en un pocillo que contiene 25
uL de annealing buffer y 0,75 uL de primers de secuenciacion
(TGATTTTGGTCTAGCTACA).

Para realizar la pirosecuenciacion se utilizan una serie de reactivos que se

cargan en el pirosecuenciador, estos son las enzimas, los nucleotidos y el sustrato.

5. Resultados

Determinacion de la fusion KIAA1549:BRAF
Previamente a la deteccion de la fusion de KIAA1549:BRAF, se determind la

presencia del mMARN de BRAF mediante la amplificacion de la region que abarca los

exones 7 y 6 a partir del ARN obtenido. Para ello, se seleccionaron las muestras que
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presentaban una mayor concentracién de ARN. Siendo las primeras en determinarse
KB1; KB3; KB5; KB7 y KB10 (figura 5).

Figura 5. Gel de electroforesis de las muestras con mayor
concentracion de ARN. Sefialado con flechas en rojo, el
producto de amplificacion del ARN de la regién entre los
exones 6-7 de BRAF de las muestras KB1, KB6, KB7 y
KB10. Al obtenerse producto de amplificacion, estas
muestras presentan una buena calidad del ARN y son
seleccionadas para la determinacion de la fusion de
KIAA1549:BRAF. Sin embargo, las muestras KB3 y
KB5 presentan una baja calidad o menor concentracion
de ARN ya que no se aprecia producto de amplificacion
del ARN de BRAF. En el recuadro en rojo se refleja los

primer dimers.

Esta determinacion se utiliz6 como check point, valorando asi la calidad del
ARN de cada muestra. De forma que, aquellas muestras no amplificaron durante la
primera PCR, se duplico el volumen de ARN por si la causa de la no obtencién de los
amplicones fuese por una concentracion baja de ARN. Aquellas muestras que no
amplificaron en esta segunda PCR fueron descartadas, asumiendo mala calidad del
ARN obtenido (Figura 6).
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: Muestra
~ No | ~ descartada
Figura 6. Esquema de la metodologia utilizada para la valoracion de la calidad de ARN

extraido.

Tal y como se ha mencionado anteriormente, las muestras que no amplificaron
bajo las condiciones de la primera PCR para la determinacion de la calidad del ARN
por medio de la amplificacion de la region entre los exones 6-7 de BRAF, se realiz
una segunda PCR duplicando el volumen de muestra utilizado. En este caso, se realiz6
para las muestras KB3 y KB5 (Figura 7).

1%

0oz
M ¥ O

N

Figura 7. Gel de electroforesis de las muestras KB3 y KB5. En este caso, Unicamente KB5
mostré un producto de amplificacion de la regidn entre los exones 6-7 de BRAF en ARN. Por

esta razon KB5 se incluy6 en el estudio. Sin embargo, KB3 no present6 producto de
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amplificacion en la segunda PCR mencionada, por esta razon, se descartdé dicha muestra para

el estudio de la fusion.

Una vez seleccionado los casos para este estudio, el ARN de cada muestra pasé
a CADN para la determinacion de la fusién mediante una PCR. Los primers utilizados
son especificos para las diferentes fusiones (A, B y C) (ver en tabla 1). Es por ello,
que se estudié cada posible tipo de fusién en cada una de las muestras. En las cinco
primeras muestras, la muestra 2 y 4 fueron posibles positivos para la fusion tipo B, la
cual implica al exon 15 de KIAA1549 y al exon 9 de BRAF (figura 9). Se realiz6 un
gel de acrilamida con estas 2 (KB2 y KB4) muestras para comprobar que fueran
positivas ya que permite una mejor visualizacion de la banda y una discriminacion de
fragmentos mas pequefios (figura 10). Los resultados de este gel fueron negativos, por

lo que ninguna de las 5 primeras muestras fue positiva.

Figura 9. Gel de agarosa al 2% del producto
de amplificacién la fusion de BRAF. Se
observan al menos 2 bandas tenues del
producto de PCR en las muestras KB2 y
KB4, en la imagen referenciadas como B 2y

B_4 respectivamente. Lo cual indica que

podrian ser positivas para la fusion.
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Figura 10. Gel de electroforesis (acrilamida) con las muestras KB2 y KB4. Se muestra que ni
KB2 ni KB4 para la fusién tipo B se observé una banda a la altura de CP (control positivo).

Por lo que se determind que ambas muestras son negativas para la fusion.

Se realizd el analisis con el resto de las muestras. Sin embargo, no se
obtuvieron resultados positivos para la fusion en ninguna de las muestras tal y como
se muestran en el gel de electroforesis de las muestras KB9, KB11 y KB13 (Figura
11).
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Figura 11. Gel de electroforesis (agarosa 2%) para la identificacion de la fusion del gen
KIAA1549:BRAF en las muestras KB9, KB11 y KB13. No se identificd fusion en las muestras
KB9, KB11y KB13, no se obtuvo producto de amplificacion en ninguno de los casos.
También se realizd el estudio de la fusion KIAA1549:BRAF en las muestras
externas (ME1, ME2 y ME3) por RT-PCR. En estas muestras ya se habia identificado
la fusion por medio de FISH. En todos los casos se pudo determinar la fusion. Cabe

destacar, la presencia de mas de un tipo de fusion en una Unica muestra como es el

caso de la muestra 1, en la cual tanto la fusion de tipo A como B estan presentes
(figura 12).

Figura 12. Gel de agarosa al 2% para la determinacion de la fusion en las muestras
exteARNs (ME). En el rectdngulo rojo se sefiala el rango entre 100-300 pares de bases. Se
obtuvo resultados positivos para las fusiones de tipo Ay B para MEL. Y, en ME2 y ME3 se
determind la existencia de la fusién de tipo B. (CA: control de amplificacién en el que se

determindé el gen BRAF no fusionado).

Determinacion de la mutacion V600E de BRAF
El siguiente paso en el estudio fue comprobar si existia una mutacion puntual

en BRAF, en concreto, la V600E. En este caso, se utilizé una fraccion intermedia del
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proceso de purificacion del ARN: el sobrenadante de lisado que queda después de usar
las bolas magnéticas que capturan el ARN. Este sobrenadante se sometio a un proceso
de purificacion con columnas que capturan ADN vy, seguidamente, se cuantifico el
ADN para cada muestra. La determinacion de la concentracion de ADN es necesaria
para el disefio de la PCR que amplifica el fragmento de ADN que contiene la
mutacion V600E del gen BRAF.

El producto obtenido de la PCR anterior se utiliza para la determinacion de la
mutacion V600E de BRAF mediante pirosecuenciacion. Para considerar que la
muestra es positiva para la mutacién V600E, debe tener una frecuencia alélica de
adenosina (A) en esa posicion superior al 10%. Se identifico que la en la muestra KB1
tiene una frecuencia alélica del 17% para el nucleotido A). La sustitucién de la timina
(T), que es el nucleétido wild type, por la adenosina produce un cambio del
aminoacido de valina a isoleucina en la posicion del aminoacido 600 en la proteina
BRAF. Es por ello, que KB1 se considera positiva para la mutacion V600E (figura
10). Mientras que el resto de las muestras no llegaban a un porcentaje de mutacion de
los alelos representativo (>10%) para determinar que la muestra era positiva, como es

el caso que se presenta en la muestra KB2 (figura 11).
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Figura 10. Resultados de la pirosecuenciacion de la muestra KB1. Se identifica que en el
triplete CTC, existe una sustitucion de T>A, el cual resulta en CAC con una frecuencia
alélica del 17%. Dado este resultado se considera positivo para la mutacion V600E (FR (A)

>10%).
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Figura 11. Resultados de la pirosecuenciacion para la muestra KB2. Se identifica que el 95%
de la frecuencia alélica es C, mientras que un 5% de la frecuencia alélica es A. Dado este

resultado se considera negativo para la mutacién V600E (FR (A) <10%).

6. Discusion

La determinacion de la fusion KIAA1549:BRAF tiene un gran impacto en el
diagnostico del AP, ya que en ocasiones el diagnostico diferencial con el astrocitoma
difuso puede ser complejo. En vista de los resultados obtenidos en este estudio no
podemos afirmar que los casos de AP diagnosticados en el HUC contienen dicha
fusién. Habria que recurrir a otros métodos analiticos que permitan detectar esta
fusion. Una de las opciones seria la técnica FISH mencionada anteriormente. Esta
técnica permitiria la determinacion de la fusion por medio del uso de sondas
complementarias a regiones de los genes BRAF y KIAA1549. Se intentd incluir este

método en el estudio, pero no obtuvimos la sonda a tiempo para realizar el
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experimento. La ventaja de incluir la técnica FISH en este estudio es detectar un
posible error en los métodos utilizados. Al aplicar dicha técnica esperariamos
encontrar algun caso positivo de los estudiados.

A partir de los resultados obtenidos comenzamos a pensar en cuales podrian ser
los posibles errores cometidos en el método de analisis de las muestras. Como
posibles causas implicadas en la no deteccidn de la fusion podrian ser la poca cantidad
de material bioldgico, ya que son biopsias pequefias del SNC. Otra causa es el tiempo
que ha transcurrido desde que se biopsia la muestra hasta que se realiza la técnica, ya
que hay muestras que se obtuvieron hasta hace casi 10 afios atras, por lo que pudo ser
gue el ARN presente en estas se degradara.

Otra de las casusas podria ser la contaminacién con ARNasas presentes en el
ambiente, incluso en el material utilizado, que puedan degradar el ARN. También,
podria ser interesante probar otros métodos de extraccion del ARN ya que en algunas
de las muestras no pasaron el control de calidad, en concreto KB3. Asi podriamos
comprobar cual de los métodos nos permite obtener una mejor calidad y cantidad del
ARN. Todas estas causas podrian ser las posibles razones por las que no se pudo
detectar la fusion. Algunas de estas razones son meramente especulativas ya que no
podemos saber al 100% de lo que ha ocurrido durante las sucesivas etapas de los
experimentos.

Otra consideracion es el nimero de muestras incluidas en el estudio. Quizas las
muestras que se seleccionaron no contenian dicha fusion. Recurrir a muestras mas
antiguas que el afio 2013 no seria buena idea, ya que a mayor tiempo conservada
menor calidad y cantidad tendra la muestra. Por otro lado, debemos considerar la baja
incidencia de estos tumores en la poblacion. Una solucion es incluir biopsias de
pacientes diagnosticados en otros hospitales. Durante la realizacion de los
experimentos pensamos en ello. Sin embargo, esto es un procedimiento complejo y
tedioso ya que se requiere de documentacion legal para el uso de estas muestras, tanto
el consentimiento de los pacientes como el de los hospitales.

Si se pudiese lograr se utilizaria el mismo método analitico utilizado, ya que

hemos visto que para las muestras externas funciona dado que hemos sido capaces de
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determinar la fusion. Esperando que al aumentar el nimero de muestras seamos
capaces de detectar un mayor nimero de casos.

Por otro lado, este estudio nos ha permitido detectar un caso de astrocitoma
pilocitico con la mutacion V600E del gen BRAF, en concreto en la muestra K1 (figura
10). A pesar de que la frecuencia alélica no es elevada, se considera positiva para la
mutacién ya que es >10%. Esto podria ser una gran ventaja para el tratamiento de este
paciente, ya que existen dianas terapéuticas especificas para este tipo de mutacion,
aungue no sea la terapia estandar para el tratamiento del AP. Ante este resultado, seria
conveniente estudiar esta mutacion puntual en el resto de los AP debido a que se
podrian obtener datos interesantes. Como posible estudio futuro, podrian compararse
el pronostico, respuesta terapéutica, crecimiento del tumor, y otras variables de interés
clinico y terapéutico, pudiéndonos anticipar al comportamiento de tumor en base a su
caracterizacion molecular.

Hubo una primera intencion de estudiar la historia clinica de cada paciente,
tomando datos interesantes para el estudio como seria edad, sexo, tamafio del tumor,
la evolucion de este, la respuesta terapéutica, entre otros. El objetivo era comparar el
grupo de pacientes con la mutacion puntual V600E en el gen BRAF con respecto a los
paciente que presentan la fusion KIAA1549:BRAF. No obstante, los escasos
resultados positivos de este estudio no permitieron continuar esta rama del estudio. No
obstante, aunque hubiésemos determinado la fusion en al menos 6 de las muestras
estudias, el analisis de estas variables no seria significativos o representativos debido
al reducido nimero de muestras. Quizas, en un futuro, podria realizarse un estudio en
conjunto con otros servicios de anatomia patoldgica en el cual se pusieran en conjunto
todos estos datos de los pacientes con AP, pudiendo asi aumentar el nimero de
muestras estudiadas. Esta idea no es exclusiva para estudiar este tipo de tumor, si no
que seria interesante aplicar en otros tipos de tumores con baja incidencia e incluso,
tumores de alta incidencia, permitiendo asi la cooperacion y el compartir ideas que

ayuden a avanzar en el conocimiento del cancer.

7. Conclusiones
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El AP es un glioma de bajo grado que se presenta mayormente en personas
menores de 20 afios. Es un tumor que se localiza mayormente en el cerebelo y nervio
Optico, asi como en ganglios basales. Son tumores poco agresivos por lo que el
tratamiento méas adecuado es la extirpacion del tumor. Sin embargo, puede verse
comprometido por la localizacion donde se presente teniendo que recurrir a otros
tratamientos, como la radioterapia, para tratar el tumor. Esto tiene una serie de
consecuencias para el individuo ya que podria provocar que la radiacion induzca
nuevas mutaciones y consecuentemente, nuevos procesos proliferativos. De ahi la
Importancia de estudiar el mecanismo principal por el cual crece el tumor. En este
caso, podriamos decir que la via de las MAPK es la principal via activada y, por tanto,
la que induce el crecimiento del tumor. Recordando lo visto hasta ahora, la activacion
de esta via se debe a mutaciones en el gen de BRAF, ya sea por la mutacion V600E
como por la fusion de este gen con KIAA1549. Por lo que esta proteina podria ser una
diana especifica para el tratamiento del AP cuando no exista la posibilidad de extirpar
el tumor.

BRAF se ha visto implicado en la proliferacion celular en otros tipos de
tumores y es una diana terapéutica. En concreto la mutacion V600E es una diana
terapéutica en melanomas. Esto se debe a que la proliferacion celular es debido a la
actividad constitutiva de la proteina BRAF mutada. Es por ello por lo que en los AP
con dicha mutacion podrian ser tratados con un inhibidor especifico de BRAF como
terapia alternativa a la reseccion quirdrgica del tumor. De hecho, actualmente se
encuentran en estudio la combinacion de los anticuerpos monoclonales Ilamados
dabrafenib y trametiniv, que son inhibidores de BRAF, para el tratamiento de
astrocitomas de bajo grado.

Por otro lado, el encéfalo es un sistema altamente protegido, el paso de
sustancias se ve comprometido por las caracteristicas de la barrera hematoencefalica.
Esto dificulta que ciertos farmacos puedan atravesar esta barrera y llegar al tumor.
Ademas, de los efectos secundarios que conlleva esta terapia.

La identificacion de la fusion en gran parte de los AP permite la utilizacion de
la fusion como un marcador diagnéstico. Sin embargo, es necesario el estudio

histologico debido a que no todos los PA presentan la mutacion, y, ademas, otros
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subtipos de glioma también pueden presentar esta mutacion. No obstante, la fusion
KIAA1549:BRAF puede ser un biomarcador de diagnostico diferencial. Es de suma
importancia la necesidad de dar un diagnéstico con la mayor exactitud y seguridad ya
que esto puede condicionar al tratamiento que recibira el paciente como aportar otros
datos de importancia como por ejemplo el prondéstico. Existe la posibilidad de dar un
diagnostico erréneo, lo que puede conllevar a la administracion de un tratamiento
equivocado. Esto puede acarrear que el proceso tumoral continle, empeorando con
ello la salud del paciente. Ademas, de todos los efectos secundarios que se pueden dar.

La adicion de las técnicas moleculares permite el descubrimiento, y también la
deteccion de nuevos biomarcadores, ya estén relacionados con el diagnostico,
prondstico o de respuesta terapéutica. Bajo mi punto de vista, estos son esenciales
para prestar un buen servicio sanitario que ayude a mejorar la calidad de vida de las

personas y estar cada vez mas cerca de la medicina personalizada.
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