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A la mare.

Anomenar-les totes, les formes del mal,

i cridar-ho: tu ets el meu enemic i tu ets jo!
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Resumen

El cancer de mamay los gliomas son dos de los tumores con mas impacto en la sociedad actual:
uno por ser el mas prevalente y con una mayor incidencia y el otro por su dificultad de deteccion
y su alto indice de mortalidad. A pesar de los avances en el campo de la oncologia clinica,
diagnostico, prondstico, monitorizacion y prediccién de terapia, ain gueda mucho camino para
alcanzar una medicina personalizada. El auge de nuevas herramientas como la biopsia liquida
(BL), se presenta como una oportunidad para reforzar la deteccidn precoz; el seguimiento de la
evolucion del tumor; la evaluacion de la respuesta a un determinado tratamiento; la deteccion de

mutaciones accionables y el descubrimiento de nuevos biomarcadores.

El gran reto de la BL es la deteccion de aquellos compuestos que realmente han sido liberados
por el tumor. Las tecnologias que, con un limite de deteccion suficiente, permiten hallar
alteraciones genéticas procedentes del tumor, suponen una inversién econémica ingente por parte
de los laboratorios. En este sentido, las vesiculas extracelulares (VES) son una de las fuentes de
biomarcadores mas investigadas, ya que su aislamiento puede aumentar la representacion de
acidos nucleicos procedentes del tumor. Sin embargo, su aislamiento y deteccion, supone de unos

requerimientos técnicos no disponibles para todos los laboratorios.

En esta tesis presentamos un protocolo de aislamiento de VES con un rendimiento superior a los
métodos de referencia mas usados. Asimismo, analizamos dos tipos de biomarcadores genéticos

extraidos a partir de las VEs: miARN en los tumores mamarios y ADN en los tumores gliales.

De todas las moléculas presentes en las VEs, los miARNs son los que estan captando mayor
interés dentro de la comunidad cientifica. En esta investigacion, proponemos por primera vez el
analisis de expresion relativa de miARNs en VEs para la estratificacién de la respuesta a la
guimioterapia neoadyuvante en pacientes con cancer de mama con fenotipos que presentan una
clinica més agresiva, que denominamos fenotipos extremos: HER2 sobreexpresado, luminal B

con HER2 sobreexpresado y triple negativo.

También se ofrece una alternativa coste-efectiva en cuanto a la deteccion de la mutacion
IDH1R2" en ADN de VEs procedentes de pacientes con glioma. La tecnologia aqui descrita es
independiente tanto de métodos clasicos (secuenciaciéon y RT-g-PCR), como de tecnologias de
Gltima generacion (PCR digital y secuenciacién de nueva generacion), pudiéndose instaurar en
cualquier laboratorio minimamente equipado. Mas aln, esta técnica es extensible a otras

alteraciones genéticas de interés en gliomas y otras patologias.

VI
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Abstract

Breast cancer and gliomas are two of the tumors with the greatest impact on today's society. Breast
cancer is the most prevalent tumor and has the highest incidence, and gliomas for its difficulty in
detection and its high mortality rate. Despite advances in the field of clinical oncology, diagnosis,
prognosis, monitoring and therapy prediction, there is still a long way to go to achieve
personalized medicine. The rise of new tools such as liquid biopsy (LB), is presented as an
opportunity to reinforce early detection; monitoring of tumor evolution; the evaluation of the
response to a treatment; the detection of actionable mutation changes and the discovery of new

biomarkers.

The great challenge of LB is the detection of those compounds that have truly been released by
the tumor. The technologies that, with a sufficient detection limit, make it possible to find genetic
alterations derived from the tumour, represent a huge economic investment by laboratories. In
this way, extracellular vesicles (EVs) are one of the most investigated sources of biomarkers since
their isolation can increase the representation of tumor nucleic acids. However, its isolation and

detection entail technical requirements that are not available to all laboratories.

In this thesis we present a protocol for isolating EVs with a higher yield than the most used
reference methods. We also analysed two types of genetic biomarkers extracted from isolated

EVs: miRNA in breast tumors and DNA in glioma.

Out of all the molecules contained in the EVs, miRNAs are the ones that are attracting the most
interest within the scientific community. Here, we propose for the first time the analysis of relative
expression of miRNAs in VEs for the stratification of response to neoadjuvant chemotherapy in
patients with most aggressive breast cancer types: HER2 overexpressed, luminal B with HER2

overexpressed and triple negative. Which we call them extreme phenotypes.

In addition, we present a cost-effective alternative for the detection of the IDH1**?" mutation in
DNA from EVs from glioma patients. The technology described here is independent of both
classical methods (sequencing and RT-g-PCR) and cutting-edge technologies (digital PCR and

next-generation sequencing), so it can be installed in any minimally equipped laboratory.

Vil
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Resum

El cancer de mama i els gliomes sén dos dels tumors amb més impacte en la societat actual: un
per ser el més prevalent i amb més incidéncia i l'altre per la dificultat de deteccid i I'alt index de
mortalitat. Tot i els avencos en el camp de l'oncologia clinica, diagnadstic, prondstic,
monitoritzacié i prediccié de terapia, encara queda molt cami per assolir una medicina
personalitzada. L'auge de noves eines com la biopsia liquida (BL), es presenta com una
oportunitat per reforcar la deteccid precog; el seguiment de I’evolucié del tumor; I'avaluacié de
la resposta a un tractament determinat; la deteccio de mutacions accionables i el descobriment de

nous biomarcadors.

El gran repte de la BL és la deteccio6 dels compostos que realment han estat alliberats pel tumor.
Les tecnologies que, amb un limit de detecci6 suficient, permeten detectar alteracions genétiques
procedents del tumor, suposen una inversié economica ingent per gran part dels laboratoris. En
aquest sentit, les vesicules extracel-lulars (VES) son una de les fonts de biomarcadors més
investigades, ja que el seu aillament pot augmentar la representacié d'acids nucleics procedents
del tumor. Tot i aix0, el seu aillament i deteccié suposa d'uns requeriments técnics no disponibles

per a tots els laboratoris.

En aquesta tesi presentem un protocol d'aillament de VEs amb un rendiment superior als métodes
de referéncia més utilitzats. Aixi mateix, analitzem dos tipus de biomarcadors genétics extrets a

partir de les VEs aillades: miARN als tumors mamaris i ADN als tumors glials.

De totes les molécules presents a les VES, els miARNSs son els que estan captant més interes dins
de la comunitat cientifica. En aquesta investigacio, proposem per primera vegada l'analisi
d'expressio relativa de miARNs de VEs per a l'estratificacié de la resposta a la quimioterapia
neoadjuvant en pacients amb cancer de mama d’aquells fenotips que presenten una clinica més
agressiva, que els hem anomenat fenotips extrems: HER2 sobreexpressat, luminal B amb HER2

sobreexpressat i triple negatiu.

També s'ofereix una alternativa cost-efectiva per a la deteccié de la mutacié IDH1?**" en ADN
de VEs procedents pacients amb glioma. La tecnologia aqui descrita és independent tant de
meétodes classics (sequenciacio i RT-q-PCR), com de tecnologies d'Gltima generacié (PCR digital
i seqlienciacid de nova generacid) podent-se instaurar en qualsevol laboratori minimament
equipat. Encara més, aquesta técnica és extensible a altres alteracions genetiques d'interés en

gliomes i altres patologies.

Vi
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1. Introduccién

1.1. Cancer

El cancer, también conocido como neoplasia maligna, es una enfermedad que se caracteriza por
el crecimiento descontrolado de una masa celular que invade los tejidos adyacentes. Esto tiene
lugar cuando una célula, tras sufrir diversas mutaciones genéticas, se reproduce sin control,

escapando de los mecanismos reguladores del ciclo celular (Anders and Anders, 1978).

El cancer es la enfermedad no transmisible (ENT) méas extendida alrededor de todo el mundo. Su
alta tasa de incidencia, prevalencia y mortalidad hacen de esta enfermedad una de las de mayor
relevancia tanto cientifica como asistencialmente. Globalmente se calculé una incidencia de mas
de 19 millones de nuevos casos en 2020 (Sung et al., 2021a) y se prevé un aumento del 63,9 %
para el afio 2040 (IARC, 2020). Las causas de este veloz crecimiento son complejas pero el
envejecimiento y el aumento de la poblacién mundial, asi como las condiciones socioeconémicas

se presentan como puntos clave para el auge de este fendmeno.

Actualmente se consideran las ENT como la principal causa de mortalidad en el mundo con un
total de 40,8 millones de muertes estimadas en 2019, siendo las neoplasias malignas, (Figura 1.1),
las que ocupaban la segunda posicidn en el ranking de nmero de muertes globales con un total
de 9,3 millones; superada solamente por las enfermedades cardiacas, que reportaron un total de
17,9 millones de fallecimientos (World Health Organization, 2020).

ENT
N2 Fallecimientos estimados 2019 (x1000)

1,5

4%
2,5M .
6%

4,1M
10%

= Enfermedades cardiovasculares = Neoplasias malignas Enfermedades respiratorias Trastornos digestivos

= Afecciones neuroldgicas = Enfermedades genitourinarias Diabetes mellitus = Otras

Figura 1.1 NUmero estimado y porcentaje de fallecimientos a nivel mundial segin la enfermedad causante.
Adaptado de: World Health Organization, 2020.
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En Espafia, la incidencia estimada en el afio 2020 de todos los tipos tumorales excepto los de piel
no melanomas se calculd en 276.239 nuevos diagndsticos (Sociedad espafiola de oncologia
médica, 2021). La prevalencia del cancer, también en el afio 2020, se estim6 en 1.066.959 casos
y la mortalidad se estimé en 113.054 defunciones por neoplasias malignas (Sociedad espafiola de
oncologia médica, 2021).

De entre los diferentes tumores, no solo por sus nimeros en epidemiologia, sino por ser uno de
los més estudiados, destaca el cancer de mama. Este, a pesar de tener un mayor indice de respuesta
a los tratamientos actuales, ain supone en nimeros absolutos gran cantidad de fallecimientos
(Sung et al., 2021a). Una de las causas de esta elevada mortalidad, es la heterogeneidad celular
que presentan las neoplasias mamarias. Esta caracteristica también esta presente en los tumores
de la glia del sistema nervioso central (SNC). La alta tasa de mortalidad ligada a la dificultad en
el diagndstico y su localizacion anatdmica, hacen de este tipo tumoral un candidato ineludible en
cuanto al estudio de métodos no invasivos tanto para el propio diagnéstico como para el
seguimiento de la enfermedad.

Cancer de mama

El cancer de mama es una patologia altamente heterogénea (Perou et al., 2000), tanto en su
histologia, citologia y genética como en la respuesta a los diferentes farmacos actualmente

utilizados en su tratamiento.

Esta neoplasia puede ser dividida inicialmente en dos grandes entidades, el cancer de mama inicial
o temprano y el cancer de mama avanzado o metastasico. Esta diferenciacion de categorias es,
por si misma, un indicador pronéstico ya que la supervivencia en los tumores de mama avanzados
se sitla alrededor de los 2,5 afios (Cardoso et al., 2012) mientras que un 90 % de las pacientes
con tumores iniciales sobrevive un minimo de 4 afios (Untch et al., 2019). Otra diferencia
importante entre los dos grupos es el tratamiento pues en los tumores iniciales, los tratamientos
administrados son generalmente locales o regionales, de lo contrario, en los canceres de mama
avanzados, los tratamientos prescritos son de caracter sistémico. Estos Gltimos, tienen como
principal inconveniente los efectos secundarios adversos que pueden provocar a las pacientes.
Ahora bien, en los ultimos afios, los avances en el diagndstico y la estandarizacion de los
protocolos y tratamientos, ha permitido mejorar considerablemente no solo la esperanza, sino la

calidad de vida de las pacientes con tumores de mama (Cardoso et al., 2014).

En la actualidad, y sobre todo en los paises desarrollados, el cAncer de mama se detecta de forma
precoz gracias a las tecnologias de imagen clinica y al cribado realizado a partir de la propia
observacion de lamama por parte de las pacientes. Es por este motivo que en las consultas clinicas

los tumores mamarios sean detectados en etapas iniciales de su desarrollo.
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El cancer de mama es la neoplasia con una mayor prevalencia e incidencia a nivel mundial. En
2020 se estim6 una prevalencia de 7,8 millones de mujeres con cancer de mama en todo el mundo,
con una incidencia de 2,3 millones de mujeres en la misma anualidad (Sung et al., 2021a). La
elevada prevalencia de este tipo tumoral es debida a la alta incidencia sumada a los avances en
las terapias dirigidas que permiten que el cancer de mama tenga una alta tasa de supervivencia.
Sin embargo, la mortalidad debida a los tumores mamarios se sitlia en quinta posicién como causa
de muerte por neoplasia maligna en el mundo, con un total de méas de 680.000 fallecimientos en
la anualidad de 2020 (Sung et al., 2021b).

En Espafia se estima una incidencia de cancer de mama de unos 33.000 casos en el transcurso del
2020, siendo asi el tercer tipo tumoral mas diagnosticado en el pais, solamente superado por el
cancer de colon y recto (44.000) y prostata (35.126) (SEOM, 2020). La prevalencia a 5 afios en
nuestro pais se calculé en 137.570 casos en el 2020 (Sung et al., 2021a) ocupando, de nuevo, la
primera posicion en este apartado. En cuanto a defunciones, se reportaron un total de 6.606
fallecimientos en el 2020, siendo la cuarta patologia oncolégica con mayor nimero de muertes
por anualidad (Sung et al., 2021a).

Al ser una entidad altamente heterogénea, para poder clasificar los tumores de mama, actualmente
se dispone de un gran nimero de clasificaciones, cada una de ellas centrada en una o varias
caracteristicas, desde las basadas en patrones histoldgicos hasta las que manejan marcadores
moleculares para establecer diferentes categorias de tumores (Harbeck et al., 2019). Siendo los

mas aplicados en los diagnosticos de anatomia patoldgica:

1.1.2.1. Grado histologico de los tumores mamarios

Ya en 1925, Greenough establecio las bases para una clasificacion pronostica de los tumores
mamarios otorgando tres clases de malignidad: baja malignidad (clase 1), malignidad media (clase
2) y alta malignidad (clase 3); segun el grado de diferenciacion celular, el grado de secrecion
vacuolar, la presencia 0 ausencia de cambios hipercrométicos en los ndcleos celulares, la
uniformidad del tamafio celular y el pleomorfismo celular del componente tumoral de los tejidos
estudiados (Greenough, 1925). Tres afios mas tarde, fueron Scarff y Patey quienes revisaron y
confirmaron estos grupos de malignidad con una cohorte de 50 pacientes (Patey and Scarff, 1928).
A mediados del siglo XX, Bloom y Richardson otorgaron una puntuacién numérica a cada una

de estas tres variables agrupando a los tumores en tres grupos segun su virulencia histolédgica: Gl
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de baja malignidad, GlI de media malignidad y Gl de alta malignidad (Bloom and Richardson,
1957).

Fue en 1991 cuando Ellis y Elston modificaron el sistema de puntaje de Scarff, Richardson y
Bloom para estandarizar la metodologia de puntuar cada una de las variables, minimizando asi la
variabilidad interlaboratorios e interpatdlogos. La labor de Elston y Ellis en el grupo de
histopatologia de Nottingham se sigue utilizando actualmente para la agrupacion de los tumores
mamarios segun su grado histologico, recibiendo esta clasificacion el nombre de Nottingham o
incluso modificacion de Elston y Ellis del sistema de Scarff, Richardson y Bloom (SRB). La
puntuacion final de dicha clasificacion agrupa a los tumores que obtienen 3,4 y 5 puntos en grado
I, grado Il a los que punttan entre 6 y 7, y finalmente grado Il a los mayores de 8 puntos. El
sistema se detalla en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1 Criterios de puntuacion de las tres variables de la modificacién de Elston y Ellis del sistema
SRB. Adaptado de (Elston and Ellis, 1991).

Variable Criterio Puntuacion
> 75% 1
Formacién de tabulos/glandulas 10% - 75% 2
<10% 3
Células uniformes, regulares y pequefias 1
Pleomorfismo nuclear Variaciones moderadas del tamafio celular 2
Marcada variacion del tamafio celular 3
0-5 1
Recuento mitotico / 10 campos? 5-10 2
>11 3

2 En el nimero de mitosis por campo, se deben calcular los intervalos de cada categoria.

1.1.2.2. Estadiaje patologico: sistema TNM en los tumores mamarios

Esta clasificacion es publicada conjuntamente por la American Joint Committee on Cancer
(AJCC) y la Union for International Cancer Control (UICC) y se basa en el tamafio tumoral, la
cantidad de nddulos linfaticos afectados y la presencia o ausencia de metastasis. Esta, distribuye
a los tumores en cuatro categorias seglin su prondstico siendo la categoria | la de mejor prondstico
y la categoria IV la de peor prondstico y otorga informacion relevante para la toma de decisiones

para las pautas de tratamiento.
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El estadiaje patoldgico tiene sus origenes en los afios 60 (International Union Against Cancer,
1959, 1960) y sigue siendo utilizado en la actualidad, con una ultima actualizacion en 2018. Es
una buena herramienta para complementar la informacidn clinico-patoldgica y, en conjuncién con
los marcadores bioldgicos receptor de estrégenos (RE), receptor de progesterona (RP), receptor
2 de factor de crecimiento epidérmico humano (HER2), tipos histoldgicos y demés datos clinico-
patoldgicos, sigue siendo Util en la toma de decisiones del tratamiento de los diferentes tumores
de mama. La clasificacion o estadiaje TNM también es de gran ayuda en la evaluacion de la
respuesta de los tumores al tratamiento administrado o bien a la administracion de farmacos

neoadyuvantes. \f “Acroénimos”

La clasificacion de los tumores segln su estadio patologico se realiza a través del andlisis de tres
parametros histopatolégicos. El primero de ellos es el tamafio tumoral en el momento del
diagndstico, este parametro recibe la nomenclatura “T” y se divide en ocho entidades: TX, TO,
Tis (CDIS), Tis (Paget), T1, T2, T3 y T4. Otra de las variables analizadas son los ganglios
linfaticos regionales afectados, a los cuales se le otorga la letra “N” y una numeracion del 0 al 3

dependiendo de si se observa metastasis y en la zona en la que se detecta.

Por ultimo, para las metastasis distantes, la letra elegida es la “M” a la cual se le otorgan solamente
los valores 0 si no hay evidencias de metastasis distante y 1 si se observa metastasis distantes por

imagen o histologia 0 metéstasis en nddulos no regionales.

En la octava edicion (Hortobagyi et al., 2017), el Comité Americano Conjunto sobre el Cancer
(AJCC, de las siglas en inglés American Joint Comittee on Cancer) ha incluido como variables
los marcadores HER2, RE y RP, asi como la puntuacién histolégica/nuclear SRB con las
modificaciones del grupo Nottingham (Scarff and Handley, 1938; Bloom and Richardson, 1957;
Elston and Ellis, 1991). Estas inclusiones pueden hacer variar el grupo prondstico de un
determinado tumor después de su evaluacion por el método TNM. Para comprobar el grupo de
cada tumor hay que referirse a las tablas anexas de la publicacién (Hortobagyi et al., 2017). Se
pueden consultar las tablas con las variaciones de clasificacion asociadas a los marcadores

bioldgicos citados en este parrafo en el anexo | de esta tesis.

1.1.2.3. Tipos histologicos de los tumores mamarios: Clasificacion de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

En la actual clasificacion de la OMS, que clasifica los tumores segln su tipo histolégico, las
neoplasias mamarias se agrupan en tumores no invasivos, carcinomas intraductales, neoplasias
neuroendocrinas, neoplasias papilares, neoplasias epiteliales y mioepiteliales y tumores mamarios
masculinos, resultando en un total de 44 subtipos de tumores de mama distintos (Hoon Tan et al.,
2020).
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1.1.2.4. Clasificacion molecular de los tumores de mama

Por ultimo y no menos importante, existe una clasificacién de los tumores mamarios basada en
las caracteristicas moleculares descritas en el 2000 y en el 2001 por Perou y Sgrlie (Perou et al.,
2000; Sorlie et al., 2001). Esta clasificacion agrupa las neoplasias de mama en cuatro grandes
grupos: luminal A, luminal B, HER2 positivo (o sobreexpresado) y basal-like segun patrones de
expresion génica en el marco de un panel de 496 genes. Si bien la representacion de los diferentes
grupos de esta clasificacion supuso un gran avance para la eleccion de los tratamientos a seguir,
la realizacidn de las determinaciones de este tipo de analisis en cada una de las pacientes no esta

al alcance de todos los centros econdmica y técnicamente.

En este sentido, fueron diversos los estudios que intentaron emular la clasificacion molecular
obtenida a través del citado panel multigénico mediante pruebas de marcadores Unicos, accesibles
econdémicamente y de facil manejo técnico. De entre estas técnicas, la inmunohistoquimica (IHQ)
destacé por cumplir ampliamente las anteriores caracteristicas. Por ello, ya en 2009 se establecid
un alto grado de concordancia entre la diferencia de expresién del marcador de proliferacion
celular Ki-67 en los tejidos tumorales y la segregacion obtenida mediante el set de expresion
génica para los tumores de tipo luminal A y luminal B (Cheang et al., 2009). Actualmente se
considera como una clasificacion molecular aceptada la obtenida con el andlisis de los marcadores
HER2, RE, RP y Ki-67 mediante técnicas de IHQ (Goldhirsch et al., 2011) (Goldhirsch et al.,
2013) — a excepcidn de la confirmacion de la sobreexpresion de HER2 mediante la técnica de
hibridacion in situ (ISH, del inglés In Situ Hibridization) de aquellas tinciones IHQ determinadas
como no concluyentes —. Esta clasificacion engloba los tumores en cinco grandes grupos: luminal
A like, luminal B like sin amplificacion del gen HER2, luminal B like con amplificacion del gen

HER2, HER2 amplificado (o positivo) y triple negativo, tal y como se muestra en la Figura 1.2.
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CLASIFICACION MOLECULAR DEL CANCER DE MAMA
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Figura 1.2 Clasificacién molecular de los tumores mamarios mediante tinciones IHQ de Ki-67, RE, RP y
HER2/ERBB2. Segun la positividad o negatividad de estos marcadores se establecen 5 grupos de neoplasias
de mama que se relacionan con su grado histopatoldgico y con la agresividad del tumor. RE: receptores de
estrdgeno, RP: receptores de progesterona, TNE: tumores de tipo no especifico.

1.1.2.4.1. Grupo Luminal A

Los tumores dentro de esta categoria presentan en las pruebas de IHQ una tincion positiva para
los RE y RP, una tincién negativa para la sobreexpresion del receptor HER2 y/o un resultado
negativo para amplificacion en pruebas ISH y un bajo indice de division celular (Ki-67 bajo). Las
neoplasias mamarias incluidas en este grupo son las que presentan un menor riesgo de recaida,
una mejor respuesta a los tratamientos hormonales y por consiguiente un mejor prondstico
(Alvarez-Lopez et al., 2020).

1.1.2.4.2. Grupo Luminal B

En esta categoria el valor de la expresion de Ki-67 se eleva por encima del 14% de las células
analizadas (Goldhirsch et al., 2013; Soliman and Yussif, 2016), considerandose un valor alto.

Ademas, la expresion de los receptores RE y RP es menor a los del grupo anterior y generalmente
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los del grupo Luminal A presentan un componente tumoral de bajo grado, mientras que los del B

tienen un alto grado histologico.

Este grupo se divide a su vez en dos subgrupos definidos por la presencia o ausencia de
sobreexpresion del marcador HER2 y presentan diferente tratamiento y prondstico.

El subgrupo Luminal B, entendiéndose como puro, esta formado por los carcinomas mamarios
con positividad en la expresion de los receptores hormonales, ya sean los RE o los PR, con
ausencia de sobreexpresion de receptores HER2.EI tratamiento de esta entidad es el mismo que
el del grupo de tumores Luminales A con la inclusion de la quimioterapia en el esquema de

tratamiento. Su prondéstico es menos favorable que el del grupo Luminal A.

En cuanto al subgrupo Luminal B con sobreexpresién de HER2, como indica su propio nombre,
presenta las caracteristicas en cuanto a receptores tumorales y expresion de Ki-67 de los luminales
B con el afiadido de la presencia de sobreexpresion del receptor HER2 en la membrana de las
células tumorales. El tratamiento de estas neoplasias se diferencia de los luminales B sin
sobreexpresion de HER?2 por afiadir trastuzumab a su pauta de tratamiento (Kolarova et al., 2019).
El prondstico de este grupo es, como en el grupo anterior, intermedio. Sin embargo, la presencia

de sobreexpresién de HER2 aumenta su agresividad.

1.1.2.4.3. Grupo HER2 sobreexpresado

Los RE y RP se presentan negativos en esta categoria, con un indice de proliferacion elevado y
con el receptor celular HER2 enriquecido. Aunque existe una terapia dirigida contra los tumores
que presentan una sobreexpresion del marcador HER2, los tumores que pertenecen al grupo aqui

descrito al ser tumores altamente invasivos y agresivos presentan un pronéstico intermedio.

El tratamiento de este grupo tumoral se basa en el bloqueo de la IV regidn del receptor HER2
impidiendo su dimerizacion. Este tratamiento se administra tanto en los tumores de mama
tempranos como en los avanzados, pudiéndose complementar con la administracion de

quimioterapia (Nieto, Vega and Mart, 2020).
1.1.2.4.4. Grupo Triple Negativo

Los tumores que no presentan expresion de RE, RP y que ademas no presentan un
enriquecimiento de HER2 son los que abarca este grupo. Al no presentar, o no haberse hallado
hasta la fecha, un marcador de terapia dirigida juntamente al alto indice mitotico, hacen de este

conjunto el de peor prondstico de los tipos tumorales mamarios.

Este es un grupo altamente heterogéneo que puede subdividirse en subgrupos diferentes segun la

expresion de diferentes marcadores en el tejido tumoral. Cada uno de los subtipos resultantes
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presenta un pronoéstico distinto (Nielsen et al., 2004; Cheang et al., 2008; Blows et al., 2010;
Green et al., 2013).

La clasificacion molecular de las neoplasias mamarias es de suma importancia en la eleccion del
tratamiento, pues cada uno de los grupos de esta clasificacion presenta diferentes caracteristicas
en cuanto a malignidad, agresividad, capacidad de invasion y prondstico. Ademas, existe la
posibilidad de tratar los tumores con HER2 sobreexpresado mediante el anticuerpo monoclonal
trastuzumab (Herceptin, Herzuma, Kanjinti, Ogivri, Ontruzant, Trazimera). Aunque la
clasificacion molecular es de vital importancia en la eleccion del tratamiento en los tumores de
mama, hay que tener en cuenta los demés factores establecidos en las anteriores clasificaciones,
asi como, evaluar el estado de salud general de la paciente, la edad y el estado menopausico.
También hay que evaluar los efectos adversos presentados en cada caso una vez iniciado el
tratamiento. Es por este motivo que la eleccidn del tratamiento de cada uno de los tumores
mamarios debe ser considerado teniendo en cuenta un gran nimero de variables y debe ser

orientado en un comité multi o interdisciplinario (Cardoso et al., 2017).

Como se ha comentado en el apartado anterior, la determinacion del tratamiento en los tumores
de mama comprende el estudio de multiples variables tanto clinicas como patolégicas. Por este
motivo se han creado diferentes comités internacionales formados por equipos de profesionales
multidisciplinares que se encargan de disefiar guias de tratamiento en el cancer de mama. Estas
guias, a través de algoritmos clinico-patolégicos, dirigen a los clinicos, ayudandolos en la toma
de decisiones para establecer un tratamiento adecuado a cada caso (Gradishar et al., 2018;
Cardoso et al., 2019). Las dos guias mas usadas en la practica clinica son la americana del NCCN
(del inglés, National Comprehensive Cancer Network) y la europea ESMO (del inglés, European

Society for Medical Ooncology).

Los tumores de mama iniciales tienen como tratamiento estandar a seguir la cirugia con
preservacion del seno (BCS, del inglés Breast-Conserving Surgery) junto con tratamiento
sistémico preoperatorio/quimioterapia neoadyuvante (QNA) en aquellos tumores superiores a 2
cm, o con la posibilidad de no realizar QNA en los menores a este tamafio siempre que no sean
de fenotipo agresivo (Figura 1.3) (Hwang et al., 2013; van Maaren et al., 2016; Gentilini, Cardoso
and Poortmans, 2017; Lagendijk et al., 2018). Por el contrario, los tumores metastasicos siguen
terapia sistémica (Gao et al., 2020; Swain et al., 2020; Bardia et al., 2021). Incluso, las pacientes
con tumores < 2 cm también se pueden someter a un régimen de terapia sistémica preoperatoria

para después valorar su respuesta y decidir si se practica mastectomia en caso de no respuesta o,
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en el caso de respuesta positiva a la QNA, se opta por la conservacion de la mama con una

intervenciéon BCS (Figura 1.3).

Cancer de mama inicial

Tumor >2 cm no quinirgico con afén de
preservaci6n del seno. Siempre que sea posible
después de la reduccién del tumor. Sin afan de preservacién de seno o
sin posibilidad de ello a excepcién
Tumores > 2cm, TN/HER2-sobreexpresado y/o de fenotipos agresivos®
axila positiva independientemente de la posibilidad
de cirugia

Tumor <2 cm y/o cirugia viable®;
a excepcidn de fenotipos agresivos®

Induccién de la terapia sistémica,
neoadyuvancia [I, A]

Respuesta satisfactoria Respuesta insatisfactoria

[ Cirugia conservadora de seno [I, A] Mastectomia + reconstruccién [I, A]

QT posoperatoria + anti-HER2
si aplica [T, A]

RT* posoperativa si aplica, TE* posoperatoria
obligada en la BCS [I, A] si aplica [I, A]

Figura 1.3 Algoritmo para el tratamiento de los tumores de mama iniciales. Obsérvese que el tratamiento
comun en todos los tipos de tumores es la cirugia, sea conservadora de seno 0 mastectomia. ? Se aconseja
realizar QT preoperatoria (neoadyuvancia) en los tumores que por su biologia (fenotipos HER2-
sobreexpresado, Luminal B y TN) requieran QT. ° Se consideran fenotipos agresivos los fenotipos HER2-
sobreexpresado y TN ¢ RT, ET y anti-HER2 posoperatorios concomitantes. Entre corchetes se indican el
nivel de evidencia y el grado de recomendacidn de los tratamientos segln la ESCAT. p. €j., [I, A]. BCS,
del inglés Breast-Conserving Surgery; ESCAT, del inglés ESMO Scale for Clinical Actionability of
Molecular Targets; HER2, del inglés Human Epidermal growth factor Receptor 2; QT, Quimioterapia; RT,
Radioterapia; TE, Terapia endocrina; TN, Triple negativo. Figura adaptada de Cardoso et al., 2019.

Otra caracteristica de las pacientes incluidas es que todas presentan fenotipos de alto riesgo de
recaida (TN, HER2 sobreexpresado, y luminales B con HER2 sobreexpresado) por lo que no
deben ser tratados solamente con BCS tal y como se indica en la Figura 1.3. En estos tipos de
tumores el esquema de tratamiento a seguir difiere segin sus caracteristicas bioldgicas
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determinadas en el diagnostico mediante la determinacion del grado tumoral, el estadio tumoral,

la clasificacion TNM (clinica, patologica y post QNA) y el fenotipo tumoral.

En la Figura 1.4 vemos en detalle los diferentes regimenes de neoadyuvancia. EIl esquema a seguir
para el fenotipo luminal B con HER2 sobreexpresado es la QNA juntamente con terapia dirigida
contra HER2 y terapia endocrina para reducir los niveles y/o bloguear los RE y RP. En los tumores
de fenotipo HER2 sobreexpresado, el tratamiento de referencia es la quimioterapia (QT)
combinada con anticuerpos monoclonales antiHER2 (trastuzumab + pertuzumab). Para los
tumores TN de tipo no especifico (TNE), se aconseja seguir un régimen de QT solamente, y
aquellos que presentan una histologia tipo adenoide, secretor o carcinoma metaplasico de bajo

grado, pueden mantenerse en observacion.

Céncer de mama inicial

IHQ ER-negativo THQ ER-positivo

Tipo histolégico
especial®, N0, sin factores

Figura 1.4 Esquema de los tratamientos neoadyuvantes en tumores de mama en los fenotipos HER2
sobreexpresado, TN y luminales B con HER2 sobreexpresado. El tratamiento comin en cada uno de los
fenotipos es la QT afiadiendo terapias dirigidas segln el estado de los receptores ER/RP y HER2. @ Con
posibles excepciones en los tumores de bajo riesgo (T1abNO0). ® Anti-HER2: trastuzumab + pertuzumab. ©
Tipos adenoide, secretor y metaplasico de bajo riesgo. ¢ Excepto para pacientes de riesgo muy bajo
(T1abNO) en los que se puede aplicar un régimen de TE con anti-HER2 sin QT. Entre corchetes se indican
el nivel de evidencia y el grado de recomendacion de los tratamientos segun la ESCAT. p. €j., [I, A].

ESCAT, del inglés ESMO Scale for Clinical Actionability of Molecular Targets; HER2, del inglés Human
Epidermal growth factor Receptor 2; IHQ, Inmunohistoquimica; QT, Quimioterapia; RT, Radioterapia; TE,
Terapia endocrina; TN, Triple negativo. Figura adaptada de: Cardoso et al., 2019.

Tanto en la Figura 1.3 como en la Figura 1.4 podemos observar que cada tratamiento tiene
asociadas un ndmero romanico y una letra. Estos hacen referencia al nivel de evidencia clinica en
cuanto a la concordancia entre una alteracion molecular y la respuesta a un determinado farmaco.
Esta clasificacion consta de seis niveles de mayor a menor evidencia clinica: | — V y un altimo
nivel denominado X. Las letras que siguen a estos numeros se refieren al tipo de ensayo clinico
con el que se valoro el tratamiento (aleatorizado/no aleatorizado; prospectivo/retrospectivo; etc.),
refinando aun mas el nivel de evidencia clinica (Mateo et al., 2018).

11
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Los regimenes de QNA maés frecuentemente usados en la practica clinica en los tumores de mama
de alto riesgo son los compuestos por antraciclinas con o sin taxanos, aunque también existe la
posibilidad de administrar ciclos de ciclofosfamida combinada con metotrexato/5-fluoracil o la
combinacion de doxorrubicina con ciclofosfamida en pacientes con riesgo de cardiotoxicidad. La
adicion de taxanos a la pauta de antraciclinas aumenta levemente la eficacia de la QT,
independientemente de la edad, el estado nodal, el tamafio del tumor o la expresion de los
receptores hormonales de la paciente (Gianni et al., 2009; Albain et al., 2012). Se ha descrito que
el uso secuencial de taxanos (paclitaxel, docetaxel, cabazitaxel) y antraciclinas (doxorrubicina,
epirrubicina, daunorrubicina, idarrubicina) en lugar de administrarlos concomitantemente
aumenta la potencia del tratamiento ademas de reducir considerablemente la toxicidad (Shao et
al., 2012). En conjunto, la pauta de tratamiento con antraciclinas y taxanos, reduce la mortalidad
en el cancer de mama en alrededor de una tercera parte (Abe et al., 2005). En aquellos tumores
con un alto indice de proliferacidn, se recomienda un esquema de dosis densa con soporte de G-
CSF (del inglés, Granulocyte Colony-Stimulating Factor) (Gray et al., 2019).

Para evaluar la respuesta a la QNA en la pieza quirurgica se usan diferentes sistemas. Entre ellos
destacan el de la carga tumoral residual (RCB, del inglés Residual Cancer Burden) y el de Miller
y Payne (MyP). Ambos clasifican la respuesta a QNA segln la presencia, ausencia o cantidad de
células tumorales después del tratamiento. El sistema RCB presenta 4 niveles de respuesta (RCB-
0 — RCB-III) otorgando al RCB-0 la ausencia de células tumorales y RCB-IIl presencia
significativa de células tumorales (Yau et al., 2022). El sistema MyP, como se muestra en la Tabla
1.2 presenta 5 grados de respuesta a la QNA (G1 — G5). En este sistema el grado 5 es la ausencia
de células malignas después de la QNA mientras que el grado 1 se otorga a aquellas lesiones en
las que no se observa ningin cambio postratamiento (Ogston et al., 2003). Actualmente se acepta
que las pacientes con una respuesta patologica G4 y G5 no presentan diferencias significativas en
cuanto a supervivencia sin progresion de la enfermedad (Wang et al., 2021).

Tabla 1.2 Sistema de Miller y Payne para la evaluacion de la respuesta al tratamiento de QNA. Adaptado
de Ogston et al., 2003.

Grado Descripcion
1 Minimos cambios sin reduccion significativa de la celularidad tumoral
invasiva.
G2 Disminucién de la celularidad, > 30 % de la masa tumoral invasiva.
53 Disminucion significativa de la celularidad, 30 — 90 % de la masa tumoral
invasiva.
G4 Marcada disminucion de la celularidad, > 90 % de la masa tumoral invasiva.

12



Introduccién Adria Asensi i Puig

Grado Descripcién

Gb Ausencia de células tumorales invasivas.

En un metaanalisis donde se incluyeron 3.209 publicaciones que reportaron un total de 27.895
pacientes de cancer de mama, se indicd que aquellas pacientes con una respuesta patoldgica
completa posQNA presentaban una mejor supervivencia libre de enfermedad (SLE), respaldando
la administracion del tratamiento con QNA en los fenotipos mas agresivos (en adelante fenotipos
extremos). Ademas, se anunciaba que las pacientes con fenotipos TN y HER2 con respuesta

patoldgica completa, eran las que mejor SLE presentaban (Spring et al., 2020).

1.2. Cancer del sistema nervioso central

La mayor parte de los tumores del SNC son de caracter primario y aparecen repentinamente, sin
evidencias clinicas o histoldgicas de la existencia de lesiones previas de menor grado, en personas
de edad generalmente avanzada. Los tumores del SNC secundarios progresan a partir de tumores
de bajo grado, aparecen en pacientes mas jovenes y se caracterizan por poseer niveles inferiores

de necrosis y un mejor prondstico (Ohgaki and Kleihues, 2007).

Las neoplasias del SNC representan un 1,6% del total de neoplasias descritas, con una incidencia
y prevalencia a 5 afios estimadas de 296.851 y 771.110 pacientes diagnosticados de tumores
cerebrales en todo el mundo en el afio 2018. En cuanto a la mortalidad, este tipo tumoral
representa un 2,5% del total de fallecimientos por cancer y se estima que, en la misma anualidad,
perecieron 241.037 enfermos de dicha patologia (Bray, Ferlay and Soerjomataram, 2018). Debido
a su baja incidencia (4.281 casos en 2018) y su alta mortalidad (3.211 fallecidos en 2018) la
prevalencia a 5 afios de los tumores cerebrales se sitla en unos escasos 12.150 casos (IARC,
2018c).

Historicamente la clasificacion de la OMS de los tumores del SNC se ha basado en criterios
histopatoldgicos (Ztlch, 1979) (Kleihues, Burger and Scheithauer, 1993), siendo la atipia nuclear,
la proliferacion del endotelio vascular, la actividad mitdtica y la presencia o ausencia de necrosis
las principales caracteristicas en consideracion (Gudinaviciene, Pranys and Juozaityte, 2004). El
grado de malignidad del tumor se determina segin la evidencia de estas caracteristicas

histopatoldgicas, otorgando una numeracion del I — mas bajo grado — al IV — mas alto grado.
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Es en la cuarta edicion de la clasificacién de los tumores del SNC de la OMS (42 edicidn, 2007)
cuando empiezan a presentarse determinados marcadores moleculares como factores pronosticos.
Ya en la revision de esta 42 edicion del libro azul de los tumores del SNC de 2016 se incluye el
analisis de pardmetros moleculares, no como factores pronésticos de las diferentes entidades
dentro de la clasificacidn, sino como criterio propiamente clasificatorio (Louis et al., 2016).
Finalmente, es en la actual clasificacion de la OMS - 52 edicion, 2021 - (Louis et al., 2021) donde,
aplicando las propuestas realizadas por el consorcio para informar acerca de los enfoques
préacticos y moleculares de la taxonomia de tumores del SNC (cIMPACT-NOW, de sus siglas en
inglés) (Louis et al., 2020), el peso de los criterios de clasificacion mediante marcadores
moleculares sobrepasa el de los criterios histopatoldgicos.

De los tumores del SNC, los gliomas son los tumores primarios mas comunes, constituyendo un
81% del total de tumores malignos que afectan al encéfalo (Ostrom, Bauchet, et al., 2014). Como
su nombre indica, la procedencia de esta entidad es la neuroglia y es en base a la célula glial
progenitora que se puede establecer una primera clasificacion de los gliomas: si el carcinoma
procede de los astrocitos, al tumor se le denomina astrocitoma; si deriva de los oligodendrocitos,
oligodendroglioma y se conoce como ependimoma a los que su origen son células ependimarias
(Bailey, 1948).

Actualmente, ademéas del tipo histolégico, se incluyen como criterios clasificatorios los
marcadores moleculares. Entre estos marcadores al que se le otorga mas importancia es el gen
IDH, codificante de la proteina isocitrato deshidrogenasa. A parte del gen de la isocitrato
deshidrogenasa (IDH), como se ilustra en la Figura 1.5, se incluyen como elementos
clasificatorios la perdida de expresién del gen ATRX, mutaciones en el gen TP53, la codelecion
del brazo corto del cromosoma 1 vy del brazo largo del cromosoma 19 (1p/19q), deleciones en
homocigosis del gen CDK2A/B, mutaciones en el gen TERT, amplificaciones del gen receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR, de sus siglas en inglés), la metilacion en el promotor
del gen MGMT vy las mutaciones G34R y G34V de la variante H3.3 de la histona 3 (Louis et al.,
2021; Weller et al., 2021).

En este sentido se ha cambiado la nomenclatura de los tipos de gliomas usando las alteraciones
moleculares para la definicion de cada entidad. Ademas, desaparece el término glioblastoma (GB)

IDH mutado cambiandose por el de astrocitoma de grado 1V con IDH mutado.
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Figura 1.5 Clasificacion integrada de los tumores gliales. Adaptada de la 52 edicion de la Clasificacion de
los tumores del SNC de la OMS y de las guias de la EANO Louis et al., 2021; Weller et al., 2021.

1.2.3.1. Glioblastoma

El GB es el tipo de glioma maés agresivo, con un crecimiento rapido, focos necréticos y una alta
proliferacion vascular. Asimismo, es el tipo tumoral con una mayor incidencia, aproximadamente
3,19 casos por 100.000 habitantes, aumentando dramaticamente a los 54 afios y llegando a su
méxima incidencia (15 de cada 100.000 habitantes) a las edades de 75 a 84 afios (Ostrom,
Gittleman, et al., 2014).

Pese a ser considerado como una entidad clinica, el GB presenta una alta heterogeneidad en
cuanto a diferentes aspectos: A nivel histopatoldgico, se pueden contemplar diferencias en la
proliferacion celular (nimero de mitosis), en la vascularizacion tumoral y en la presencia o no de
calcificaciones y necrosis en las tinciones histoldgicas. A nivel molecular se pueden distinguir
cambios de expresion génica, mutaciones puntuales, variaciones en el niamero de copias (CNV,
del inglés Copy Number Variation) e incluso diferencias epigenéticas (Eder and Kalman, 2014).
Finalmente, el diagnostico viene definido por ambos pardmetros, aunque debido a la elevada
heterogeneidad, un mismo tumor puede devolver informes discordantes dependiendo de la parte
del tumor adquirida en el momento de la biopsia (Sottoriva et al., 2013), dificultando tanto la
15



Introduccién Adria Asensi i Puig

obtencion de resultados positivos en la validacion de terapias dirigidas asi como beneficiando la
resistencia al tratamiento estdndar para esta patologia (Bao et al.,, 2006) (Stavrovskaya,
Shushanov and Rybalkina, 2016) (Jiapaer et al., 2018).

1.2.3.1.1. Clasificacion molecular de los glioblastomas

En 2008 el TCGA (de inglés The Cancer Genome Atlas) presentd un estudio donde se analizaba
la expresion génica, las CNV y los patrones de metilacion en 206 muestras de pacientes con GB
y el incluia el analisis de mutaciones puntuales en otras 91 muestras de GB (McLendon et al.,
2008).

En base a estos estudios y mediante plataformas de expresion génica se establecié una
clasificacion de los GB en cuatro grandes grupos: clasico, mesenquimal, proneural y neural
(Verhaak et al., 2010). Los tumores ubicados en el grupo clasico presentan una ganancia del
cromosoma 7, acarreando la amplificacion del gen EGFR, junto a una pérdida del cromosoma 10
y una delecién homocigota del gen CDKN2A. El subtipo mesenquimal se caracteriza por presentar
deleciones hemicigoticas del gen NF1y sobreexpresion de CHI3L1 y MET (marcadores de células
mesenquimales). Mutaciones y amplificaciones en el gen PDGFRA, mutaciones puntuales en
IDH1/2 y un fenotipo G-CIMP (del inglés Glioma-CpG Island Methylator Phenotype) son las
principales alteraciones descritas para el tipo proneural. Y, por ultimo, el grupo neural al que se
le asocian sobreexpresiones de marcadores genéticos caracteristicos de las neuronas como NEFL,
GABRA1L, SYT1y SLC12A5.

Como se ha podido observar en los apartados anteriores, el gen IDH es esencial en las actuales

clasificaciones y en la determinacién del prondstico en los tumores gliales.

1.2.3.2. Isocitrato deshidrogenasa

En las células eucariotas se expresan tres isoformas de la isocitrato deshidrogenasa: IDH1, IDH2
e IDH3. Mientras las dos primeras estdn formadas por homodimeros, la tercera es un
heterotetramero constituida por dos subunidades IDH3a, una subunidad IDH3p y una subunidad
IDH3y (Bzymek and Colman, 2007). En su estado natural, los tres paralogos en su estado natural
catalizan la conversion del isocitrato en a-cetoglutarato (aCG). Si bien su funcion es la misma,
encontramos que mientras la localizacion de las enzimas IDH2 y IDH3 es mitocondrial la IDH1

se localiza en el citoplasma y/o en los lisosomas (Yang et al., 2012).

Cuando aparece una mutacion en los genes IDH1 o IDH2 se le afiade una reduccion a la
descarboxilacion oxidativa, catalizando el paso de aCG a R-2-hidroxiglutarato (R2HG) (Dang,
Yen and Attar, 2016). Como se muestra en la Figura 1.6, la acumulacién de R2HG junto a la

disminucion de aCG promueve el efecto oncogénico inhibiendo la accion de las dioxigenasas
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dependientes de aCG y alterando el perfil de metilacion que a su vez modifica la expresion de
genes asociados al crecimiento y diferenciacion celular (Tommasini-Ghelfi et al., 2019a).
Actualmente se consideran tres vias de desmetilacion del ADN afectadas por el metabolito R2HG
en las células tumorales: la familia de las metilcitosina dioxigenasas (TET), las enzimas JmjC y
las EgIN prolyl-4-hydroxylases (Losman and Kaelin, 2013), que, al verse reducida la presencia
de su principal cofactor (aCG), inducen un patrén hipermetilado en las células con mutaciones en
IDH.

Citrato

v

Citrato

Isocitrato Isocitrato
NAD* NADP* NADP*
NADH NADPH NADPH

a-cetoglutarato a-cetoglutarato
NADPH NADPH

dependientes de
NADP* NADP*
(R)-2-hidroxiglutarato (R)-2-hidroxiglutarato I

Mitocondria \ Citosol

Figura 1.6 Localizacion y actividad enzimatica de las diferentes isoformas de las enzimas IDH1, IDH2 y
IDH3. Se representan los sustratos, productos y coenzimas de las reacciones bioquimicas catalizadas por
las isocitrato deshidrogenasas 1, 2 (mutadas y no mutadas) y 3. Detalle de la hipermetilacion por
inactivacion de las dioxigenasas dependientes de aCG, inhibiendo la desmetilacion de las histonas por parte
de estas proteinas. Adaptada de: Tommasini-Ghelfi et al., 2019b

Ademas de la hipermetilacion del ADN, existen diferentes teorias sobre como las mutaciones en
IDH1 y IDH2 promueven la oncogénesis. De entre estas teorias, destacan dos de ellas: en la
primera los autores sugieren que al ser alterada la funcién mitocondrial se promueve la activacion
hacia la glucdlisis de las células cancerosas (Leonardi et al., 2012). En la segunda, se hipotetiza
sobre la actuacion del R2ZHG como oncometabolito promoviendo la transformacion celular al

alterar el estado redox de las células (Reitman and Yan, 2010).

Las mutaciones heterocigotas mas comunes del gen IDH1, localizado en el cromosoma 2
(2933.3), tienen lugar en el coddn 132 que precisamente recae en el centro catalitico de la proteina,
afectando el tipo de reaccion y el sustrato de esta. Dentro de las mutaciones del codén 132, las
mas frecuentes son las que afectan al nucle6tido Guanina (G) de la posicién 395, y el cambio mas
habitual, con una presencia del 70-80% en los gliomas de bajo grado y un 5-10% en los gliomas

de alto grado (Karpel-Massler et al., 2019), se da entre bases puricas pasando de una G a una
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Adenina (A), devolviendo la mutacion ¢.395G>A (IDH1%°¢>%), A nivel proteico el cambio es de
una arginina (R) a una histidina (H), expresado como p.R132H (en adelante, IDH1R¥H) en |a
nomenclatura de mutaciones a este nivel. Con menor frecuencia, y en el mismo codon, aparecen
las mutaciones p.R132G (c.394C>G), p.R132S (c.394C>A), p.R132C (c.394C>T) y p.R132L
(c.395G>T). Ademas de las mutaciones en el gen IDH1, se contemplan, con una frecuencia de
alrededor del 1%, las mutaciones en el codon 172 del gen IDH2, homélogo del codon 132 del gen
IDH1. Dentro de las mutaciones de IDH2 la mutacion mas frecuente es el cambio p.R172K
(c.515G>A), seguido de p.R172M (c.515G>T), p.R172W (c.514A>T) y p.R172G (c.514A>G)
(Yangetal., 2012). La presencia de las mutaciones en IDH1 o IDH2 son mutuamente excluyentes
y solo tienen lugar en un alelo (Cohen, Holmen and Colman, 2013).

Existen diversos ensayos clinicos que exploran la posibilidad de inhibir la actividad catalitica de
la proteina mutada mediante una unién alostérica de pequefias moléculas que realizan un cambio
en la conformacién de la estructura terciaria de la IDH mutada, convirtiéndola en una enzima
cataliticamente inactiva (Chen et al., 2017; Cho et al., 2017; Yen et al., 2017). Otra aproximacion
para inhibir la actividad catalitica de IDH es impidiendo la unién de los iones Mg/Mn?*,

indispensables para su actividad enzimética (Deng et al., 2015).

Clinicamente se establecen las mutaciones en los genes IDH1 y IDH2 como factores de buen
pronostico de los pacientes con tumores gliales, con un aumento de la supervivencia y de la
sensibilidad al tratamiento con quimioterapia contra ADN metilado, sobre todo con temozolamida
(TMZ) (Hegi et al., 2005). Asimismo, se relacionan las mutaciones en dichos genes con el
fenotipo hipermetilado de glioma G-CIMP, fendémeno que engloba diferentes ensayos con agentes
hipometilantes y/o hiperacetilantes para su posible aplicacion en la clinica (Natsume et al., 2010;
Christensen et al., 2011; Berendsen et al., 2012). También se ha descrito una sobreexpresion de
IDH1 en un 60 % de los gliomas, que podria representar una respuesta adaptativa, sustentando las
capacidades de crecimiento agresivo de las células tumorales y dotandolas de resistencia al
tratamiento (Calvert et al., 2017). Es por este motivo que también se estudia la inhibicion de IDH

como terapia dirigida (Bergaggio and Piva, 2019).

1.2.3.3. Tratamiento del glioma

La terapia estandar para el tratamiento de los gliomas se basa en la eliminacion por reseccion de
la méxima area de tumoracion, sin afectar a otras zonas proximas, seguido de radioterapia y con
quimioterapia adyuvante (Stupp et al., 2005, 2009). Debido a las propiedades intrinsecas del
propio tumor, la reseccion total es muy limitada, por lo cual existe el riesgo de una recidiva tras
la cirugia. La TMZ es un profarmaco perteneciente al grupo de las nitrosureas, moléculas de

pequefio tamario, que se administra de forma oral. La TMZ es absorbida en el intestino delgado
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pasando al torrente sanguineo desde dénde cruza la barrera hematoencefalica (BHE) gracias a su

pequefio tamafio (Wesolowski, Rajdev and Mukherji, 2010).

En 2015 la Administracion de la alimentacion y farmacos americana (FDA, del inglés Food and
Drug Administration) aprobo6 el uso de campos eléctricos de frecuencia media (~200 kHz),
denominados TTFields, para el tratamiento de GB con confirmacion histoldgica en adultos, como
terapia adyuvante junto con TMZ de GB de localizacion supratentorial y para GB recurrentes. El
dispositivo, que recibe el nombre comercial Optune™ (Novocare), es un equipo portatil que
transmite pulsos eléctricos al cerebro donde inhiben selectivamente el ciclo celular de aquellas
células con un alto indice mitético llevandolas a la muerte celular por apoptosis (Branter, Basu
and Smith, 2018). En un estudio de 2017 con una cohorte de 695 pacientes, la supervivencia
media global (SMG) de los pacientes que recibieron el tratamiento TTFields con TMZ fue de 20,9
meses, mientras que la SMG de los pacientes que recibieron solamente el tratamiento con TMZ
fue de 16,0 meses (Stupp et al., 2017). Es por este motivo que los TTFields estan revolucionando

el tratamiento de los GB en los Ultimos afios.

Otra terapia innovadora en el tratamiento de los gliomas es la aparicién de una vacuna que activa
al sistema inmunoldgico contra la proteina mutada IDH1 R132H. El hecho de que esta mutacion
solo aparezca en las células tumorales la convierte en un neoantigeno ideal para activar una
respuesta inmunitaria dirigida. Actualmente, existen cuatro ensayos clinicos en fase | en los que
se estan probando tres componentes que actiian como activadores de esta respuesta inmunoldgica.
En uno de ellos (NOA-16, NCT02454634), el grupo aleman de investigacion del cancer (NOA,
de sus siglas en aleméan) probo que su vacuna, en combinacion con radioterapia y/o TMZ, propicia
la presentacién de la proteina mutada en el complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il
(MHCII) e induce la respuesta inmunitaria a través de los linfocitos T CD4(+). Ademas, en este
estudio clinico, se evidencié que dicha vacuna no presentaba efectos secundarios adversos en
pacientes con astrocitomas IDH1 mutado de grado 3 y 4 recién diagnosticados (Schumacher et
al., 2014). Si bien los resultados de este estudio no mejoraban en cuanto a resultados de
supervivencia a los tratamientos estandares (Platten et al., 2021), si que los igualaba. Ademas, el
mismo grupo propone, en un nuevo estudio clinico (AMPLIFY-NEOVAC, NCT03893903), la
combinacion de su vacuna con el inhibidor del check-point inmunitario PD-L1 (avelumab) en
pacientes con gliomas recurrentes IDH1 mutados (Bunse et al., 2022). Estos ensayos clinicos
ponen de manifiesto la necesidad de la deteccion de la mutacion IDH1R*2H no solo con criterio

pronostico y clasificatorio, sino como diana terapéutica en pacientes con tumores gliales.
1.3. Biopsia liquida

La biopsia liquida (BL) es aquella determinacion en cualquier biofluido en la que se identifican

células, proteinas, acidos nucleicos (ANS) o vesiculas extracelulares (VES) provenientes de un
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tumor. Su estudio aporta informacion diagndstica y de seguimiento complementaria a las
determinaciones que actualmente se realizan en la préctica clinica para tener una visién mas

amplia de la patologia oncoldgica y ayudar en el manejo clinico de los pacientes.

Gracias a las guias de clasificacion y estadiaje de los diferentes tumores, se llega a determinar con
gran precision el tipo tumoral. Esta estratificacion permite establecer pautas diagndsticas acordes
al grado de agresividad del propio tumor. Debido a la alta heterogeneidad genética y los cambios
constantes en los linajes celulares, entre ellos los mecanismos de resistencia a los tratamientos
aplicados, se requiere de una tecnologia apropiada para poder trazar estos fendmenos

temporalmente.

En este sentido la BL puede presentarse como una herramienta relevante en diferentes
aplicaciones clinicas (Siravegna et al., 2017): la monitorizacion a tiempo real p.ej. la deteccion
de mutaciones del gen KRAS en cancer colorrectal (CCR) (Liu et al., 2021); la evaluacién del
riesgo de metastasis p.ej. contaje de sélulas tumorales circulantes (CTCs) en tumores de mama
(Thery et al., 2019); la deteccién de mutaciones accionables asi como la aparicion de mecanismos
de resistencia p.ej. mutaciones en EGFR de resistencia y sensibilizaciéon a inhibidores de la
tirosina cinasa en cancer de pulmoén no microcitico (CPNM) (Del Re et al., 2019) y también en
la deteccion temprana del cancer p.ej. las propias mutaciones de EGFR. Todas estas aplicaciones

se enmarcan en el contexto de una medicina enfocada cada vez més al tratamiento personalizado.

Segun el objeto de estudio, se pueden considerar diferentes tipos de BLs. En este sentido, tal y
como se muestra en la Figura 1.7 existen BLs de CTCs, BLs de ANs libres circulantes (ANIc), ya
sea ADN (ADNIc), ARN (ARNIc) o bien micro ARN (miARN) y BLs de VEs (Shigeyasu et al.,
2017). A través de estas entidades se cubre un amplio rango de estudios moleculares de los
tumores como mutaciones puntuales, inserciones, deleciones, fusiones de genes, sobre
expresiones de genes (p. ej., HER2), aberraciones cromosomicas, perfiles de expresion génica
(expresion diferencial de miARN), variaciones en los CNV e incluso se pueden analizar cambios

epigenéticos (p. ej., metilacion del promotor del gen MGMT) (Palmirotta et al., 2018).
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Figura 1.7 Representacién grafica de los tipos de BL segun el elemento analizado. Adaptada de Siravegna
etal., 2017.

1.3.1.1. Células tumorales circulantes

Las CTCs son células tumorales que se encuentran, entre otros biofluidos, en el torrente
sanguineo, y, por consiguiente, rodeadas de miles de células hematopoyéticas por lo cual su
deteccidn resulta una ardua tarea. La primera evidencia de la existencia de CTCs surgi6 en 1869
cuando Ashworth encontré células en la sangre de un paciente que eran “idénticas” a las de los

varios tumores encontrados en su organismo (Ashworth, 1869).

A pesar del temprano descubrimiento de las CTCs, el estado del arte de las tecnologias no ha
permitido una identificacion, cuantificacion y caracterizacion reproducible hasta la aparicion de
técnicas de IHQ que facilitaron la identificacion de marcadores caracteristicos de este tipo celular
como son: EpCAM, CK8, CK18 o CK19, permitiendo diferenciarlas de las células
hematopoyéticas no solo por el tamafio, sino por estos marcadores de membrana (Bhagat et al.,
2011). Estas Ultimas estan presentes en el torrente sanguineo del orden de 10* a 107 por cada CTC

y expresan el marcador CD45 contrariamente a las CTCs, que carecen de él (Allard et al., 2004).

Si bien no todas las CTCs son capaces de iniciar la metastasis, si que existe un porcentaje de estas

células que tienen la capacidad de desencadenar una tumoracion distante (Poggiana, Rossi and

Zamarchi, 2020). Son diversos los estudios que proponen la cuantificacion de las CTCs en sangre

como un biomarcador prondstico. En los ultimos afios, se ha validado la deteccion de CTCs

mediante la tecnologia CellSearch® (Menarini) como factor pronéstico, no asociado al
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tratamiento, para cancer de mama metastasico (o avanzado), préstata y colorrectal (Miller, Doyle
and Terstappen, 2010).

Las CTCs no siempre circulan en solitario, pues existen clusteres de dichas células que se
encuentran en el torrente sanguineo. Algunos autores convienen que dichos agrupamientos de
CTCs tendrian una capacidad superior a las CTCs aisladas de metastizar los tumores sélidos
(Amintas et al., 2020). A pesar de ello, los avances tecnoldgicos se han centrado no solo en la
deteccion de las CTCs que se encuentran circulando en un volumen de sangre periférica, sino en
el aislamiento de estas células individualmente (Cheng et al., 2020), permitiendo asi su
crecimiento en medios de cultivo, y el estudio de las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de
una sola linea celular del tumor. Ademas, al aislar diferentes células de una misma muestra se

obtiene una amplia vision de la heterogeneidad tumoral.

1.3.1.2. Acidos nucleicos libres circulantes

Los ANIc estan constituidos por el ADNIc y el ARNIc que contienen una minima porcién de
acidos nucleicos tumorales circulantes (ANtc).

1.3.1.2.1. ARNIc

Es de general aceptacion que el ARN es una molécula inestable y que el ARN mensajero (ARNm)
en la circulacion sanguinea es degradado rapidamente por la accion de las ribonucleasas
(ARNasas). Este proceso podria indicar la no validez del acido ribonucleico como biomarcador
en las BLs, pero nada mas lejos de la realidad, ya que la propia accion de las nucleasas, entre otras
proteinas, puede modificar la estructura de los ARNs confiriéndoles mas estabilidad. Entre estas
estructuras encontramos moléculas pequefias que protegen los extremos de la degradacion, p.ej.:
miARN, tRF (del inglés tRNA-derived RNA fragments), ARN Y (estructuras altamente
conservadas de ARN que se unen a ribonucleoproteinas Ro60), asi como estructuras circulares
que evitan el efecto de las ARNasas uniendo covalentemente sus extremos, p.ej., ARN circular
(ARNcirc) (De Candia et al., 2016). EI ARN puede adquirir estabilidad, no solo con la
modificacion de su estructura en el torrente sanguineo, sino que también puede unirse con
proteinas y/o lipidos inhabilitando la accion de las RNasas (Fernandez-Mercado et al., 2015). Son

precisamente estos ARNs los que encontramos en la sangre.

Pero si hablamos de ARN, el mas conocido y estudiado es el ARNm. Este codifica proteinas
tomando como molde el ADN vy tras sufrir diferentes modificaciones en el nacleo celular es
trasladado al citoplasma donde se traduce a proteina o se degrada. Con el analisis del ARNm libre
circulante (ARNmIc) en BLs se pueden detectar mutaciones, reordenamientos genéticos,

variantes de splicing alternativo o modificaciones epigenéticas (Feng, Qin and Zhang, 2013).
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La mayor parte del ARNm es degradada en los diferentes biofluidos por la accién de las ARNasas,
haciendo que frecuentemente su deteccion en las BLs sea en fragmentos inferiores a los 100 pares
de bases (pb) (Reddi and Holland, 1976). Sin embargo, existen diversos ARNm que parecen no
estar degradados por las RNasas (p.ej. el ARNm de la Caspasa 3) (Deligezer et al., 2006),
presumiblemente por la formacion de complejos con proteinas y/o lipidos. Asimismo, estudios
recientes prueban que el ARNIc puede ser encapsulado en VEs aumentando su estabilidad (Huang
et al., 2013). Pese a que el primer documento que introduce el uso del ARNm en la clinica como
biomarcador en BL fue en 1987 (Wieczorek et al., 1987), el uso de éste no se ha popularizado
como otros ARNIc. Actualmente, los estudios mas prometedores que toman al ARNIc como
biomarcador en diferentes neoplasias se basan en la deteccion de este AN encapsulado en VEs
(Garcia et al., 2008; Nilsson et al., 2009; Goldvaser et al., 2017).

Ademas, el gran avance en las técnicas de deteccion genéticas ha permitido el descubrimiento de
nuevos tipos de ARNSs no codificantes (ARNNC). Es por este motivo que encontramos una extensa
variedad de ARNSs en este grupo. Se considera que los ARNNc constituyen alrededor de la mitad
del transcriptoma, y que, a su vez, un 80% de los ARNIc son no codificantes (Yuan et al., 2016;
Danielson et al., 2017). Una de las principales funciones de los ARNnc es la regulacion de las
vias de sefializacion celular, pudiendo actuar como moléculas tumorigénicas o bien supresoras de
tumores, convirtiéndolos en potenciales dianas terapéuticas (Jin, Lai and Xiao, 2014; Lanzds et
al., 2017).

Dentro de los ARNIc no codificantes, los que concentran, hasta la fecha, un interés cientifico mas
remarcable, son los miARNs. A parte de los miARNS, encontramos el ARN largo no codificante
(Gupta et al., 2010; Huarte, 2015) y el ARN corto no codificantes (Kolenda et al., 2020)

1.3.1.2.2. ADNIc

Una de las principales diferencias entre el ADN gendmico, que se encuentra en los nucleos
celulares, y del ADNIc, a parte de su localizacién, es que este Gltimo se encuentra en fragmentos
de ~250 - 10.000 pb en los biofluidos (Jahr et al., 2001; Thierry et al., 2016). La primera evidencia
de fragmentos de ADN en plasma sanguineo fue descrita en 1948 (Mandel and Metais, 1948). Si
bien al inicio no se determiné su importancia clinica, mas tarde se expuso un aumento en la
concentracion de los fragmentos de ADN en suero de pacientes con diversas neoplasias. Ademas,
se relacioné la disminucién de la concentracion de los fragmentos de ADN en suero
postratamiento con una mejora clinica de pacientes con cancer de ovario, de Utero, de cérvix, de
pulmén y leucemia (Leon et al., 1977). Estudios mas actuales determinan que el aumento de
ADNIc no es un efecto exclusivo de las neoplasias ya que la concentracion de este AN puede

verse alterada en otros procesos patoldgicos. (Tsai et al., 2011; Breitbach et al., 2014; de
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Vlaminck et al., 2014, 2015; Rodrigues Filho et al., 2014). Con todo, el aumento de ADNIc/ml

de suero en pacientes con cancer sigue siendo hoy en dia aceptado.

Ademas de la sangre, existen evidencias de haber encontrado ADNIc en saliva (Mithani et al.,
2007), liquido cefalorraquideo (LCR) (De Mattos-Arruda et al., 2015; Mouliere et al., 2018),
liquido pleural (Sriram et al., 2012) y orina (Botezatu et al., 2000; Husain et al., 2017). El ADNIc
es excretado a través de la apoptosis, la necrosis, la fagocitosis y/o incluso por secrecién activa
(Stroun et al., 2001; Thierry et al., 2016). Dependiendo del mecanismo de excrecion del ADNIc
al torrente sanguineo, el tamafio de este puede variar. Asi pues, si es excretado via necrosis, la
longitud del ADNIc generalmente superara la Kilobase (Kb) (Cheng et al., 2015); por el contrario,
si el mecanismo mediante el cual el ADN celular ha acabado en la sangre es la apoptosis, el
ADNIc presentara una mayor fragmentacion con un tamafio medio de ~ 167 pb, coincidiendo con
la longitud del ADN enrollado alrededor del nucleosoma (~ 147 pb) mas el fragmento de unién
entre nucleosomas, pudiéndose detectar también en tamafios maultiples como binucleosoma o

trinucleosoma.

En los ultimos afios, y sobre todo, gracias al gran avance de las tecnologias moleculares (PCR
digital [dPCR], secuenciacién de nueva generacion [NGS], BEAMing [del inglés, beads,
emulsions, amplification and magnetics]), el estudio del ADNIc ha supuesto una auténtica
revolucion en el campo de la investigacion oncoldgica. Este refleja la genémica y la epigenética
de la célula de origen, convirtiendo la BL de ADNIc en una potencial herramienta clinica para la
deteccion temprana del cancer; la deteccion de mutaciones accionables; el seguimiento de la
respuesta a tratamiento; el monitoreo de enfermedad minima residual; el estadiaje tumoral; la
localizacion del tumor y la prognosis. De hecho, en 2016 fueron aprobados por la FDA dos test
basados en la BL: el kit Cobas® EGFR Mutation Test (Lowes et al., 2016) o el Epi proColon®,
descrito en (Warren et al., 2011).

Al igual que en las CTC, la mayor dificultad técnica es diferenciar los ANIc que provienen de
células tumorales de los que proceden de células sanas. Para potenciar la deteccion de los ANtc
procedentes del tumor y diferenciarlos de los ANIc, se han descrito diferentes técnicas o
variaciones de tecnologias ya existentes, como, por ejemplo, el uso de los UMIs (del inglés
Unique molecular identifiers) en la NGS, que logré aumentar considerablemente la sensibilidad
de la técnica (Singh, 2020). Otra dificultad afiadida a las tecnologias basadas en la NGS, son los
errores inducidos por la amplificacion mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, se
sus siglas en inglés: Polymerase Chain Reaction). Aunque actualmente existen metodologias
basadas en la correccion de esos errores que logran aumentar la sensibilidad en la deteccion de

los ANtc hasta un 0,001%, el analisis bioinformético de estas técnicas es complicado y aumenta
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considerablemente el tiempo de respuesta, asi como su coste por muestra (Cabel et al., 2018;
Postel et al., 2018).

1.3.1.3. Vesiculas extracelulares

Las VEs se encuentran en cantidad de biofluidos: sangre (Fendl et al., 2016) y derivados (suero
(Dalton, 1975), plasma (Lobb et al., 2015)), saliva (Lasser et al., 2011), LCR (Chiasserini et al.,
2014; Guha et al., 2019), linfa (Milasan et al., 2016), orina (Pisitkun, Shen and Knepper, 2004),
leche (Lasser et al., 2011), liquido amnidtico (Keller et al., 2007) y semen (Arienti et al., 2004).
De entre estos, la sangre periférica y sus derivados son los mas prometedores y por consiguiente
los més estudiados para la realizacion de BL en la mayoria de los tumores. Las VES tienen la
capacidad de poder encapsular tanto proteinas como AN en una luz rodeada de membrana que, a
su vez, puede incluir lipidos y receptores de la membrana celular (Lee et al., 2014). Las VESs son
secretadas al espacio extracelular por todos los tipos celulares en respuesta a estimulos endégenos
ylo exdgenos, cargando en su interior parte del material bioldgico de la célula que las secreta. Una
vez secretadas, pueden pasar al torrente sanguineo y trasmitir las moléculas de las células origen
a células distantes o bien volcar su contenido en células vecinas alterando su comportamiento
(Wu et al., 2019). En este sentido se les atribuye funciones tanto paracrinas como endocrinas
(Tettaetal., 2013). Ademas de esta funcidn de comunicacion celular, se les confiere competencias
en el mantenimiento de la homeostasis, la degradacion/eliminacion de sustancias nocivas, la
angiogeénesis, la inflamacidn, la respuesta inmune y el desarrollo y progresion de condiciones

patoldgicas (Revenfeld et al., 2014).

La asociacién internacional de vesiculas extracelulares (ISEV, de sus siglas en inglés,
International Society of Extracellular Vesicles) publica una guia de buenas praxis en materia de
nomenclatura, recoleccién y preprocesamiento, aislamiento y caracterizacion de las VES con
revisiones periodicas (Théry et al., 2018). Dadas sus caracteristicas bioldgicas, se esta
extendiendo el potencial uso de las VEs como vehiculos de farmacos tanto en medicinas
convencionales como en terapia génica. Ademas, las caracteristicas de las VEs permiten eludir
las barreras bioldgicas; p.ej., la internalizacion de las VEs cargadas con el farmaco por el tracto

intestinal, potenciando la absorcién del farmaco (Sanwlani et al., 2020).

Las VEs, a parte de su potencial como mecanismo de transporte de farmacos, estan cada vez mas
presentes en las investigaciones de biomarcadores clinicos debido a su contenido biol6gico
adquirido en las células originarias (Rupp et al., 2011; Szajnik et al., 2013; Frampton et al., 2018).
Suponiendo una herramienta clinica de apoyo para el diagnostico temprano y la monitorizacion

de la respuesta al tratamiento.
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Se ha descrito que, en los procesos tumorales, las VES pueden tener un papel tanto supresor (Xie
et al., 2019) como activador (Pu et al., 2020) del sistema inmune. Ademas, las VEs estan
involucradas en la promocion de la angiogénesis y de las metéstasis, fomentando la liberacion de
metaloproteasas encargadas de la degradacién de la matriz extracelular y la secrecion del factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF, del inglés Vascular Endothelial Growth Factor)
(Yuana, Sturk and Nieuwland, 2013). En este aspecto, se ha propuesto que el ambiente acidico
peritumoral puede promover la lisis de las membranas de las VESs, haciendo que su contenido esté

biodisponible para las células receptoras (Taraboletti et al., 2006).

Desde su descubrimiento en 1946 (Chargaff and West, 1946) las VEs han sido nombradas en
funcidn de la célula o la especie de la que procedian (Théry et al., 2018). Sin embargo, en la
actualidad, existe la nomenclatura propuesta por la “Vesiclepedia”, que clasifican a las VEs segun
su tamarfio y biogénesis, como se puede observar en la Figura 1.8 (Kalra et al., 2012; Kalra,

Drummen and Mathivanan, 2016).
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Figura 1.8 Detalle de la biogénesis de los diferentes tipos de VEs. A) Biogénesis de los cuerpos
apoptaéticos. Mecanismo de carga de proteinas, ANs y organulos de los cuerpos apopt6ticos. Se observa la
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presencia de organulos enteros en este tipo de VEs. B) Biogénesis de las SMVs. Los filamentos de actina
y el factor 6 de ribosilacion son participan activamente en la formacion de este subgrupo de VEs. Como
proteinas de membrana se entiende en esta figura los marcadores para las SMVs: CD61, CD61, integrinas
y selectinas e incluso la propia ARF6. C) Biogénesis de los exosomas. Detalle de la formacion de los
endosomas y los CMVsy de como se excretan los EXOs al espacio extracelular. Las proteinas de membrana
en esta figura representan los marcadores presentes en los EXOs: ALIX, CD9, CD63, CD81 y las proteinas
de choque térmico (HSP, del inglés Heat Shock Proteins) HSP60, HSP70 y HSP9O0.

Los cuerpos apoptoticos (AB, del inglés apoptotic bodies) son las vesiculas de mayor tamafio (50
nm - 5 um) y son secretados en las fases tardias de la apoptosis mediada por caspasas. Los ABs
presentan grandes cantidades de fosfatidilserina y pueden contener microndcleos, remanentes de
cromatina, e incluso orgéanulos intactos en su interior (EI Andaloussi et al., 2013; Battistelli and
Falcieri, 2020). Se ha demostrado que las células pueden liberar ANs en la luz de los ABs durante
el proceso de apoptosis, protegiéndolos de la degradacion (Halicka, Bedner and Darzynkiewicz,
2000); hecho que explica la estabilidad del ARNm en suero (Hasselmann et al., 2001).

Los ectosomas o vesiculas de shedding (SMV, de sus siglas en inglés shedding microvesicles)
son las VEs de tamafio intermedio, cuyo rango oscila desde los 100 nm a los 1000 nm. Se han
descrito diferentes teorias acerca de la secrecion de las SMV (Piccin, Murphy and Smith, 2007;
Muralidharan-Chari et al., 2010). Otra caracteristica de los ectosomas es la presencia de los
marcadores CD40, CD41, CD61 y el factor 6 de la ribosilacion del ADP (ARF6, del inglés ADP

ribosilation factor 6) (Barteneva et al., 2013; Kalra, Drummen and Mathivanan, 2016).

Los exosomas (EXOs), con un tamafio inferior a 150 nm, son las VEs de tamafio mas reducido.
Detallada en la Figura 1.8, la biogénesis de los EXOs parece estar estrechamente relacionada con
los endosomas. La génesis mas aceptada actualmente de los EXOs empieza cuando la membrana
celular se invagina por endocitosis y forma una vacuola intracelular. Esta vacuola se transforma
en endosoma temprano bajo el control de la accidn del complejo de clasificacion endosomal para
el transporte (ESCRT, del inglés endosomal sorting complex required for transport)(Tschuschke
et al., 2020).

Como consecuencia del mecanismo de biogénesis los EXOs presentan la misma orientacion y
similar composicion (rica en colesterol) de la bicapa lipidica, hecho que las distingue de las SMVs
(Cocucci and Meldolesi, 2015). Ademaés, al participar el complejo ESCRT en el proceso de
biogénesis, los EXOs poseen marcadores especificos como la proteina codificada por el gen de
susceptibilidad tumoral 101 (TSG101); la Flotilina 1 (FLOT-1); la proteina de interaccion con la
muerte celular 6 (ALIX); la molécula de adhesion celular 1 (ICAM1, del inglés Intercellular
adhesion molecule 1); la anexina A5 (ANXAD); las tetraspaninas CD9, CD63 y CD81; o las
proteinas de choque térmico (HSP, del inglés heat shock protein) HSP60, HSP70 y HSP90, entre
otras. Esta firma de proteinas se cree debida a la regulacion de sefiales de ubiquitinacion (Taylor
and Gercel-Taylor, 2011).
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No obstante, los analitos analizados a través de estas VES dependeran directamente del método
utilizado en su aislamiento. Existen diferentes metodologias para realizar los aislamientos de VEs

basadas en diferentes principios fisicoquimicos.

1.3.1.3.1. Métodos de aislamiento de vesiculas extracelulares

Actualmente existen diferentes procedimientos para el aislamiento de VEs. Estos métodos se
basan en las caracteristicas fisicoquimicas y moleculares de las propias VEs como el didmetro, la
densidad, la carga eléctrica o la presencia de determinados marcadores en sus membranas (Willms
et al., 2018). En este sentido existen protocolos fundamentados en el tamafio y la densidad como
la ultracentrifugacion (UC); en la precipitacion, que puede ser realizada con kits comerciales o
con polimeros como las lectinas (Samsonov et al., 2016) o el polietilenglicol (PEG) (Weng et al.,
2016; Garcia-Romero et al., 2019); en el tamafio/diametro de las VEs, como la UC (Grant et al.,
2011) y la cromatografia de exclusion por tamafio (SEC, de sus siglas en inglés Sixe Exclusion
Chromatography) (Lozano-Ramos et al., 2015); sistemas que usan los marcadores de membrana
aislando por inmunoafinidad (Brett et al., 2017; Brambilla et al., 2021) y finalmente instrumentos
que usan la microfluidica (lliescu et al., 2019; Chen et al., 2020) para combinar diferentes

aproximaciones de las aqui enumeradas.

Hasta la fecha, el método més utilizado para aislar VEs es la UC, siendo el protocolo de referencia
en el que comparar los resultados obtenidos con otras técnicas mas recientes. No obstante, el coste
de la implementacion del equipamiento necesario es elevado, ademas, el rendimiento del
aislamiento mediante esta técnica se ha visto claramente superado por otras aproximaciones mas
recientes como la SEC, la microfluidica o la precipitacion con reactivos comerciales o con

polimeros como el PEG (Bano and Mohsin, 2021).

Por consiguiente, cada una de las metodologias presenta sus pros y sus contras y la eleccion del
método dependera en gran parte del uso que se les quiera dar a las mismas (Willms et al., 2018).
Otro factor que tener en cuenta en la eleccion del método de aislamiento es la gran heterogeneidad
de las VEs. Estas diferencias seran cruciales si se requiere el aislamiento de un determinado tipo
de VEs. Para aislar selectivamente un tipo de VE habra que tener en cuenta sus propias

caracteristicas tanto moleculares como fisicas.

Sin una estandarizacion de protocolos de aislamiento de VEs y habiendo tal cantidad de
tecnologias disponibles con resultados dispares en cuanto a rendimiento y pureza, se requiere una
cuantificacion y caracterizacion de los productos aislados que ratifique la presencia de vesiculas,

asi como la ausencia de contaminacion por restos celulares (Théry et al., 2018).
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1.3.1.3.2. Cuantificacion y caracterizacién de los productos aislados

En cuanto a la cuantificacion y caracterizacion de las VEs, las guias de la ISEV llamadas MISEV
(del inglés, Minimal Information for Studies of Extracellular Vesicles), proponen los siguientes
pasos a seguir: volumen inicial antes del aislamiento; cuantificacion global, que puede ser
mediante numero de particulas, de proteinas o de lipidos; ratio de las cuantificaciones realizadas;
proteinas celulares de membrana o de los endosomas celulares; proteinas del citosol,
determinacion de presencia/ausencia de contaminantes; presencia de proteinas asociadas a
componentes que no sean de membrana ni endosémicas; presencia de proteinas solubles
secretadas y de su ligando transmembrana; imagenes de VEs obtenidas por técnicas de imagen,
p. €j. microscopia electronica y visualizacion de las VES con métodos no basados en la imagen,
p. €j. la técnica de rastreo de nanoparticulas (NTA, del inglés nanoparticle tracking analysis)
(Théry et al., 2018). Las mismas guias MISEV, recomiendan la deteccion y/o la cuantificacion
de las tetraspaninas asociadas a las membranas de VEs (CD9, CD63 y CD81).

Ademas, la informacion vinculada a los tumores puede obtenerse a través de los diferentes tipos
de ANSs que transportan las VEs (AN-VES) presentes en los liquidos bioldgicos (Yan et al., 2021).
Por consiguiente, la deteccion de AN-VESs en la sangre, se presenta como una alternativa real

frente a la informacion obtenida mediante biopsias de tejido convencionales.

1.3.1.3.3. miARN encapsulados en vesiculas extracelulares

Como ya se ha citado anteriormente en esta introduccién, unas de las moléculas méas interesantes
gue se encuentran en el interior de las VESs son los miARNSs. Aungue no son especificas de las
VEs, pues se encuentran tanto en las células como en la circulacién de los diferentes biofluidos.
Estas pequefias moléculas son una familia de ARNnc cortos de 20 a 24 nucleétidos, cuya funcion
es la regulacion postranscripcional actuando preferencialmente sobre los extremos 3° UTR (del
inglés, Untranslated Region). Los miARNs forman parte, entre otras, de numerosas vias de
sefializacion implicadas en el desarrollo tumoral: proliferacion celular, control del ciclo celular,

diferenciacion, migracion celular y metabolismo (Jansson and Lund, 2012).

Muchas vias del procesamiento de los miARNSs han sido estudiadas, aunque existe un mecanismo
establecido como candnico de su biogénesis, ilustrado en la Figura 1.9. Uno de los principales
sistemas que aparecen en su maduracion es el complejo formado por Drosha y por la ARNasa 111
(DGCRS8), la cual corta el fragmento de ARN primario generando una horquilla de ARN llamada
pre-miARN (Gregory et al., 2004). A su vez, este pre-miARN es quebrado por las proteinas
DICER (ARNasa I11) y TRBP generando dos cadenas de ARN complementarias. Este miARN de

doble cadena se une a la proteina argonauta 2 (AGO2) separandose las 2 cadenas complementérias
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ejerciendo ya como complejo efector de las funciones de regulacion génica. (Treiber, Treiber and
Meister, 2019).
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Figura 1.9 Biogénesis candnica de los miARN. Adaptado de Treiber, Treiber and Meister, 2019; Syeda et
al., 2020.

En los primeros estudios de miARNSs en tumores sélidos, realizados a partir de tejidos fijados en
formol y embebidos en parafina (FFPE, del inglés Formol Fixed Parafin Embeded), se presentaba
una expresion disminuida de los miARNSs en diferentes procesos neoplasicos (Lu et al., 2005).
Tres afios mas tarde una publicacién con 540 muestras FFPE con diferentes tipos de tumores,
contradecia la teoria de Lu y colegas, difundiendo que existen determinados miARNS que no
presentan una baja expresion (Volinia et al., 2006). Ambas publicaciones, con sus diferencias,
postulaban que los patrones de expresion de miARNSs podrian ser una herramienta para la

clasificacion de los tumores sélidos.

Ademés de las funciones bioldgicas que ejercen los miARNSs en el entorno intracelular, se ha
demostrado que una desregulacion de los miARNSs en los biofluidos se asocia a diferentes estados

tumorales como pueden ser la progresion, la respuesta terapéutica y la supervivencia (Wang et
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al., 2018). También se ha revelado que, en los diferentes fluidos fisiologicos, como ocurre en los
tejidos FFPE, diferentes perfiles de expresion se relacionan con diferentes tipos tumorales
pudiendo llegar a diferenciar neoplasias histoldgicamente muy cercanas entre si (Fernandez-
Mercado et al., 2015). Esta caracteristica junto a la alta estabilidad de los miARNs hace de ellos

perfectos candidatos como biomarcadores dentro de las BL.

Estudios recientes utilizando la técnica de la secuenciacion masiva de todo el ARN (ARNseq) en
BLs exponen el miARN como el ARNIc més abundante en el suero/plasma, comprendiendo un
45,7-50,5 % del total de éste (Martinez et al., 2015; Umu et al., 2018). En los biofluidos, los
miARNS, al igual que los demas ANc, pueden aparecer libres, unidos a lipidos y/o proteinas o

encapsulados y protegidos en VESs.

En cuanto al proceso de encapsulacion de los miARNSs en las VESs, este podria estar dirigido por
diferentes vias. Por una parte, las proteinas de unién a RNA (RBPs, del inglés RNA-binding
protein) con sus secuencias especificas de union a RNA (RBD, del inglés RNA-binding domain)
podrias ser responsables de aumentar la internalizacion de aquellos miARNSs que contienen dichas
secuencias (Teng and Fussenegger, 2021). Otra via de incorporacién de miARNSs en las VEs, seria
el complejo SUMO (de sus siglas en inglés small ubiquitin-like modifier) / hnRNPA2B1. La
proteina SUMO es secuestrada en la luz de las VEs, mientras que la proteina nuclear hnRNPA2B1
reconoce secuencias GGAG/CCCU en las terminaciones 3’ de los miARNs, aumentando la
concentracion de miARNs con dichas terminaciones (Villarroya-Beltri et al., 2013). Otras RBPs
que parecen interaccionar con la internalizacion de los miARNs en las VEs serian la proteina
SYNCRIPT que captura miARNs con el motivo hEXO (“GGCU”) (Santangelo et al., 2016). Por
afiadidura, la RBP Y-box 1 (YBX1) empaqueta selectivamente el miR-223 en las VEs (Shurtleff
et al., 2016).

También se han descrito ciertas modificaciones post transcripcionales en 3' de adenilacion y
uridilacion que afectarian al transporte de los miARNSs a las VESs, presentando estas, un mayor
ntmero de moléculas con uridilacion respeto las células excretoras que presentarian méas miARNs
adenilados (Koppers-Lalic et al., 2014). Ademas de los mecanismos descritos, la anexina A2
(ANXAZ2) podria tener un papel relevante en la incorporacién de miARNSs en las VEs, ya que
también actuaria como una RBP, uniendo secuencias cortas de ARN e internandolas en las VEs
secretadas al espacio extracelular (Hagiwara et al., 2015). También se ha propuesto que el
complejo RISC, debido a una disminucion de miARN-VEs en ratones AGO2 KO, podria tener
un rol relevante en la internalizacion de los miARNs en las VEs (Guduric-Fuchs et al., 2012;
Hannafon and Ding, 2013). Incluso la proteina ALIX (marcador de VES) podria aumentar la
representacion de los miARNSs en las VEs (lavello et al., 2016). La ultima via, a nuestro parecer,

de empaquetamiento de miARNs en las VEs seria mediante la esfingomielinasa neutral 2
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(nSMase2), la modulacion negativa de esta proteina acarreé una disminucién del contenido de
mMiARNSs de las VEs (Kosaka et al., 2013).

En cuanto a los miARNSs en cancer de mama, ya en 2005, se describié una firma de 13 miARNSs
que discriminaba el estado patoldgico de los controles sanos con una precision del 100 % (lorio
et al., 2005). En esta publicacion aparece, entre los 13 miARNSs que constituyen la lista, uno de
los mMiARN maés interesantes y que curiosamente se encuentra sobreexpresado en esta patologia:
el miR-21. Este miARN modula la supervivencia y progresion celular regulando la expresion de
los genes supresores de tumores PTEN, PDCD4 y TPM1; por lo que una sobreexpresion del
miR-21 se correlaciona con un alto grado histoldgico, un estadio clinico avanzado metéastasis en
los nédulos linfaticos y una mala prognosis en las pacientes con tumores mamarios (Yan et al.,
2008; Qian et al., 2009). EI miR-21 es uno de los primeros miARNSs que se relacion6 con el cancer
y ha sido altamente investigado por diferentes grupos que lo han hallado sobreexpresado en GB
(Chan, Krichevsky and Kosik, 2005), ovario (lorio et al., 2007) y pulmén (Markou et al., 2008)
ademas de en los tumores colorrectales (Schetter et al., 2008) y de pancreas (Roldo et al., 2006)

en los que la sobreexpresién del miR-21 también se relaciona con una peor supervivencia.

En BL en pacientes con cancer de mama la expresion de miR-126, miR-155, miR-199a y miR-335
se asocia con caracteristicas fisiopatologicas del tumor (Wang et al., 2010). Los miARNs
miR-122, miR-10b, miR-34a y miR-155 descritos en dos articulos, se asocian con la presencia de
metéstasis (Roth et al., 2010; Wu et al., 2012). También se han descrito miARNSs relacionados
con el estado de los receptores hormonales; en concreto, se relaciona altos niveles de miR-10b en
suero con los tumores negativos para la IHQ dirigida a los RE (Heneghan et al., 2010). Por dltimo,
el miR-210 se postula como un indicador de respuesta al tratamiento con trastuzumab en pacientes

con sobreexpresion del receptor HER2 (Jung et al., 2012).

Otro de los compuestos presentes en las VES que estd centrando la atencion de la comunidad
cientifica es el ADN. En este AN, como en el ARN de las VEs, se puede examinar el estado
mutacional del tumor en un momento determinado. Ademas, el ADN presenta mejor estabilidad

que el ARN, facilitando su manejo en el laboratorio.

1.3.1.3.4. ADN encapsulado en las vesiculas extracelulares

Desde 2014, cuando Thaku et al. y Kahlert et al. publicaron sus respectivas investigaciones
hallando mutaciones en ADN de doble cadena encapsulado en VEs (Kahlert et al., 2014; Thakur
et al., 2014), este ha sido relacionado con diferentes procesos vinculados con numerosas
enfermedades. Sin embargo, existe una carencia en el estudio del ADN encapsulado en VEs
(ADN-VEs) si se compara con el estudio de otras moléculas contenidas en las VEs como las

proteinas o el ARN.
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Aunque se desconocen los mecanismos de internalizacion del ADN en los diferentes tipos de
VEs, existe la teoria que este AN se incorpora en la luz de las vesiculas de mayor tamafio (1 - 10
um) (Vagner et al., 2018), mientras que en las VEs pequefias (50-130 nm), la mayor cantidad de
ADN se podria encontrar no en su luz, sino asociado a su membrana (Fischer et al., 2016; Lazaro-
Ibafiez et al., 2019). No solo se han reportado diferencias entre VES pequefias y grandes en cuanto
a la localizacién del ADN, pues también se ha descrito que la longitud del ADN en VESs pequefias
seria de unos 200 pb (Fernando et al., 2017; Takahashi et al., 2017; Lé&zaro-Ibafiez et al., 2019),
mientras que en las VEs de mayor diametro, los fragmentos de ADN llegarian a alcanzar los 2
millones de pb (Vagner et al., 2018). Ahora bien, como toda teoria, existen estudios que la
rebaten. Zangh et al. encontraron ADN de 100-10.000 pb en exosomas, ademas relacionaron la
abundancia de ADN no con el tamafio de las VEs sino con las células de las que estas fueron
excretadas (Zhang et al., 2018).

No solo se desconocen los mecanismos de internalizacion del ADN-VEs, sino que también existe
una carencia de conocimiento en como éste es transferido al interior de las células diana 'y como,
una vez al interior celular, este es capaz de modular diferentes procesos bioldgicos. En este sentido
se ha relacionado el ADN-VESs con la regulacién del sistema inmunitario tanto en enfermedades
autoinmunes como en procesos tumorales (Malkin and Bratman, 2020). En relacién con el cancer,
la comunicacion celular mediada por las VES y su contenido, aparte de modular la respuesta
inmunitaria frente a esta patologia (Ferguson Bennit et al., 2019), facilita la tumorigénesis asi

como la aparicion de nichos premetastasicos (Wortzel et al., 2019).

Actualmente, uno de los principales atractivos que presenta el ADN-VES es su potencial como
biomarcador en diferentes tipos de tumores. Aunque, hasta la fecha, el ADNtc ha acaparado la
mayor parte de los esfuerzos para su deteccion y estudio mutacional, se ha descrito una mayor
sensibilidad y especificidad a la hora de detectar la mutacion T790M del gen EGFR en ADN-VESs
que en ADNTtc (Lee et al., 2018). Otra ventaja que supone el uso del ADN-VEs frente al ctDNA
es que, contrariamente a este, las VEs son capaces de cruzar la BHE, permitiendo la deteccion de

diferentes mutaciones asociadas a tumores gliales (Garcia-Romero et al., 2017a).

Ahora bien, tanto la deteccion del ADN-VEs, como la deteccion del ADNTtc, requieren tecnologias
altamente sensibles y con un limite de deteccion (LdD) suficientemente bajo para llegar a
identificar las alteraciones que provienen del tumor. Una alternativa a estos sistemas de deteccion

es la potenciacion del alelo mutado mediante la modificacion de la PCR.

1.3.1.4. Potenciacion y deteccion del alelo mutado

Como se ha comentado anteriormente, el principal inconveniente de las biopsias liquidas es el de

la deteccidn del ANs provenientes del tumor, pues este se representa en una muy baja proporcion
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del total del ANs (Avanzini et al., 2020). Aunque con el aislamiento de las VESs ya se esté
incrementando la representacién de ANs tumorales, este aumento no es suficiente para poder
detectar alteraciones genéticas. Pese a que existen tecnologias como la NGS que permiten
alcanzar la sensibilidad suficiente para la deteccion de mutaciones somaticas procedentes de los
tumores solidos en BL, el elevado coste de estas hace inviable su implementacion en muchos
laboratorios de biologia molecular (Oellerich et al., 2017). Ademas de la NGS, existen otras
tecnologias, basadas en la PCR, que poseen la sensibilidad suficiente para la deteccion de
mutaciones en BL. Una de ellas es BEAMing, que combina la PCR cuantitativa (QPCR) con la
citometria de flujo para detectar una fraccion de alrededor del 0,1 % de ADN tumoral (Diehl et
al., 2006; Li et al., 2006). Otra tecnologia basada en la gPCR, es la dPCR (Vogelstein and Kinzler,
1999), que permite la deteccion de hasta un 0,01% del alelo mutado (Stahl et al., 2015). Tanto
BEAMing como dPCR se basan en el mismo principio, que se puede resumir con la célebre frase
“Divide y venceras”. Estas tecnologias parten de la division de los ANs de la muestra en parcelas
de tan solo una cadena de AN. Este hacho permite detectar la fluorescencia en cada una de esas
divisiones eliminando el fondo del alelo no mutado en las celdas que contienen la copia del AN
mutado. Estas tecnologias, aunque eficaces en la deteccién de mutaciones con muy baja
frecuencia, estas tecnologias también suponen una gran inversion econémica, pues requieren de

equipamiento tecnoldgicamente avanzado.

Para sortear este impedimento se han descrito diferentes modificaciones de la PCR, de las cuales
cabe destacar la PCR de coamplificacion a baja temperatura de desnaturalizacion (COLD-PCR
del inglés, co-amplification at lower denaturation temperature-PCR) (Li et al., 2008), que ofrece
una alternativa real para la deteccion de mutaciones a muy baja frecuencia (Masfarré et al., 2021).
Esta técnica se basa en la diferencia de temperaturas de desnaturalizacion (Tm, del inglés melting
Temperature) entre las secuencias del ADN mutado y del no mutado (WT, del inglés wild type).
Si bien esta diferencia es minima, generalmente entre 0,2 y 1,5 °C, se puede hallar aquella
temperatura de desnaturalizacién critica (Tc) en la que las cadenas de ADN mutadas se
desnaturalizan, mientras que las cadenas homocigotas para WT permanecen unidas entre si (Li et
al., 2008). En estas condiciones de desnaturalizacion los cebadores no pueden unirse a las

secuencias del ADN WT por lo que se favorece la amplificacion del alelo mutado.

Existen diferentes tipos de COLD-PCR: full-COLD-PCR, fast-COLD-PCR e ice-COLD-PCR
(ice, del inglés, improved and complete enrichment) entre otros. La full-COLD-PCR se caracteriza
por introducir un paso intermedio de formacion de heterodimeros MUT/WT antes de la aplicacion
de la Tc. En la ice-COLD-PCR se afiade a la reaccion una cadena de ADN sintética
complementaria a la secuencia WT y fosforilada en 3’ que permite un bloqueo de la
desnaturalizacion mas eficaz. La fast-COLD-PCR es la més sencilla de las tres variantes aqui

descritas pues simplemente se modifica la temperatura de desnaturalizacion en la PCR. Si bien
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las dos primeras COLD-PCR permiten la amplificacion selectiva de cualquier tipo de mutacion,
la fast-COLD-PCR se limita a mutaciones puntuales en las que la Tm de la mutacion es inferior
ala Tm del WT (Milbury et al., 2011; Mauger, How-Kit and Tost, 2017). En cuanto a capacidad
de potenciacion del alelo mutado, la fast-COLD-PCR es la que mejor se desenvuelve,
proporcionando una amplificacién del mutado de aproximadamente 20 veces superior a la del
WT. Laice-COLD-PCR Yy la full-COLD-PCR, si bien son aplicables a cualquier tipo de mutacion,
se limitan a amplificar aproximadamente 15 y 7 veces mas el alelo mutado, respectivamente
(Milbury et al., 2011). Debido a que la Tc puede variar segin el termociclador usado, existe la
variante tolerante de temperatura (TT, del inglés tolerant temperature) de la fast-COLD-PCR, de
abreviacion final TT-fast-COLD-PCR (Mauger, How-Kit and Tost, 2017). En esta variacion de
la COLD-PCR se introducen diferentes Tc en el mismo programa de PCR. Esta modificacion
permite reducir el efecto sobre la Tc de los diferentes termocicladores usados, asi como,
minimizar las variaciones interlaboratorio, logrando asi aumentar el rango de cobertura de la

potenciacion.

Una vez potenciado el alelo mutado frente al alelo WT debe realizarse una deteccion eficaz de la
mutacion. Como ya se ha comentado en apartados anteriores, la tecnologia actual, permite la
deteccién eficaz de mutaciones procedentes del tumor en muy baja frecuencia alélica. El
inconveniente de estas nuevas tecnologias es que suponen una alta inversion en el equipamiento,
0 bien un anélisis complejo de los datos obtenidos. Aunque, los productos resultantes de la
amplificacién con potenciacion del alelo mutado obtenidos con la COLD-PCR pueden ser
detectados mediante tecnologias la secuenciacion Sanger, la implantacion de ésta también supone
una inversion considerable para cualquier laboratorio. En este sentido, existe una tecnologia, que,
aunque hasta la fecha no se ha usado en la deteccion de mutaciones puntuales, si que se ha probado
en el diagnéstico diferencial, de infecciones por L. major y T. cruzi (Tabraue-Chavez et al., 2019).
Este andlisis se realiza mediante la tecnologia DGL-Tech™ (DestiNA Genomics), que propone
una deteccion y diferenciacion eficaz de cadenas de ADN con un solo nucleétido distinto

mediante una reaccion colorimétrica sin necesidad de equipamiento altamente especializado.

Esta tecnologia consta de sondas especificas denominadas DGL-Probes unidas covalentemente a
una membrana de nylon ensamblada en un tubo de microcentrifuga. Estas sondas contienen un
espacio carente de nucledsido en el locus donde se halla la mutacion/el alelo en la cadena de ADN
interrogada. Cuando la cadena de ADN que se analiza se une a la sonda, se afiade una base
modificada complementaria a la interrogada. Esta base modificada se denomina SMART-Base, y
su modificacion permite la unién de biotina, que posteriormente reaccionara con estreptavidina
dando lugar a la reaccion colorimétrica que permitira diferenciar las cadenas mutadas de las WT
(Tabraue-Chavez et al., 2019). Con un correcto disefio de las sondas, una determinada

distribucion de esas mismas sondas en la membrana de nylon y mediante una simple reaccion
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colorimétrica de estreptavidina y biotina; la tecnologia DGL-Tech™, permite la deteccion de
aquellas secuencias de ANs que contengan una mutacion y diferenciarlas de aquellas WT o bien
la presentan en heterocigosis. Todo ello sin la necesidad de la implementacién de equipamiento
especializado y altamente costoso, ademas de presentar unos resultados facilmente interpretables

por el personal de laboratorio.

Con todo lo expuesto en esta introduccion, se presentaran en los siguientes capitulos, las hipotesis
y los objetivos generales y especificos que fundamentan esta tesis doctoral.
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2. Hipotesis

La biopsia liquida, por su potencial en cuanto a deteccidén temprana, diagnostico, prondstico,
monitorizacion, deteccion de mecanismos de resistencia, etc., se estd aplicando cada vez mas en
el campo de la oncologia clinica. El principal reto que supone la BL es la deteccion de aquellos
biomarcadores que provienen especificamente de las células tumorales. Uno de los mecanismos
para poder salvar este obstaculo es el aislamiento de VEs. Ademas, las VESs pueden traspasar la

barrera hematoencefalica (BHE), permitiendo la aplicacion de la BL en tumores del SNC.

En esta tesis se trabaja sobre la hipdtesis de que las VESs aisladas de sangre son una herramienta
para la obtencion de biomarcadores genéticos tumorales.

En cuanto a la aplicacién de BL en cancer de mama se atiende a la siguiente hipotesis: la diferencia
de expresion de determinados miARNs encapsulados en VESs es capaz de predecir la respuesta al

tratamiento con QNA en pacientes con fenotipos extremos de cancer de mama.

En relacion con la BL en tumores gliales, la hip6tesis que presentamos es la siguiente: es posible
determinar la mutacién IDH1%3°¢>2en cualquier laboratorio minimamente equipado a través del
aislamiento de ADN de las VEs.
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3. Objetivos generales y especificos

El objetivo general es:

1. Desarrollar procedimientos estandarizados de andlisis de biomarcadores genéticos
contenidos en las vesiculas extracelulares a partir de muestras de biopsia liquida en

modelos de patologias tumorales extremas.
Los objetivos especificos son:

1. Optimizar el aislamiento de VEs
a. Desarrollar un nuevo método de aislamiento basado en PEG 8000 comparandolo
con otros procedimientos de aislamiento de VEs, incluida la técnica de referencia
uUC.
b. Establecer un método de aislamiento de VEs con un alto rendimiento en la

recuperacion de acidos nucleicos.

2. Hallar una firma de expresion de miARNS procedentes de VEs para predecir la respuesta
al tratamiento neoadyuvante en tumores de mama con fenotipos extremos.
a. Disefiar una matriz de miARNSs con potencial discriminatorio entre pacientes
respondedoras y no respondedoras al tratamiento neoadyuvante.
b. Identificar aquellos miARNSs con capacidad de diferenciar las pacientes con
respuesta patolégica a quimioterapia neoadyuvante en fenotipos extremos de

cancer de mama.

3. Determinar un sistema de deteccion de mutaciones en VEs de tumores gliales de
aplicacion en laboratorios con equipamiento estandar de biologia molecular
independiente de equipamiento altamente especializado (secuenciacion Sanger, RT-g-
PCR, dPCR y NGS).

a. Desarrollar un protocolo de potenciacion de mutaciones en BL.

b. Validar un sistema de deteccion de mutaciones en BL sin equipamiento altamente
especializado en diferentes laboratorios.

c. Comparar los resultados obtenidos mediante el nuevo método con la metodologia

de referencia (secuenciacion Sanger).
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4. Materiales y métodos

4.1. Cohortes de estudio

Todas las muestras se obtuvieron tras garantizar el cumplimiento de toda la legislacion vigente
en términos de proteccion de datos, y después de haber sido aprobado el proyecto por parte de los
Comités de Etica de Investigacion Clinica pertinentes. Solo se incluyeron las muestras de los
pacientes de lo que se recibié el consentimiento informado firmado. Asimismo, las muestras de
sangre recolectadas para los proyectos enmarcados en esta tesis fueron obtenidas mediante
venopuncion, se dejaron coagular a temperatura ambiente (TA). Posteriormente se obtuvieron los
sueros tras una centrifugacion a 1800g durante 15 minutos a 4 °C para la obtencién de los sueros

y posterior almacenamiento a -80 °C.

4.1.1. Cohorte de comparacion de técnicas de aislamiento de VEs

Para testar diferentes aproximaciones de aislamiento de VEs, se us6 una cohorte de 50 donantes
sanos provenientes de HM Hospitales en Madrid. Los sueros fueron juntados para evitar la
variabilidad interindividual y realizar las pruebas de aislamiento de VES en las mismas

condiciones preanaliticas.

4.1.2. Cohorte de pacientes diagnosticadas de cancer de mama

Esta cohorte esta compuesta por pacientes de cancer de mama diagnosticadas con uno de los tres
siguientes fenotipos: luminales B con sobreexpresion de HER2 (LumB HER2), HER2
sobreexpresado (HER?2) o triple negativo (TN). Se recolectaron un total de 141 muestras de suero
al momento del diagndstico, procedentes de los siguientes centros hospitalarios: Complejo
Hospitalario de Jaén (CHJ), Complejo Hospitalario Torrecardenas (CHT, Almeria) y Complejo
Hospitalario de Granada (CHG).

Como criterios de inclusion se establecieron los siguientes:

- Mujeres de entre 18 y 80 afios.

- Con céncer de mama de uno de los tres siguientes fenotipos:
o TN
o HER2 +.
o LumB HER2 +.

- Disponer de muestra sanguinea al momento del diagnostico.
Y se establecieron los siguientes criterios de exclusion:

- La falta de los siguientes datos clinicopatoldgicos:
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o Edad al diagnéstico.
o Estado de los receptores RE, PR.
o Estado HER2.
o Tipo de tratamiento pautado.
o Respuesta patoldgica al tratamiento.
- Pacientes con tumoracion bilateral.
- Falta de la firma y/o el documento del consentimiento informado para el uso de sus
muestras bioldgicas para este proyecto.

- Presencia o progresion con metastasis.

Del total de 141 muestras, como se ilustra en la Figura 4.1, 1 de ellas no contenia informacion del
estado de respuesta patoldgica al tratamiento neoadyuvante ya por lo que se desestimé para el
estudio. Otra muestra correspondia a un tumor bilateral, y de otras dos pacientes no se dispuso de
tubo de suero previo al tratamiento. Por consiguiente, en este estudio de expresion de miARNS se
incluyeron un total de 137 pacientes con muestras de suero previo al tratamiento de

neoadyuvancia.

Pacientes diagnosticadas con cancer de mama HER2, LumB HER2 o T.N. (N = 141)

Falta de informacion respuesta a QNA (n= 1)

Tumor bilateral (n = 1)

Falta de suero previo a QNA (n =2)

Total pacientes incluidos en el estudio (n = 137)

Figura 4.1 Esquema de los pacientes incluidos en el estudio de BL en tumores de mama.
La media de edad al momento del diagndstico fue de 51,6 afios (+11,4) y el tamafio medio del
tumor fue de 32,18 mm (x18,8 mm). Se diagnosticaron 69 tumores en la mama derecha y 68 en

la mama izquierda.

Centrandonos en el fenotipo, clasificacion en la que se sustentan los resultados de este estudio, se
procesaron 66 muestras de tumores con fenotipo triple negativo (43,80 %), 44 muestras
procedentes de tumores diagnosticados como luminales B con HER2 sobreexpresado (32,12 %)
mientras que las 33 muestras restantes (24,09 %) corresponden al fenotipo HER2 sobreexpresado.
Ademés de estas tres subcohortes, se realizé un analisis englobando las muestras con HER2

sobreexpresado con y sin expresion de marcadores hormonales con una n = 77 (56,20 %).
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En cuanto al estadio patolégico, como se indica en la Tabla 4.1, el mas representado en esta
cohorte con un 50,39 % del total de tumores incluidos en el estudio fue el 1A, el segundo mas
representado fue el estadio 11B con un 34,11 %. Con estadio Il1A se reportaron un total de 12

pacientes (9,3 %) y 4 pacientes, el 3,1 %, con estadios 1A'y 111B.

Tabla 4.1 Estadio patoldgico de las pacientes al momento del diagnéstico.

Estadio patol6gico n % Acumulado
1A 4 3,10 % 3,10 %
A 66 50,39 % 53,49 %
1B 45 34,11 % 87,60 %
A 12 9,30 % 96,90 %
1B 4 3,10 % 100 %
Total 131

Nota: No se pudieron conseguir datos de 6 pacientes. L0s porcentajes se realizaron sobre el total de

observaciones.

Referente al tipo tumoral, tal y como se detalla en la Tabla 4.2, un 64,96 % (n = 89) de la cohorte
estudiada presentaban carcinoma ductal infiltrante (CDI), un 24,82 % (n = 34) se diagnosticaron
como carcinomas infiltrantes de tipo no especial (TNE) y un 5,11 % (n = 7) de las pacientes
incluidas en el estudio presentaron carcinomas luminales infiltrantes (CLI). También se observé
un5,11% (n=7).

Tabla 4.2 Tipos tumorales descritos en el diagnostico de las pacientes de la cohorte.

Tipo de tumor n % Acumulado
CDI 89 64,96 % 64,96 %
C. Infiltrante TNE 34 24,82 % 88,32 %
CLI 7 511 % 70,07 %
Otros 7 511 % 100 %
Total 137

Nota: CDI: Carcinoma Ductal Infiltrante, CLI: Carcinoma Luminal Infiltrante, TNE: carcinoma infiltrante

de Tipo No Especial.

De las 137 pacientes incluidas en el estudio, 132 (96,3 %) fueron sometidas a cirugia mientras
que solo 3 (2,2 %) pacientes evitaron pasar por el quiréfano. No se dispone de informacién

quirdrgica de 2 pacientes. El tipo de intervencion se detalla en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3 Tipos de cirugia realizada a las pacientes incluidas en el proyecto.

Tipo de cirugia n % Acumulado
Cuadrantectomia 1 0,76 % 0,76 %
Tumorectomia 97 74,05 % 74,81 %
Mastectomia 33 25,19 % 100 %
Total 131

Nota: no se obtuvieron datos del tipo de cirugia de 6 pacientes. Los porcentajes se realizaron sobre el total

de observaciones.

41



Materiales y métodos Adria Asensi i Puig

En relacién con la QNA, el esquema de tratamiento mas comun fue, como se indica en la Tabla
4.4, el de antraciclinas mas taxanos, administrado a 112 de las 137 pacientes (84,12 %). EI mismo
esquema de estos dos farmacos, combinados con platino se aplic6 a 3 pacientes (2,26 %); mientras
que 10 (7,52 %) pacientes fueron tratadas con taxanos solamente y 2 pacientes (1,5 %) recibieron
antraciclinas sin combinar. Un total de 6 pacientes (4,51 %) recibieron un esquema distinto de los

4 descritos anteriormente.

Tabla 4.4 Esquemas de tratamiento neoadyuvante recogidos en el estudio Metabreast.

Esquema de tratamiento n % Acumulado
Antraciclinas + Taxanos 112 84,21 % 84,21 %
Taxanos 10 7,52 % 91,73 %
Antraciclinas +Taxanos + Platino 3 2,26 % 93,99 %
Antraciclinas 2 1,50 % 95,49 %
Otros 6 451 % 100 %
Total 133

Nota: no se obtuvieron datos del tratamiento neoadyuvante de 4 pacientes. Los porcentajes se realizaron

sobre el total de observaciones.

Para el estudio de la respuesta a la QNA se utilizé la escala de MyP. En esta cohorte, tal y como
seindicaen la Tabla 4.5, 63 pacientes (46 %) presentaron un G5, 23 pacientes (16,8 %) obtuvieron
una respuesta patoldgica de G4, 33 (24,1 %) un G3, 10 (7,3 %) presentaron un G2 y finalmente
s6lo 8 pacientes (5,8 %) no presentaron respuesta alguna a la QNA.

Tabla 4.5 Grados de respuesta patolégica a la quimioterapia neoadyuvante de las pacientes del proyecto
Metabreast.

Respuesta local n % Acumulado
Gl 8 5,84 % 5,84 %
G2 10 7,3% 13,14 %
G3 33 24,09 % 37,23 %
G4 23 16,79 % 54,01 %
G5 63 45,99 % 100 %
Total 137

Toda la informacidn clinica de las pacientes incluidas en este proyecto se registrd en un cuaderno
de recogida de datos electronico, permitiendo la actualizacién del estado de esas pacientes a
tiempo real. Este requerimiento es imprescindible en este trabajo pues la respuesta al tratamiento

de QNA se adquiere en un espacio temporal indefinido al inicio de este.

Asimismo, se utilizaron 11 controles de mujeres sin patologia mamaria para la puesta a punto de

la técnica.
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Se obtuvieron muestras de tejido y sangre periférica (suero y plasma) provenientes de 114
pacientes enrolados en el Hospital Universitario la Fe de Valencia, el Hospital General
Universitario Gregorio Marafion y HM Hospitales de Madrid. Los tejidos tumorales de los
pacientes, provenientes de la cirugia, se fijaron en formaldehido al 4 % tamponado y se

embebieron en parafina. Su almacenaje fue a TA hasta su utilizacién.

Para la recoleccion de muestras de esta cohorte se establecieron los siguientes criterios de

inclusién:

Pacientes mayores de 18 afios.
Con diagnéstico radioldgico de glioma previo a la cirugia.
Disponer de muestra sanguinea obtenida previamente a la cirugia.

Diagnostico histoldgico de glioma de cualquier grado.

ag &~ o

La firma del consentimiento informado.
Y los siguientes criterios de exclusion:

- Embarazo y/o lactancia.
- Patologia cerebral previa de cualquier tipo.
- Los pacientes con datos clinico-patol6gicos incompletos.

- Tumores previos.

Se obtuvieron 170 muestras de sangre de pacientes con tumores gliales, 50 de esas muestras
provenian de seguimientos de pacientes ya reclutados. Asimismo, se desestimé una muestra para
el estudio debido a que no contenia informacién del estado mutacional de IDH1R*32H, Otra se
descart6 debido a que correspondia a una gliosis reactiva y otras 2 muestras fueron clasificadas
como un linfoma y una metastasis cerebral de melanoma. Tampoco se dispuso de tejido tumoral
FFPE de otra muestra debido a que el paciente no pudo ser sometido a operacién. Finalmente,
como se puede observar en la Figura 4.2, en este estudio mutacional se incluyeron un total de 114
pacientes de los que se extrajeron 164 muestras de tejido parafinado representativo del tumor con
la correspondiente muestra de sangre periférica previos a la cirugia. 50 muestras procedian de

seguimientos de pacientes ya incluidos en el estudio.
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Muestras de pacientes diagnosticados de glioma (N = 170)

Falta de informacion estado mutacional IDHI (n=1)

No tejido FFPE (n=1)

Otras patologias (n = 4)

Muestras de seguimiento (n = 50)

Total pacientes incluidos en el estudio (n = 114)

Figura 4.2 Esquema de los pacientes incluidos en el estudio de BL en tumores gliales.

Del total de pacientes, 62 (57,41 %) eran de género masculino y 46 (42,59 %) eran de género
femenino. La media de la edad en el momento del diagndéstico se fue de 57 afios (26 — 84).
Referente al tipo tumoral, tal y como se detalla en la Tabla 4.6, la cohorte estudiada const6 de 67
GB (de entre los que se contabilizaron 2 gliosarcomas), 24 astrocitomas, 14 oligodendriomas, 5
gangliogliomas y 4 oligoastrocitomas. Del total de astrocitomas, 12 se clasificaron como
astrocitomas anaplasicos (grado Il de la OMS), 11 como astrocitomas difusos (grado Il de la
OMS) y 1 como pilocitico (grado | de la OMS). Entre los oligodendrogliomas, se cuantificaron 8
de grado Il de la OMS y 6 de grado Il1. De los gangliogliomas, 2 de los 5 se consideraron de grado
I'y los 3 restantes de grado Il1, no se describi6 ningin ganglioglioma de grado Il. En cuanto a los
oligoastrocitomas incluidos en el proyecto, 3 presentaron un grado 111 de la OMS mientras que 1

se considerd de grado II.

Tabla 4.6 Tipos de glioma incluidos en el estudio mutacional en tumores gliales.

Tipo tumoral Grado OMS N %
GBM? grado IV 67 40,85 %
Astrocitoma (n = 24; 21,05 %) grado | 1 0,61 %
grado Il 11 6,71 %
grado 1l 12 7,32 %
Oligodendroglioma (n = 14; 12,28 %) grado Il 8 4,88 %
grado 11l 6 3,66 %
Ganglioglioma (n = 5; 4,39 %) grado | 2 1,22 %
grado 111 3 1,83 %
Oligoastrocitoma (n = 4; 3,51 %) grado Il 1 0,61 %
grado 111 3 1,83 %
TOTAL 114

@2 de los 67 GBM (2,98 %) fueron diagnosticados de gliosarcoma.

A parte de la cohorte de pacientes, se dispuso de controles comerciales con la mutacion ¢.394G>A
del gen IDH1 para proceder a la puesta a punto y posterior validacién analitica de las técnicas de
amplificacion con potenciacion del alelo mutado (fast-COLD-PCR) y de deteccion mediante la

tecnologia DGL-Tech™ (Destina genomics).
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4.2. Andlisis de calidad de los aislamientos de vesiculas extracelulares

Tal y como se muestra en la Figura 4.3, se procedi al aislamiento de VEs mediante comparando
nuestro protocolo basado en PEG8000, con dos kits comerciales y el método de referencia en
aislamiento de VEs, la UC, utilizando diferentes volumenes iniciales de suero.

Suero integrado
de donantes sanos

[

UL

7
/
.

&
ExoQuick

PEG8000

Aislamiento VEs

(N°ytamaio) [ Proteinas | [( ADN |
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Figura 4.3 Esquema realizado para la seleccion del método de aislamiento de las VES de sueros.
4.2.1. Aislamiento de vesiculas extracelulares

Para el aislamiento de VEs contenidas en los sueros se usaron diferentes volimenes iniciales de
suero (0,5ml, 1 mly 2 ml) que se procesaron con el protocolo basado en la precipitacion mediante
polietilenglicol 8000 (PEG8000) descrito por (Garcia-Romero et al., 2019); dos kits comerciales
(ExoQuick®; System Biosciences y PureExo®; 101Bio) y la UC, considerada el “gold standard”
para el aislamiento de VEs. Antes de empezar con cada protocolo y con la finalidad de eliminar
células contaminantes y restos celulares se centrifugaron los sueros a 3.000g durante 15 minutos

y se recuperé el sobrenadante.
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Antes de empezar el aislamiento de VEs con PEG8000, se prepard una solucion de este reactivo
al 40% m/v y se filtr6 al vacio con una membrana de 0,45 um de poro (Thermo Scientific) para
su esterilizacion. Esta solucion de trabajo es estable 1 afio a TA. Seguidamente, se mezclé el
PEGB8000 a razon del 10% m/v con los sueros y se procedid a realizar una incubacion 1 h a 4 °C.
Luego de esta incubacion se volvié a centrifugar la mezcla 5 minutos a 16.000g y a 4 °C. Una vez
centrifugado, se eliminé el sobrenadante y se realiz6 un lavado con PBS 1X. Para el lavado se
afiadio 1 ml de PBS al pellet, se centrifugd 5 minutos a 1.500g a TA 'y se elimind el sobrenadante.
Posteriormente se resuspendio el pellet en 300 pl de PBS1X y se procedi6 a la extraccion de
miARN (cancer de mama) o de ADN (tumores cerebrales) o se almacen6 a -80 °C para su

preservacion hasta su utilizacion.

Los aislamientos de VEs con los Kits comerciales se realizaron siguiendo los protocolos

propuestos por las casas comerciales: ExoQuick® de System Biosciences y PureExo® de 101Bio.

La UC de los sueros se realiz6 a 117.000g durante 90 minutos en el equipo Optima-LE 80 K, con
los rotores 55.2 Ti (Beckman Coulter). Se descartd el sobrenadante y se lavaron los precipitados
con una solucién de tampdn fosfato salino (PBS, del inglés phosphate buffered saline) (Invitrogen,
14040133) para ultracentrifugarse de nuevo mediante el mismo esquema.

Una vez aisladas las VEs con los diferentes protocolos, los productos que se obtuvieron con cada
uno de ellos se sometieron a un analisis de calidad. En este analisis se comprobé el tamafio medio
y la concentracién de las particulas aisladas; la cantidad de proteinas totales y de membrana; la
presencia de marcadores de membrana especificos de VEs y la cantidad de ADN en cada uno de

los métodos evaluados.

Para el andlisis del tamafio y concentracion de particulas, se utilizo la técnica de rastreo de
nanoparticulas (NTA, del inglés nanoparticle tracking analisis). Para ello, se diluyeron las
muestras 1:1000 en PBS 1X 'y se procesaron los productos de cada método directamente a través
del equipo NS500 (Malvern Instruments). Los videos generados por el equipo, de 60 segundos,
donde se observan las particulas, se grabaron 3 veces para cada muestra a una temperatura

constante de 25 °C. Los resultados se analizaron con el software NTA 3.1 (Malvern Panalytical).

Una vez analizados los tamafios medios y las concentraciones de los aislamientos de VEs, se

prosiguio con una deteccion de proteinas. Se realizaron dos tipos de medidas para la concentracion

de proteinas. La primera, que se realiz6 directamente sobre las VEs aisladas de los sueros, fue

para medir la concentracién de proteinas de membrana. En la segunda determinacion, se
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comprobd la concentracion de proteinas totales. Para ello, se procedi6 a un lisado de 50 pl de VEs
con 50 pl de tampon de RIPA (del inglés radioimmunoprecipitation buffer), (20 mM Tris pH 7.5,
150mM  NaCl, 10mM 4&cido etilendiaminotetraacético = (EDTA, del inglés
ethylenediaminetetraacetic acid), 1% Triton x-100, 5mM NaF y un coctel de
proteasas/fosfatasas). Luego se extrajeron las proteinas recogiendo el sobrenadante tras 20
minutos de centrifugacion a 13.200g a 4 °C. Las concentraciones tanto de las VEs como de los
lisados se determinaron mediante el kit Protein Assay (Bio-Rad) siguiendo las recomendaciones
del fabricante y leyendo la absorbancia a 595 nm en el equipo Varioskan Flash (Thermo Fisher
Scientific).

Una vez calculadas las concentraciones de proteinas de membrana y totales, se procedi6 a la
confirmacion de la presencia de VEs en los productos de cada método de aislamiento. Para
determinar la presencia o ausencia de VEs en los diferentes productos, se procesaron 40 pl de
extracto de proteinas para la deteccidn del marcador de VEs CD63. Los extractos de proteinas se
procesaron en una electroforesis con gel al 12% de SDS-PAGE (del inglés, Sodium Dodecyl
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Posteriormente se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa y se bloquearon 1 h con albimina de suero bovino en tampon salino tween-tris al
1X (T-TBS, del inglés Bovine Serum Albumin in Tween-Tris Buffered Saline). Después del
blogueo se incubaron las membranas de nitrocelulosa con los anticuerpos monoclonales de rat6n
contra CD63 humano (Abcam, ab8219, 1 pug/ml) y contra la proteina de reticulo endoplasmatico
calnexina (Abcam, ab112995, 1 pg/ml) durante una noche (O/N del inglés, over night) a 4 °C.
Una vez realizado el lavado, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario de caballo
contra IgG de ratdn unido a peroxidasa (1:2000, P1-2000, Vector) durante 1 h a TA. La deteccion
se llevd a cabo con los reactivos de ECL™ acuerdo con las instrucciones del fabricante (GE

Healthcare).

Para corroborar estos resultados se analiz6 la misma proteina CD63 mediante citometria de flujo.
En este ensayo, las VEs fueron adsorbidas al 4% w/v en particulas de latex de 4 um (Thermo
Fisher Scientific) durante 1 h a 4 °C. La ratio entre VEs y el nimero de particulas se mantuvo
constante a 1:1 para todas las muestras. Se paré la adsorcion con glicina 100 mM y fueron lavadas
con 1 ml de PBS 1X mediante centrifugacion a 800 g. Las particulas unidas a las membranas de
las VEs fueron incubadas con anticuerpo de ratdon contra CD63 humano (1:100, 556019, BD
Bioscience) durante 1 h a TA para seguidamente incubarlas con anticuerpo secundario unido a

isotiocianato de fluoresceina (FITC, del inglés fluorescein isotiocyanate) (1:200, R&D Systems)
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durante 1 h a TA. Se lavaron las muestras y se resuspendieron en 0,5 ml de PBS 1X. Finalmente

se analizaron con el citometro Attune Acoustic Focusing Cytometer (Thermo Fisher Scientific).

Seguidamente se determind la concentracién de VEs indirectamente midiendo la cantidad de
CD9, proteina de membrana asociada a las VES, mediante el sistema ExoELISA™ (System
Biosciences). Se afiadieron 20 pul de VESs en una placa de 96 pocillos y se incubaron O/N a 37 °C,
posteriormente se lavo la placa y se incubd con el anticuerpo primario contra CD9 a TA durante
1 h con agitacion. Se volvio a lavar la placa (3 veces) y se incubd con el anticuerpo secundario
(1:5000) mas sustrato 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) especifico para ensayos por
inmunoabsorcién de ligado a enzimas (ELISA, del inglés enzyme-linked immunosorbent assay).
Las absorbancias fueron detectadas en el equipo Varioskan a 450 nm. Los resultados finales se

expresaron en nimero de VEs por ml de suero.

Para asegurar la presencia de VES, se usaron matrices de anticuerpos en membrana Exo-Check
(System Biosciences). Con estas matrices se realizé la deteccion de 8 conocidos marcadores de
VEs (FLOT-1, ICAM, ALIX, CD81, CD63, EpCAM, ANXA5 y TSG101). La realizacion del test
se realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante: se lisaron 400 pg de proteinas y se incubaron
O/N en la membrana con los anticuerpos contra los citados antigenos. Se lavé tres veces la
membrana, se incubd con el tampon de deteccidn y se procedio a la captacion de imagenes con

un equipo de quimioluminiscencia.

Las imagenes se transformaron a 8 bits con el programa libre de licencia ImageJ para medir las
medias de la intensidad de los grises de cada punto de tincion. Se normalizaron los valores
mediante los controles positivo y negativo otorgando a cada control de cada array la puntuacion
0 para el control negativo y 100 para el control positivo. Se aplicé una agrupacion jerarquica para
detectar la relacion entre la intensidad normalizada de cada marcador de VEs en los diferentes

métodos realizados. La métrica empleada fue de 1 menos el coeficiente de correlacion de Pearson.

Una vez caracterizadas las VEs, para determinar la carga de ADN de los productos aislados, se
llevé a cabo una cuantificacion absoluta de este ADN mediante la tecnologia dPCR. Antes de
proceder a la prueba de dPCR, se extrajeron los ADNs de las VEs. A tal efecto, se lisaron 200 pl
de VEs con 100 ul de tampédn de lisis [(50 mM NaCl (S5886, Sigma Aldrich), 5 mM EDTA
(E9889, Sigma Aldrich), 5 mM Tris, pH 8.0 (T6066, Sigma Aldrich), 1% de dodecilsulfato sédico
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(SDS, del inglés Sodium Dodecyl Sulfate (SDS, L3771, Sigma Aldrich), 20 mM ditiotreitol (DTT,
43816, Sigma Aldrich) y 0,5 mg/ml de proteinasa K (P4850, Sigma Aldrich)] O/N a 56 °C.
Posteriormente, se realizd una extraccion de ADN siguiendo el protocolo estandar con fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (1:1:1). Se cuantificaron las concentraciones de ADN mediante
fluorimetria con el kit Qubit™ dsDNA High Sensitivity assay, midiendo las absorbancias en el
fluorémetro Qubit™ 3.0 (Thermo Fisher Scientific), siguiendo el protocolo descrito por el

fabricante.

Para la cuantificacién mediante dPCR de los ADNSs extraidos de las VES, se eligieron tres genes
de interés en el estudio genémico de los tumores gliales como son BRAF, CDH4 y IDHL1. Se usé
el equipo QuantStudio™ 3D Digital PCR System (Thermo Fisher Scientific), y se sigui6 el
protocolo para mutaciones raras adjuntado por el fabricante. Se mezclaron los ADNs con agua
libre de nucleasas, la Master Mix QuantStudio™ 3D Digital PCR Yy los reactivos (sonda mas
primer) listos para su uso TagMan Assay 20X para rs6142884 (CDH4), rs28746 (IDH1) y
rs113488022 (BRAF) (Thermo Fisher Scientific). Los resultados se analizaron con el software
QuantStudio™ 3D Analysis Suite Cloud y se calcularon las medias de nimero de copias por pl.

4.3. Materiales y metodos BL en cancer de mama

La extraccion de miARN de las VEs (miARN-VES) se realiz6 con el kit Maxwell® RSC miRNA
plasma and serum kit (AS1680, Promega) partiendo de 200 pl de la suspensién de VEs en PBS.
Se procesaron las muestras en el equipo automatizado Maxwell® 16 con una incubacidn previa
como se detalla en las instrucciones facilitadas por el propio fabricante. Para el correcto
funcionamiento del equipo Maxwell® 16 con un kit disefiado para el Maxwell® RSC se precisa de

un émbolo especifico que hay que solicitar aparte (AS6101, Promega).

El propio kit se abastece de un control externo de miARN para comprobar el rendimiento de la
propia extraccion. Este se basa en la introduccion de un miARN de secuencia conocida y a una

concentracion determinada en los reactivos del kit.

Una vez extraido el miARN de las muestras, se procedio a determinar la concentracion de éste
mediante el kit Qubit™ microRNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) en el fluorometro
Qubit™ 4.0 (Thermo Fisher Scientific). También se realizo la cuantificacion del ARN total con
el espectrofotdmetro NanoDrop ND1000 (ThermoFisher) realizando un anélisis de calidad
mediante las ratios de absorbancia A260/A230, para descartar la contaminacion con fenoles y

diferentes sales y A260/A280 para descartar la contaminacidn con proteinas.
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4.3.2. Eleccion de los miARN para el estudio de expresion en cancer de

Mama

Una primera busqueda bibliografica en PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov) con la
formula (((“Breast Neoplasms/analysis"[Mesh] OR "Breast Neoplasms/blood"[Mesh] OR
"Breast Neoplasms/genetics"[Mesh])) AND "MicroRNAs/analysis"[Mesh]) AND "Extracellular
Vesicles"[Mesh]) reportd 16 resultados. Para ampliar los resultados se elimind el término
“vesiculas extracelulares” de la formula quedando en ((("Breast Neoplasms/analysis"[Mesh] OR
"Breast Neoplasms/blood”"[Mesh] OR  "Breast Neoplasms/genetics'[Mesh])) AND
"MicroRNAs/analysis"[Mesh]) y obteniendo un total de 250 articulos, se filtrd posteriormente
para la busqueda de revisiones en este campo obteniendo un total de 36 manuscritos. Se revisaron
los resultados en busca de los miARNs que potencialmente tuviesen mas relevancia en las
neoplasias mamarias y se reviso su posible relacion con el cancer de mama usando la base de
datos miRNet (Fan et al., 2016).

Finalmente se eligi6 un total de 50 miARNS objetivo mas cuatro posibles controles enddgenos
sugeridos por la casa comercial (ThermoFisher) y dos spike-in, miARNS de secuencias conocidas
de organismos no humanos que se usaron como controles técnicos. Se detallan los mi-ARNs

incluidos en el estudio en el Tabla A 8.5 del Anexo B.

4.3.3. Disefio de matrices de miARN

Los chips del sistema Open Array® (Thermo Fisher) disponen de un total de 3.072 pocillos de
reaccion distribuidos en 12 matrices de 64 pocillos. Los cebadores y sondas contra los miARNSs
seleccionados se distribuyeron en estas matrices de 64 pocillos. Se dejaron sin sondas ni cebadores
8 pocillos correspondientes a G1, G2, H1, H2, G7, G8, H7 y H8 en las 12 matrices del chip pues
el equipo que distribuye la mezcla de reaccion en los arrays tiende a cometer errores de
dispensacion en estos pocillos. Las muestras se dispusieron de 11 en 11 (Figura 4.4) en cada chip
y se realizaron cuadruplicados de cada una de ellas, asimismo, se incluyd un espacio de 4 matrices

para un control de contaminacion libre de ADN (NTC, del inglés Non Template Control).
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Figura 4.4 Distribucién de las muestras y los miARNs seleccionados en la matriz de los chips Open
Array®. Cada color en el chip representa una muestra diferente, obsérvese que se distribuyen en
cuadruplicados y se reservaron las Ultimas 4 matrices para el control NTC (en azul claro).

4.3.4. Sintesis de la cola poliadenilada, ligacion del adaptador a 5°, retro-

transcripcion de los miARNSs, y preamplificacion de los cDNASs

El procesado de los miARNSs de las muestras hasta su deteccion mediante RT-gPCR consta de
cuatro pasos: una sintesis de una cola poliadenilada (Poli-A) en el extremo 3’, una ligacion de un
adaptador a 5°, una retrotranscripcion (RT) y una preamplificacion (PreAmp). Los cuatro
procesos se realizaron mediante los reactivos proporcionados por el kit TagMan™ Advanced
miRNA cDNA Synthesis Kit (A28007, ThermoFisher Scientific) siguiendo las directrices de la
casa comercial tal y como se detalla a continuacion.

4.3.4.1. Poliadenilacion de los miARNSs

Antes de empezar con la sintesis de la cola Poli-A, se afiadieron directamente al tubo de reaccién
que contenia los 200 pl de VEs de la muestra, 5 pl del spike-in ath-miR-149a a 0,1 nM. Para la
sintesis de la Poli-A se mezclaron los volumenes de los reactivos especificados en la Tabla 4.7 en
un tubo de reaccion estéril y libre de nucleasas.

Tabla 4.7 Volumenes de los reactivos a mezclar para la solucién de trabajo de la sintesis de la cola Poli-
A para 1 muestra.

Reactivo Volumen
Tampon 10X Poly(A) 0,50 pL
ATP 0,50 pL

Enzima Poly(A) (PAP) 0,30 pL
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H20 1,70 pL
Total 3,00 pL

Nota: Para no aumentar en exceso los tiempos entre técnicas del protocolo, se aconseja no realizar mas de

22 muestras a la vez.

Una vez mezclados los reactivos, se realizé un vortex, un pulso de centrifuga y se traspasaron 3
ul de la solucion a un nuevo tubo de reaccidn de 200 ul (tubos de reaccién de PCR). Seguidamente
se le afadieron 2 pl de las muestras a procesar y se incubaron en un termociclador ABI
Geneamp™ 9700 (ThermoFisher) siguiendo el esquema de temperaturas y tiempos indicado en
la Tabla 4.8.

Tabla 4.8 Esquema de temperaturas y tiempos para la reaccion de poliadenilacion.

Paso T2 (°C) Tiempo (minutos)
Poliadenilacion 37 45
Cese reaccion 65 10
Enfriamiento final 4 o0

Una vez finalizada la reaccion de poliadenilacion se procedidé rapidamente a la reaccion de

ligacién de los adaptadores.

4.3.4.2. Ligacion de los adaptadores en 5’

Para la ligacion de los adaptadores en 5° se aprovecha el fosfato de este mismo extremo de los
miARNSs maduros para poder unir mediante una ligasa un adaptador que permita la reaccién de
retrotranscripcion de todos los miARNSs de las muestras simultaneamente. En el laboratorio, se
prepar6 una mezcla de ligacion en un tubo de reaccion de 1,5 ml estéril y libre de nucleasas acorde
con lo descrito en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9 Volumenes de los reactivos a mezclar para la solucién de trabajo de ligacion de los adaptadores
a 5’ para 1 muestra.

Reactivo Volumen
Tampo6n 5X ADN Ligasa 3,00 pL
50% PEG8000 4,50 pL
Adaptador 25X 0,60 pL
RNA Ligasa 1,50 pL
H20 0,40 pL
Total 10,00 pL

Una vez realizada la mezcla se transfirieron 10 ul de esta a los tubos de PCR en los que se
encontraba el producto de la reaccion de sintesis de la cola Poli-A realizada en el paso anterior

(volumen final = 15 pl) y se incub6 en un termociclador ABI Geneamp™ 9700 (ThermoFisher)
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a 16 °C durante 1 h para la reaccion de ligacion seguido de una bajada de temperatura a 4 °C para

detenerla. Luego se procede rapidamente al siguiente paso.

4.3.4.3. Retrotranscripcion de los miARNSs

En este paso se realizd la conversion de los miARNS con la cola poli-A en 3’ y los adaptadores
en 5° a ADNc mediante la reaccion de transcripcion reversa. Se procedio a la preparacion de una
mezcla de trabajo con los volimenes y reactivos especificados en la Tabla 4.10. Posteriormente,
se utilizo el termociclador ABI Geneamp™ 9700 (ThermoFisher) siguiendo el esquema de
temperaturas y tiempos de la Tabla 4.11. Finalizada la reaccion de retrotranscripcion, se procedid
a la preamplificacion de la muestra.

Tabla 4.10 VolUmenes de los reactivos a mezclar para la solucién de trabajo la retrotranscripcién
universal de los miARNSs.

Reactivo Volumen
Tampo6n RT 5X 6,00 pl
Mezcla dNTP (25nM) 1,20 pul
Cebador universal RT 20X 1,50 pl
Enzima RT 10X 3,00 pl
H20 3,30 pl
Total 15,00 pl

Tabla 4.11 Esquema de temperaturas y tiempos para la reaccién de retrotranscripcion.

Paso T2 (°C) Tiempo (minutos)
Retrotranscripcion 42 15
Cese reaccion 85 5
Enfriamiento final 4 0

4.3.4.4. Preamplificacion del ADNc

Para la preamplificacion, se realiz6 una combinacidn de reactivos siguiendo las indicaciones de
la Tabla 4.12.

Tabla 4.12 Volimenes de los reactivos para mezclar para la solucién de trabajo de la reaccion de
preamplificacion de los ADNc.

Reactivo Volumen
Mezcla reaccion miR-Amp 2X 25,00 pl
Cebadores MiR-Amp 20X 2,50 pl

H20 17,50 pl
Total 45,00 pl

Esta reaccion se incub6 como se describe en la Tabla 4.13.

Tabla 4.13 Esquema de temperaturas y tiempos para la reaccion de preamplificacion.

53



Materiales y métodos Adria Asensi i Puig

Paso T2 (°C) Tiempo (segundos)  Ciclos
Activacion enzimatica 95 300 1
Desnaturalizacién 95 3

Alineamigr)to cebadores 60 30 22

y elongacion

Cese reaccion 99 600 1
Enfriamiento final 4 0 1

El disefio de las matrices de esta tesis se realizo para el procesado de 11 muestras mas un control
NTC por matriz. Este disefio fue producido por la casa comercial ThermoFisher Scientific en sus
laboratorios en un formato tfs con el que se transfirié esta informacion al equipo de analisis (Quant
Studio 12K flex).

Antes de empezar con el ensamblaje de las matrices de miARN se diluyeron los productos
resultantes de la reaccion de preamplificaciéon 1/20 con TBE a 0.1X (en nuestro caso se
combinaron 2 pl de producto de la pre-amplificacién con 38 ul de TBE 0.1X). Asimismo, se
mezclaron 7 pl de TagMan® OpenArray Genotyping Master Mix (4404846, ThermoFisher) con
7 ul de los productos de la reaccion de preamplificacion diluidos (1:1 v/v) por duplicado en una
placa de 96 pocillos segin el esquema de la Figura A 8.1 del Anexo B. Luego se centrifugé 2

minutos a 1500 g.

Al finalizar el ensamblaje, las matrices de miARNS se introdujeron en el equipo QuantStudio™
12K Flex Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific) para la realizacién de la gPCR
siguiendo el esquema de temperaturas y tiempos especificados por la propia casa comercial en su

protocolo estandar de expresion génica, volcado al equipo mediante un archivo de formato eds.

Para un correcto analisis de los resultados y siguiendo los consejos de las guias MIQE (Bustin et
al., 2009; Nolan, Huggett and Sanchez, 2013), antes de proceder a la normalizacién, se realiz6 un
curado de los ciclos de cuantificacion (Cq, del inglés quantification Cycle) de las amplificaciones
de los miARN incluidos en las matrices disefiadas. Inicialmente se agruparon los resultados de
los diferentes grupos incluidos en el estudio (HER2, LumB HER2 sobreexpresado y TN). Para
cada grupo, se eliminaron aquellos miARN en los que no se detectaba amplificacion en un 20%
de las muestras. Luego, de cada cohorte se eliminaron todos aquellos replicados técnicos cuyos
Cq difirieron en 0,5 ciclos de amplificacion entre ellos y se establecié la media de los valores que
cumplian con el requisito. Si de los 4 replicados técnicos, ningin Cq mantenia una diferencia

inferior a 0,5, se eliminaban todos.
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Una vez curados los resultados, se procedié a la normalizacion mediante el método de la
normalizacion por medias globales (GMN, del inglés Global Mean Normalization) (Mestdagh et
al., 2009; D’haene et al., 2012). Para esta normalizacion se realiza una media de todos los

miARNS de cada muestra, luego cada Cqg de cada miARN, se divide por esta media.

4.4. Materiales y métodos BL en glioma

4.4.1. Deteccion de VEs

Los diferentes materiales y métodos aqui empleados se han descrito en los apartados: 4.2.4.
Western blot; 4.2.6. Cuantificacion de VEs mediante ELISA de CD9; 4.2.7 Matrices de
anticuerpos Exo-Check; 4.2.3. Aislamiento y cuantificacion de proteinas y 4.2.8. Extraccion y

cuantificacion del ADN.

4.4.2. Validacion analitica intra e interlaboratorio de la amplificacion
mediante TT-fast- COLD-PCR y deteccion con la tecnologia DGL-

Tech™

En cuanto a la validacion de la conjuncidn de ambas tecnologias para la deteccion de la mutacién
€.394G>A del gen IDH1, se usaron los controles comerciales de Horizon Discovery tanto para la
secuencia WT (HD678) como del ADN con presencia de dicha mutacion al 50% (HD677). Asi
mismo, para calcular el limite de deteccion de ambas técnicas, se realizaron diluciones seriadas
de los controles hasta tener un DNA con un 0,1 % de mutacién y un 99,9 % de alelo WT. El banco
de diluciones final fue el siguiente: IDH1 ¢.394G>A al 1 %; IDH1 ¢.394G>A al 0,5 %; IDH1
€.394G>A al 0,25 %; IDH1 ¢.394G>Aal 0,1 % y IDH1 WT. Ademas, se afiadié un control NTC
para descartar posibles contaminaciones en las PCR. Como se detalla en la Figura 4.5, se prepard
la cantidad suficiente de diluciones para poder proceder a las validaciones intra e interlaboratorio,
también se prepararon alicuotas de reactivos de PCR del mismo lote con volumen suficiente para
realizar todas las pruebas. Se realiz6 la validacion en tres laboratorios independientes: Atrys
Barcelona, Atrys Granada y en el laboratorio de biologia molecular de la Universidad CEU San
Pablo de Madrid. En cada laboratorio, a excepcion de uno de ellos, prepararon las mezclas de
amplificacidn dos técnicos independientes y se realizaron las reacciones en dos equipos diferentes
de este modo se pudo realizar una validacion intralaboratorio ademas de la validacion

interlaboratorio. Este proceso de ilustra en la Figura 4.5.
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Figura 4.5 Esquema de las validaciones intra e interlaboratorio llevadas a cabo en los tres laboratorios
independientes. Todos los reactivos y controles usados en las validaciones fueron del mismo lote. Las
repeticiones se realizaron en dias diferentes para asegurar una correcta validacion intralaboratorio.

Ademas de la deteccion mediante la tecnologia DGL-Tech™, en el laboratorio Atrys Barcelona,
se realizo la secuenciacion Sanger de una tanda de los controles diluidos, pudiendo de este modo
comparar la citada tecnologia basada en SMART Bases con el gold standard para la deteccion de

mutaciones.

4.4.3. Extraccion ADN

Una vez aisladas las VEs mediante el protocolo de precipitacion basado en PEG8000 del suero
de los pacientes, la extraccion de ADN (ADN-VESs) se realizé con el kit QIAmp Circulating
Nucleic Acid Kit (Qiagen) de acuerdo con las especificaciones técnicas del fabricante. Una vez
extraido el ADN-VEs se determind la concentracion de ese mediante el espectrofotometro

EPOCH (BioTek Instruments) y el software Gen5 asociado a él.
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4.4.4. Amplificacion con potenciacion del alelo 395G>A frente al 395G
mediante TT-fast-COLD-PCR

Para la TT-fast-COLD-PCR se disefiaron y comprobaron, mediante las aplicaciones en linea

PrimerQuest® Tool y PrimerBlast, los cebadores denominados IDH1 gHM con los que se obtiene

un amplicon de 73 pb del codon 4 del gen IDH1 incluyendo el coddn 395. Las secuencias de los
diferentes cebadores fueron las siguientes:

6. Cebador directo IDH1 gHM: 5 — CGGTCTTCAGAGAAGCCATT -3’
7. Cebador indirecto IDH1 qHM: 5°~ AGTAAGTCATGTTGGCAATAA -3’

La solucion de trabajo de la PCR se elaboré mediante la mezcla detallada en la Tabla 4.14.

Tabla 4.14 Detalle de los volumenes por muestra a analizar de los reactivos de la solucién de trabajo
para la TT-fast-COLD-PCR.

Reactivo Volumen (ul)

H.,0 estéril 12,38
5x tampon wio Mg++ 5
25 mM MgCl; 2,5
10 mM dNTP's 2
10 uM IDH1 gHM Fw 1
10 uM IDH1 gHM Rv 1

3,5 U/uL GO Taq 0,125

Los ciclos realizados para la TT-fast-COLD-PCR se describen en la Tabla 4.15.

Tabla 4.15 Ciclos, temperaturas y tiempos de la TT-fast-COLD-PCR utilizados para la deteccion de la
mutacion 395G>A del gen IDH1.

Tipo de PCR Paso Temperatura (° C) Tiempo (s) Ciclos

Desnaturalizacion inicial 95 300 1
Desnaturalizacion 95 30

E(;?/encional Alineamiento cebadores 55 30 10
Elongacion 72 30
Desnaturalizacion Tcy 75,4 30

Primera Tc Alineamiento cebadores 55 30 7
Elongacion 72 30
Desnaturalizacion Tc; 76 30

Segunda Tc Alineamiento cebadores 55 30 7
Elongacion 72 30
Desnaturalizacion Tcs 76,6 30

Tercera Tc Alineamiento cebadores 55 30 7
Elongacion 72 30

Cuarta Tc Desnaturalizacién Tca 77,2 30 7
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Tipo de PCR Paso Temperatura (° C) Tiempo (s) Ciclos

Alineamiento cebadores 55 30
Elongacion 72 30
Desnaturalizacion Tcs 77,8 30

Quinta Tc Alineamiento cebadores 55 30 7
Elongacion 72 30

Elongacion final 72 60 1

Enfriamiento final 4 60 1

Para la comprobacién de que el amplicén presentaba el nimero de pb esperado y antes de proceder
a la secuenciacion de este, se procedio a corroborar el tamafio del producto amplificado mediante
un gel de agarosa (Sigma Aldrich) al 3 % m/v en un tampon de Tris/Acido borico/EDTA (TBE).
Se usé como marcador molecular un ADN procesado previamente que ofrece un patron de bandas
de 50 a 800 pb con incrementos de 50 pb (G4521, Promega).

Para corroborar la potenciacion del alelo mutado obtenido con la TT-fast-COLD-PCR, se realiz6
una secuenciacion Sanger del producto amplificado. Los cebadores usados fueron los mismos que
los de la TT-fast-COLD-PCR pero diluidos 1:10 para una concentracion final de 1 uM. Hay que
puntualizar que las reacciones de secuenciacion de la cadena sentido y sinsentido se realizaron
por separado. Para obtener la secuenciacién de la cadena sentido se mezclaron 3 pul del cebador
directo con 3 pl del reactivo BigDye™ Terminator (4337450, ThermoFisher Scientific) y a ésta
se la agregaron 4 pl del producto de PCR amplificado. Y con la finalidad de obtener la secuencia
de la cadena antisentido solamente cambiemaos el cebador directo por el indirecto de la solucion

descrita en la frase anterior.

La reaccion de secuencia se realiz6 aplicando a la solucién el esquema de temperaturas propuesto
por la casa comercial, modificando la temperatura de alineamiento de los cebadores para que

coincidiese con la Tm de los nuestros tal y como se muestra en la Tabla 4.16.

Tabla 4.16 Esquema de temperaturas y tiempos de la reaccion de secuenciacion.

Paso Temperatura®°C  Tiempo (S) Ciclos
Desnaturalizacién inicial 96 60 1
96 10
Reaccion de secuenciacion 55 5 25
60 240
Enfriamiento final 4 0 1

Los productos de esta reaccion fueron purificados mediante las columnas de gel Centri-Sep™

(401762 Invitrogen/ThermoFisher Scientific), siguiendo las instrucciones facilitadas por la casa
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comercial. Una vez purificados, se precipitaron en un concentrador de ADN (DNA120 SpeedVac
Concentrator, ThermoScientific), se resuspendieron con formamida (4311320, Hi-Di™
Formamide, ThermoFisher Scientific) y se realizd la electroforesis capilar en el equipo ABI
PRISM 310 (Applied Biosystems). Los resultados de las secuencias se reportaron en
electroferogramas y fueron analizados con comparacion directa con las secuencias del transcrito
IDH1 203, obtenido en la pagina web Ensembl, accesible en el siguiente enlace:
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000138413;r=2:
208236229-208266074;t=ENST00000415913.

4.4.6. Deteccion de la mutacion 395G>A del gen IDH1 con la tecnologia
DGL-Tech™

Una vez obtenidos los resultados de la secuenciacion, se procedid a la deteccion de las mutaciones
mediante la tecnologia DGL-Tech™. En este proyecto se han usado dos tipos de sondas y una
SMART-Base (SMART-C). Tal y como se muestra en la Figura 4.6, la sonda 2.0 se disefi6 para
la deteccion del alelo WT mientras que la mutacion se revela a través de la sonda 3.0. También
se ilustra en la Figura 4.6, como el cambio en una sola base de las dos sondas fue suficiente para

poder determinar la presencia o ausencia de la mutacion ¢.395G>A del gen IDHL1.

IDH1 WT

Sonda 2.0 M
\ X

IDH1 WT W
: HE-AH
N
/\ ".'
IDH1 395G>A
‘ Estreptavidina CRAJGTRA
E—
GT ART
% SMART-C unida a biotina ‘ _____

Figura 4.6 Representacion grafica de las sondas usadas en la deteccién de la mutacién ¢.395G>A del gen
IDH1.

CJAQGETA
GETHCQJALT
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Para que la deteccion de la mutacién ¢.395G>A del gen IDH1 fuese visualmente sencilla de
interpretar se disefiaron las membranas combinando las dos versiones de las sondas tal y como se
muestra en la Figura 4.7. Asi en el caso de un resultado positivo para la deteccién de dicha
mutacion, se presentaria el resultado en forma de una cruz (+) y en caso de un resultado negativo

para la mutacion se obtendria la forma de un signo menos (-).

A
@ Control hibridacién
@ Sonda 2.0
@ Sonda 3.0

B

Figura 4.7 Disposicion de las sondas 2.0 y 3.0 en las membranas de nylon. A) Esquema de la disposicion
de las sondas 2.0 y 3.0 en las membranas de nylon. B) Resultado positivo en heterocigosis, que se presenta
como una cruz. C) Resultado negativo que se interpreta con un signo (-).
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4.5. Analisis estadistico

Los resultados del aislamiento y caracterizacion de las VEs se analizaron mediante la prueba
ANOVA para la comparacion de varianzas. Los p valores obtenidos se ajustaron usando el método
de Bonferroni para contrarrestar la comparacion mdltiple. Para la realizacion de los célculos
estadisticos se recurrio al programa GraphPad Prism 5.0 y se establecio un nivel de significancia

de a = 0,05 para el ensayo de hipdtesis.

En cuanto a los resultados obtenidos con las matrices de miARN, para determinar si la hipétesis
alternativa, dado que las medias de las expresiones de los miARN del grupo de pacientes que no
respondieron al tratamiento neoadyuvante son diferentes a las medias del grupo con una respuesta
positiva a dicho tratamiento, se realiz6 un analisis de comparacion de hipotesis. Antes de realizar
este andlisis, se determind para cada miARN si los resultados de expresion relativa presentaban
homocedasticidad o no mediante las pruebas de Shapiro-Wilk, Kolmogo6rov-Smirnov,
Andersson-Darling y de D’Agostino y Pearson. En aquellos resultados que cumplian los
parametros de homocedasticidad, se aplico la prueba para datos paramétricos t-Student y en el
caso de los que no presentaron homocedasticidad, se aplicd la prueba para muestras no
paramétricas U de Mann-Whitney. Se aceptd que las medias de los dos grupos estudiados
(respondedoras y no respondedoras) eran significativamente diferentes en el caso de que el p valor
fuese inferior a 0,05 (p < 0,05). Asi mismo, debido al reducido tamafio de la muestra (n), se
consideraron aquellos resultados con un p-valor superior a 0,05 pero inferior a 0,09 como
candidatos a discriminar los grupos de respondedoras (R) y no respondedoras (NR) al tratamiento
neoadyuvante. Se consideraron como pacientes R a QNA aquellas clasificadas como G4 y G5 del
sistema MyP. Asi como se consideraron NR aquellas con un grado G1 — G3 del mismo sistema
MyP.

De los miARNSs que resultaron significativos en la discriminacion de las pacientes R comparadas
con las NR, se realiz6 un estudio con las herramientas on-line miRTarBase (Huang et al., 2020)
y miRNet (Chang et al., 2020) para determinar que genes son regulados por los diferentes miARN
con expresion diferencial. miRTarBase devuelve un listado con los genes que interactan con
cada miARN con validacion experimental, mientras que miRNet permite realizar una red de
interacciones entre el miARN seleccionado y diferentes genes. Esta red de interacciones se puede
curar seleccionando diferentes procesos celulares, enfermedades, vias de sefializacion, etc.
enriqueciendo asi el estudio segln los parametros deseados. En nuestro caso, se procedi6 a la
seleccion de aquellos genes relacionados con los miARN significativamente capaces de discernir
entre las dos cohortes del proyecto que ademaés tuviesen relacion con vias relacionadas con el
cancer y patologias mamarias; con genes implicados en la respuesta a farmacos; metabolismo de

farmacos a través de citocromo P450. Se hizo un primer curado con los genes que intervienen en
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diferentes procesos relacionados con los tumores malignos o bien con el cancer de mama. Luego
se seleccionaron tres procesos y/o relaciones que presentaban un mayor valor estadistico (p-

valor).

Una vez hallados los genes con mayor potencia estadistica relacionados con el miARN diana y
con procesos tumorales y/o neoplasias mamarias, se realizé un diagrama de Venn a través de la
herramienta on-line DeepVenn (Hulsen, de Vlieg and Alkema, 2008) para determinar cuéles de
los genes se presentan en todos los procesos previamente seleccionados. Se analizaron in silico
las vias en las que participan estos genes a modo de aportar informacion extra a la seleccion de

los miARN que se incluiran el estudio.

A parte de los analisis de expresion de miARN y de enriquecimiento de genes, se realiz6 un
estudio de las variables clinicas disponibles para discriminar aquellas que podrian sesgar los
resultados de expresion relativa de los miARNS. En este sentido, se compararon las medias entre
las pacientes R y NR de las variables cuantitativas continuas: edad, peso, altura y tamafio del
tumor al diagnostico; y se realizd un analisis de frecuencias en las variables cualitativas binarias:
antecedentes oncolégicos, antecedentes gestacionales, menopausia, diabetes, hipertension arterial
(HTA), hiperlipemia y tiroidismo. Se examinaron las diferentes variables en las cuatro cohortes
(HER2, LumB, LumB HER2 y TN) asi como de la cohorte entera.

Para los andlisis de la validacion de las diferentes técnicas de deteccion de la mutacion IDH1?32H
se realizaron tablas de contingencia con las que se calcularon la sensibilidad, especificidad y

valores predictivos positivo y negativo.
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5. Resultados

5.1. Aislamiento y caracterizacion de las VES

Para asegurar un rendimiento 6ptimo en el aislamiento de VEs, se comparo el protocolo mediante
PEG8000 con dos kits comerciales PureExo® (101 Bio) y ExoQuick® (System Biosciences), y el
“gold standard” del aislamiento de VEs, la UC. Para evaluar la eficiencia del aislamiento de VEs
se realizaron cuatro estudios diferentes, siguiendo las directrices de las guias MISEV 2018 (Théry
etal., 2018).

5.1.1. Cuantificacion de las particulas aisladas

En este primer ensayo, se comparé el niumero de particulas aisladas mediante los métodos citados
anteriormente. Se realizaron diferentes ensayos para la cuantificacion y distribucion del tamafio
de estas particulas. Observando la Figura 5.1 A, la correlacion lineal entre el volumen de suero
inicial y nimero de particulas totales confirma que el nimero de particulas obtenidas con todos
los Kits es directamente proporcional al volumen inicial de suero. Una vez realizado este estudio,
se analizd la distribucion del tamarfio de las particulas aisladas mediante NTA. En la Figura 5.1
B, se puede observar como el nimero de particulas dependié tanto del método de aislamiento
como del volumen inicial de suero (0,5, 1y 2 ml).
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Figura 5.1 Distribucion del nimero de particulas y su tamafio. (A) Correlacion entre el volumen inicial de
suero y el nimero de particulas aisladas. (B) Distribucién del tamafio de las particulas aisladas mediante
NTA. Todos los experimentos fueron realizados por duplicado y repetidos tres veces.

Para una mejor valoracion del nimero de particulas obtenido, se realizé el histograma de la Figura
5.2 A. Como se puede apreciar, el método que reportd el menor nimero de particulas aisladas por
ml en los tres volimenes iniciales de suero fue el kit comercial PureExo®, siendo el volumen

inicial de suero de 0,5 ml en el que menos particulas aisladas se observaron (7,1 x 107 particulas
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por ml). Contrariamente, el método que presentd una mayor eficiencia en el aislamiento de
particulas fue la precipitacién mediante PEG, que partiendo de un volumen de 2 ml de suero
reportd un total de 3,85 x 10° particulas por ml. La tasa de recuperacion de particulas obtenidas
mediante PEG fue significativamente superior a la obtenida por Exoquick® (p <0,01).
Sorprendentemente, el kit comercial PureExo® y la UC presentaron unos resultados muy
parecidos devolviendo un menor rendimiento en cuanto a nimero de particulas se refiere, siendo
significativamente inferiores (p < 0,001) al nimero de particulas aisladas por los métodos de
precipitacion mediante PEG y el kit Exoquick®.

Ademas, se procedid a la cuantificacion de las VEs mediante el kit ExoELISA (System
Biosciences) basado en la deteccidn de la tetraspanina CD9. Representado en la Figura 5.2 B, se
destaca como el valor mas alto de tetraspanina CD9 se obtuvo con el kit Exoquick® partiendo de
2 ml de suero. Para el mismo volumen inicial, el kit comercial PureExo® reporté un resultado 5,8

veces inferior al del propio Exoquick®.
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Figura 5.2 Analisis de particulas de las EVs. A) Cuantificacion total del nimero de particulas aisladas. (B)
ExoElisa cuantitativo, en particulas por ml, de la tetraspanina CD9. **p <0,01, ***p <0,001. Todos los
datos se muestran como la media £ S.D. Todos los experimentos fueron realizados por duplicado y repetidos
tres veces.

En cuanto al diametro medio de las particulas recuperadas con los distintos métodos, se puede
observar que el perfil de distribucion de los didmetros de las particulas aisladas, dependieron tanto
del método de aislamiento como del volumen inicial de suero. El didmetro medio de las particulas
aisladas mediante UC (159,67 + 23,5 nm) en todos los volimenes iniciales de suero fue superior
a las medias de los didmetros de las particulas aisladas con los otros tres métodos: PureExo®
131,77 + 10,86 nm; ExoQuick® 122,36 + 6,37 nm y PEG8000 116,86 + 4,9 nm. Desgranando
estos resultados, se puede observar como las medias de los tamafios de las particulas aisladas
mediante los diferentes métodos iban acercandose a medida que aumentaba el volumen inicial de

suero. Si observamos la Figura 5.3, partiendo de 0,5 ml de suero se observa como los tamafios de
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las particulas aisladas con UC son significativamente superiores a los demas. Partiendo de 1 ml
de suero se observaron diferencias significativas entre la UC y los métodos de precipitacion
ExoQuick® y PEG8000 (p <0,05). Finalmente, partiendo de 2 ml de suero, no se observaron
diferencias significativas en los tamafios de las particulas aisladas. No obstante, los didmetros
observados en todos los métodos y volimenes iniciales de suero se pueden considerar dentro del

rango de tamarios de las diferentes VEs.
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o = PEG
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0,5ml 1mi 2ml
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Figura 5.3 Distribucion de los tamafios de las VEs segun el volumen inicial de suero y el método de
aislamiento. *p <0,05, **p<0,01, ***p <0,001, ****p <(0,0001. Todos los datos se muestran como la
media + S.D. Todos los experimentos fueron realizados por duplicado y repetidos tres veces.

Los métodos UC (gold standard) y PureExo® reportaron un menor niimero de particulas aisladas
en todos los volimenes iniciales de suero. El rendimiento de estos dos métodos fue muy inferior
al de los protocolos basados en precipitacién, destacando la casi nula recuperacion de particulas
con volumenes iniciales a 2 ml de suero. Por lo contrario, el nimero de particulas aisladas con los
métodos Exoquick® y PEG8000 es considerablemente superior. Ademas, los diametros de las

particulas son acordes con los de las VEs.

5.1.2. Analisis de proteinas de las vesiculas extracelulares

Se realiz6 un estudio de proteinas, donde se compararon la concentracion de proteinas de
membrana de las VESs, la concentracion de proteinas totales y el indice de pureza de cada uno de
los métodos analizados. En la Figura 5.4 A se muestran las diferencias en la concentracion de
proteinas de membrana entre los diferentes métodos. Apréciese la igualdad entre los niveles de
proteina de membrana obtenidas con el kit comercial Exoquick® y los del método con PEG,
aunque se encontrd una diferencia significativa (p <0,001) entre ambos cuando el volumen de
partida fue de 2 ml de suero, siendo mas elevado en Exoquick®. Contrariamente, con el kit
comercial PureExo® solamente se detectaron proteinas de membrana partiendo de 2 ml de suero.
Se detectan diferencias significativas al compararlo con todos los demas protocolos (p <0,001).

Comparando la UC con el grupo de métodos basados en la precipitacion (PEG y Exoquick®) se
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aprecia que las proteinas de membrana detectadas con la técnica “gold standard” son
significativamente inferiores (p < 0,001) aunque en el volumen inicial de 0,5 ml, y comparando
la UC con el PEG, la significacion fue menor (p < 0,05). Después de lisar las células, se
cuantificaron de nuevo las proteinas totales. Como se detalla en la Figura 5.4 B, los resultados
fueron consistentes con los obtenidos antes de la lisis, observandose rendimientos menores con
los métodos PureExo® y UC al compararlos con PEG y Exoquick® partiendo de 1y 2 ml
(p <0,001). Partiendo de 0,5 ml, solo se percibieron diferencias significativas comparando
Exoquick® con PureExo® y con UC (p < 0,05).

Concentracion proteinas membrana B Concentracion total de proteinas
% % % %

80
60

= = -

2 2 40 *k
20
O Iﬁ

0.5 ml 1ml 2ml 0.5 ml 1ml
Volumen inicial de suero

2ml
Volumen inicial de suero

[ PureExo Bl Ultracentrifugation Bl Exoquick =3 PEG

Figura 5.4 Andlisis de proteinas y marcadores de VEs. (A) cuantificacién de proteinas totales. (B)
cuantificacion de proteinas de la membrana de VEs. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; ****p <0,0001.
Test ANOVA Bonferroni.

Dado que la relacién entre el nimero de particulas y las proteinas aisladas es un factor importante
para considerar, se realizé este calculo, aportando informacién sobre la pureza de las VEs aisladas
con cada método. En la Figura 5.5 se muestra que el protocolo que mejor pureza report6 fue el
PureExo® seguido por la UC, sugiriendo una presencia inferior de proteinas contaminantes en

estos aislamientos. Contrariamente, los métodos PEG y Exoquick® presentaron una ratio de
pureza inferior.
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Figura 5.5 indice de pureza de las VEs de cada procedimiento de aislamiento y por cada volumen inicial
de suero. *p <0,05 **p <0,01; ***p<0,001.

Los métodos PEG y Exoquick® mostraron una mayor cantidad de proteinas en los aislamientos.

5.1.3. Caracterizacion de las vesiculas extracelulares

Para contrastar que los aislamientos realizados en este estudio presentaban marcadores tipicos de
VEs, se procedio a la realizacion de la expresion de la proteina transmembrana CD63 mediante
Western Blot (WB). Como se presenta en la Figura 5.6, dicha proteina se detect6 en todos los
volUmenes iniciales de suero en los métodos PEG y Exoquick®. Por el contrario, con el protocolo
de UC, solamente se observaron sefiales en los volimenes iniciales de 1 y 2 ml. No se detectd
sefial alguna en ninguno de los volimenes iniciales de suero cuando se realiz6 el aislamiento de
VEs mediante el método PureExo®. Se comprobd la ausencia de contaminacion celular al incluir

el marcador de reticulo endoplasmatico calnexina en otro WB.

CD63 Calnexina
0,5 ml 1ml 2ml 0,5 ml 1ml 2ml
'A BC A BC A B CC+ ‘A BC A BC A B CCcC+
PureExo - PureExo -
uc - uc e
ExoQuick o Land i. - ExoQuick .
PEG - - - PEG -

Figura 5.6 Western Blots de los niveles de expresion de la tetraspanina CD63 y de calnexina (proteina de
reticulo endoplasmatico). Todos los analisis se realizaron por triplicado (A, By C).

Para una mejor caracterizacion de las VEs, se realizd una matriz de anticuerpos contra 8
marcadores de VEs conocidos: FLOT-1, ICAM1, ALIX, CD81, CD63, EpCam, ANXAS5 y

TSG101. La matriz se representa en la Figura 5.7 A. La expresion relativa de estos marcadores
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en los diferentes métodos de aislamiento se muestra como un mapa de calor en la Figura 5.7 B,
donde se puede observar la fuerte correlacion de los perfiles obtenidos con PEG y Exoquick®.
Ambos presentan cierta similitud con el protocolo propuesto por PureExo®. El que mas dista en
cuanto a perfil de expresion en esta matriz es la UC, que es el que menos correlacidn presenta con
los demas métodos estudiados. La misma matriz incorpora el marcador de cis-golgi GM130, que

como se puede observar no dio sefial en ninguno de los protocolos.
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Figura 5.7 Expresion de marcadores de membrana asociados a VESs. (A) Matriz de expresion de proteinas
exosémicas. (B) Mapa de calor de la expresidn de proteinas de VEs (blanco; no expresion o expresion muy
débil; azul claro: expresion débil; azul oscuro: alta expresion).

Por ultimo, Figura 5.8, se realizd un analisis de citometria de flujo para validar los resultados
obtenidos en el WB y en la matriz de marcadores de VES. Para obtener las sefiales de las VEs, se
usaron particulas de aldehido/sulfato. Se confirmé la presencia de CD63 en la superficie de todas

las VEs aisladas.
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Figura 5.8 Analisis de expresion de CD63 en loas aislamientos de VEs mediante citometria de flujo.
Todos los métodos presentaron expresion de los diferentes marcadores de VEs incluidos en el
ensayo. Ademas, no se observé contaminacion por restos celulares en ninguno de los cuatro

métodos analizados.

5.1.4. Cuantificacion de ADN de las VEs

Para medir el indice de recuperacidn, se abordaron dos diferentes estudios: la cuantificacién del

ADN mediante un ensayo fluorimétrico y una dPCR. En la primera aproximacion, tal y como se
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ve reflejado en la Figura 5.9, el protocolo con PEG devolvid la mejor eficiencia en la obtencion
del acido nucleico partiendo de 1 ml de suero. Partiendo de 0,5 ml el método Exoquick® recuperd
méas ADN, y partiendo de 2 ml, la UC super6 a los demas protocolos. No se observd ADN en
ninguno de los volimenes de partida de suero con el kit comercial PureExo®. se detectaron

diferencias significativas entre Exoquick®, PEG y UC solo partiendo de 0,5 ml de suero (p < 0,05).
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Figura 5.9 Cuantificacion de ADN de doble cadena con el fluorémetro Qubit. Las barras de error
representan la desviacién estandar; *p <0,05; ***p < 0,001 ****p <0,0001.

El ensayo con PCR digital se realizé para demostrar la aplicabilidad clinica de las VEs. Se
analizaron el niamero de copias por ul de tres genes (IDH1, BRAF y CDH4). En primer lugar,
como se precisa en la Figura 5.10, resaltar que se obtuvieron valores similares usando las tres
sondas y que el nimero de copias por pl aumentaba con el aumento del volumen de partida. El
valor mas alto de copias por pl se obtuvo con el protocolo basado en PEG, la sonda para IDH1 y
un volumen inicial de 2 ml de suero, con un total de 134,14 +9,43 copias por pl. La minima
concentracion detectada con la dPCR se reporté para el kit comercial PureExo® y con un volumen

inicial de 0,5 ml, que devolvié menos de una copia por pl en todas las sondas estudiadas.

IDH1 BRAF CDH4
150 150 150

-
o
S

100 100

ADN copias / pl
ADN copias / pl

a
S

50

ADN copias / pl

o

0 T T T T T T T 0 T T T
0.0 0.5 10 15 20 0.0 0.5 1.0 15 20 0.0 0.5 10 15 20

Volumen inicial de suero (ml) Volumen inicial de suero (ml) Volumen inicial de suero (ml)

PEG8000 — Exoquick — Ultracentrifugacion PureExo

Figura 5.10 Andlisis de PCR digital para la cuantificacion absoluta de las sondas IDH1, BRAF y CDH4.
Las barras de error representan la desviacion estandar.
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Aunque en la cuantificacion colorimétrica los métodos UC y Exoquick® presentaron una mayor
concentraciéon de AN partiendo de 2 ml, el aislamiento mediante PEG8000 presento, en la
cuantificacion absoluta con dPCR, un mayor nimero de copias de ADN por ul partiendo de 1y
2ml.

5.2. Resultados BL en cancer de mama

En todas las muestras de suero de esta cohorte se procedio al aislamiento de VEs mediante el
protocolo basado en la precipitacion con PEG8000, descrito en 4.2.1. Asi mismo, se extrajeron

los MiARN encapsulados en las VEs de los que se determiné la concentracion y pureza.

5.2.1. Analisis de calidad de los miARNSs extraidos de las VEs

La media de las cuantificaciones mediante el fluorémetro Qubit™ 4.0 fue determinada en 4,61
ng/ml (3,95 — 5,27 ng/ml), mientras que en el espectrofotometro NanoDrop ND1000 se establecid
en 5,64 ng/ul (1,92 — 9,36 ng/ul). La ratio 260/280 se defini6 en 1,29 (1,10 — 1,48). Al ser un Kit
con amplificaciones dirigidas, con estas concentraciones, se pudo continuar con el proceso de la

amplificacién a tiempo real de los miARNSs de las matrices predisefiadas.

5.2.2. miIARNSs detectados en los diferentes fenotipos analizados

Debido a las diferentes pautas de QNA que presentan los tres fenotipos incluidos en el estudio y
para poder discriminar entre pacientes R y NR, los datos se curaron y analizaron
independientemente en cada grupo. Como resultado del curado de datos, no todos los miARNS
incluidos en las matrices de RT-g-PCR pudieron ser analizados pues no todos cumplieron los
parametros establecidos en el apartado 4.3.6 (curado y normalizacion de los resultados de
amplificacién). Se detalla en la Tabla 5.1 los miARNs que cumplieron esos parametros y se
llevaron a analisis en cada subgrupo. Se prosiguid con el andlisis de 20 miARNs en el fenotipo
HER2 y 21 miARNSs para los fenotipos TN y LumB HER2. Concretamente, en el fenotipo HER2
los miARNSs miR-143-5p y 342-3p no presentaron buenas amplificaciones; en el fenotipo LumB
HER2 el miARN miR-142-3p tampoco pudo llevarse a analisis y en el grupo de TN no se pudo
analizar el miR-195-5p.

Tabla 5.1 miARNSs detectados por RT-g-PCR en cada fenotipo incluido en el estudio de BL en cancer de
mama.

mMiARN HER2 LumB HER?2 TN Cohorte entera
hsa-let-7b-5p v v v v
hsa-miR-101-3p v v v
hsa-miR-10a-5p v v v v
hsa-miR-126-3p v v v v

v v v v

hsa-miR-126-5p
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miARN HER2 LumB HER2 TN Cohorte entera
hsa-miR-130a-3p v v v
hsa-miR-142-3p v
hsa-miR-143-3p
hsa-miR-145-5p
hsa-miR-155-5p
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-194-5p
hsa-miR-195-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-221-3p
hsa-miR-222-3p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-320a
hsa-miR-342-3p
hsa-miR-382-5p
hsa-miR-423-5p v
Total 20
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Una vez confirmadas las amplificaciones de los miARNSs, se procedi6 al andlisis de las pacientes
incluidas en el estudio. Los andlisis estadisticos de los resultados obtenidos se realizaron tanto en
la cohorte entera como en cada uno de los fenotipos incluidos en la misma. Asimismo, se realiz
un analisis conjunto de los fenotipos LumB HER2 y HER2 (HER2 LumB HER?2) para obtener un

analisis de todas las pacientes con sobreexpresién de este receptor.

Resultante de este andlisis de pacientes con tumores de mama de fenotipos extremos, se hallaron
6 mMiARNSs con expresion diferencial entre pacientes R y NR tratadas con quimioterapia
neoadyuvante. 5 de ellos presentaron, tal y como se representa en la Tabla 5.2, una sobreexpresion
en las pacientes R, mientras que el miR-221-3p presentaba una expresion reducida en el mismo
grupo de pacientes. También se puede observar en la misma tabla, que todos los miARNSs con
diferencias de expresion entre ambos grupos, presentan relaciones con diferentes procesos y/o
vias relacionadas con el cancer. Ademas, estos miARNS, regulan diferentes genes que afectan a
estos procesos. A continuacion, se exponen los resultados del miARN miR-342-3p en la cohorte
entera a modo de ejemplo del procedimiento que se siguio en el anélisis de aquellos miARNS que

separaban significativamente las pacientes R comparadas con las NR en cada uno de los fenotipos.

Como se ilustra en la Figura 5.11, en la comparacion de expresiones relativas mediante 2444 del
mir-342-3p, se encontrd una diferencia significativa entre las pacientes R y NR a la quimioterapia

neoadyuvante (p = 0,0177) en la cohorte entera.
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miR-342-3p

*

Difernecia expresion relativa
(=Y
[

| |
Respondedoras No respondedoras
n=71 n=43

Figura 5.11 Gréfico tipo violin donde se muestra la variacion entre pacientes respondedoras y no
respondedoras del miR-342-3p en la expresion relativa. * p < 0,05, prueba U de Mann-Whitney.

Seguidamente se presentan los resultados del estudio in silico realizados al miR-342-3p.

5.2.4. Andlisis in silico de enriquecimiento de genes

En el estudio mediante las herramientas on-line miRNet y TarBase se hallaron un total de 808 y
568 interacciones con genes regulados por el miR-342-3p respectivamente, representados en la
Figura 5.12 A. Asimismo, también a través de la plataforma miRNet se construy6 una red con 86
genes gque ademas de estar relacionados con miR-342-3p intervienen en la regulacion negativa de
la proliferacion celular (n = 39), la regulacidn positiva de la diferenciacion celular (n = 42) y que
actlan en las principales vias del cancer (n = 26). Estos genes aparecen detallados en la Figura
5.12 B.
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Figura 5.12 Red de genes relacionados con el miR-342-3p. A) 3018 genes que interactdan con el miR-342-
3p. B) Seleccion de 86 genes relacionados con la regulacion negativa de la proliferacion celular, la
regulacion positiva de la diferenciacidn celular y que se vinculan con las principales vias tumorigénicas.

Con esta seleccion, se realizd un diagrama de Venn para determinar cuéles de estos 86 genes

estaban involucrados en las tres aproximaciones antes citadas. Se hallaron 3 genes representados

en la Figura 5.13: JUN, GLI3 y ITGB1.

BMP7
PAX6
TIMP2
DICERI
SLIT2
SMAD1
TGIF1

ABL1
GSK3B

CDK6
CTBP2
CDKNIB
PTCHI

GLI3
ITGB1

Figura 5.13 Diagrama de Venn de las conjunciones de genes relacionados con el miR-342-3p y con la
regulacion negativa de la proliferacion celular, la regulacidn positiva de la diferenciacion celular y con vias

significativas en los procesos cancerigenos.

A continuacion, se detallan en la Tabla 5.2 los resultados obtenidos siguiendo este esquema en

las diferentes cohortes.
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Tabla 5.2 Comparativa de expresiones relativas, analisis in silico y enriquecimiento de genes de los diferentes miARNs que resultaron tener una capacidad discriminatoria
significativa entre pacientes Ry NR a la QNA en los diferentes fenotipos y en la cohorte entera.

Fenotipo/cohorte  MIARN p-valor Estadistico Expresion Procesos |m_pI|cados en cancer de mama Genes regu[ados por el npARN
R vs NR relacionados con el miARN que acttan en las 3 vias
Regulacion negativa proliferacion celular. JUN
Global miR-342-3p  0,0177 U-Mann Regulacion positiva diferenciacion celular. GLI3
Vias tumorigeénicas. ITGB1
. . CDK1
Regulacion negativa muerte celular programada. PIK3R1
LumB HER2 miR-221-3p  0,0359 t-test Vias tumorigénicas. P53
Neoplasias mamarias.
IL6
Metabolismo de farmacos. PTGS2/COX-2
miR-194-5p  0,0373 U-Mann Vias tumorigénicas. MYC
HER2 LumB Regulacion negativa ciclo celular. JUN
HER?2 Regulacion negativa proliferacion celular. JUN
miR-342-3p  0,0089 U-Mann Regulacion positiva diferenciacion celular. GLI3
Vias tumorigénicas. ITGB1
Metabolismo de farmacos. PTGS2/COX-2
miR-194-5p  0,0339 U-Mann Vias tumorigeénicas. MYC
Regulacion negativa ciclo celular. JUN
HER2
Muerte celular programada. MYC
miR-222-3p  0,0244 t-test Regulacion negativa proliferacién celular. TP53
Neoplasias mamarias y metastasis.
TN - - -

Nota: Las flechas verdes (hacia arriba) significan sobreexpresién. Las flechas rojas (hacia abajo) significan expresion disminuida.
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Aparte de los miARNSs en los que la diferencia de expresiones relativas entre pacientes Ry NR al
tratamiento con QNA fue estadisticamente significativa, se hallaron otros miARNS en los que el
p-valor, no fue menor a 0,05 pero tampoco superior a 0,1. Estos resultados se presentan en el la
Tabla A 8.6 del Anexo C. Aparte de estos resultados, también se afiaden en los anexos, los

resultados del analisis de las variables de confusion Tabla A 8.7 - Tabla A 8.12 del Anexo D.

No se encontraron diferencias significativas entre pacientes R y NR en las variables edad, peso,
altura, tamafio del tumor al diagndstico, antecedentes oncoldgicos y gestacionales, menopausia,
diabetes, HTA, hiperlipemia y tiroidismo en las cohortes HER2 y TN, asi como en la cohorte
entera. Ahora bien, en la cohorte LumB HER2 se encontrd una diferencia significativa entre las
edades de las pacientes R y NR. Concretamente las pacientes de esta cohorte que no tenian una
buena respuesta al tratamiento con QNA eran mas jovenes que aquellas que respondieron buen al
mismo tratamiento. También se encontraron diferencias significativas entre R 'y NR con relacion

al tamafio del tumor al diagndstico en la cohorte conjunta HER2 LumB HER2.

5.3. Resultados BL en glioma

En la caracterizacion de las VEs de pacientes diagnosticados de glioma, como se puede observar
en la Figura 5.14 A, se detecto la tetraspanina CD63 en todos los lisados de VEs provenientes de
los diferentes tipos de gliomas incluidos en este ensayo (GBM, astrocitomas y
oligodendrogliomas). Mediante un ensayo ELISA (Figura 5.14 B) también se identificaron
aquellas particulas con expresion del marcador de VEs CD9. Todas las muestras analizadas
presentan este marcador con una media de 7,04 x 10% particulas / pl (4,03 x 10® — 1,24 x 10°
particulas/ul). En la matriz de anticuerpos contra marcadores de exosomas, se detectaron las
proteinas FLOT-1, ICAML1, ALIX, CD81, CD63, EpCam, ANXA5 y TSG101 en las particulas
aisladas de los diferentes tipos de tumores gliales (Figura 5.14 C). En ninguno de ellos se detectd

la proteina de cis-golgi GM130, indicadora de contaminacion celular.

En la Figura 5.14 D se representan las concentraciones de proteinas de los gliomas de bajo grado
(GBG), los gliomas de grado 111y los de grado 1V. Se aprecia un incremento de la concentracion
de proteinas conforme aumenta el grado tumoral. Los GBG presentan la concentracion mas baja
mientras que los gliomas de grado IV la més alta. No sucede asi cuando se determina la
concentracion de ADN (Figura 5.14 E), pues no se encontraron diferencias significativas entre

los tumores de diferentes grados de agresividad.
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Figura 5.14 Caracterizacion de las VEs aisladas de los sueros de pacientes diagnosticados de glioma. A)
Western Blot con el marcador celular Calnexina y la tetraspanina CD63 como marcados de membrana de
VEs. B) Histograma de los valores de particulas CD9 +/ ml de diferentes muestras de gliomas. C) Matriz
de expresion de proteinas exosdmicas. D) Concentracion de proteinas de membrana de las VEs aisladas de
tumores gliales de diferentes grados de malignidad. E) Concentracion de ADN-VEs de tumores gliales de
diferentes grados de malignidad. *p < 0,05.

5.3.2. Validacion analitica de la deteccion de IDH 3%¢>A en glioma

Para la validacion analitica de la técnica, la determinacion del limite de deteccién y las
validaciones intra e interlaboratorio se llevo a cabo, tal y como se ha expuesto en el apartado 550,
un banco de diluciones con controles comerciales con y sin presencia de la mutacién ¢.395G>A
del gen IDH1.

En una primera aproximacion, para comprobar el éxito de la potenciacion del alelo mutado por
medio de la fast-TT-COLD-PCR, se procedi6 al analisis de los diferentes productos del banco de
diluciones detallado en el apartado 0. mediante la técnica de referencia en deteccion de

mutaciones puntuales: la secuenciacion Sanger.

1% 0,5% 0,25% 0,1%

11 15 13 11 15 13 11 15 13 11

Figura 5.15 Resultados de la secuenciacion del banco de diluciones de la mutacion ¢.394G>A del gen
IDHL1. Se aprecia la mutacion al 0,1 % asi como la ausencia de esta en el control WT.
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Como se puede observar en la Figura 5.15, con la potenciacion del alelo mutado mediante la TT-
fast-COLD-PCR, se llegd a detectar hasta un 0,1 % del alelo mutado en el 99,9 % de alelo WT.
Teniendo en cuenta el limite de deteccién (LdD) de la secuenciacion Sanger (£ 20 %), se pudo

confirmar gue la potenciacion estaba funcionando correctamente.

Una vez comprobada la efectividad de esta potenciacion, se procedi6 a la validacién analitica, por
medio de la determinacion del limite de deteccidn y la sensibilidad y especificidad analiticas, de
la combinacion de la propia TT-fast-COLD-PCR con la deteccion mediante la tecnologia DGL-
Tech™,

5.3.2.1. Determinacion del limite de deteccidn de la mutacion ¢.395G>A
del gen IDH1 mediante DGL-Tech™

Los resultados se obtuvieron mediante la observacion de los patrones colorimétricos de las sondas

dispuestas en las membranas de nylon, tal y como se indica en el apartado 4.4.6. En la Figura 5.16

puede observarse los diferentes patrones obtenidos de un banco de diluciones (del 1 % al 0,1 %

mas el WT) realizados en las pruebas de la validacion analitica.

/’

.

IDH1395G>A 1% IDHI395G>A 0,5% IDHI1395G>A 0,25% IDH1395G>A 0,1% IDH1395G

Figura 5.16 Representacién de los resultados obtenidos en una de las repeticiones de la validacion analitica.

Obsérvese que la mutacion se puede detectar hasta una dilucién del 0,1 %.

El limite de deteccion (LdD) de la técnica se determind como el menor porcentaje de mutacion
detectado por lo menos en un 90 % del total de repeticiones realizadas en los tres laboratorios
participantes de la validacion analitica. Tal y como se puede constatar en la Tabla 5.3, este criterio
se cumple en la dilucidn del 0,25 % de alelo mutado frente al 99,75 % de WT. Consecuentemente,

éste se determind como el limite de deteccion de la técnica.

5.3.2.2. Determinacion de la sensibilidad y especificidad analiticas

Como se puede observar en la Tabla 5.3, las diluciones de la mutacion al 1 % y al 0,5 % se
detectaron en el 100 % de las repeticiones realizadas, mientras que el 0,25 % se detect6 en un
91,67 %. Asi mismo, la presencia de la dilucion al 0,1 % de mutacidon fue detectada en un 36 %
de las pruebas. También se pudo comprobar que la especificidad de la determinacion fue del 100
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%, pues ninguno de los controles WT analizados dio resultado positivo para la mutacion
IDH13956>A.

Tabla 5.3 Resultados de la validacion analitica de la amplificacién con potenciacién del alelo mutado
fast-COLD-PCR y la deteccion mediante la tecnologia DGL-Tech™

1% E+ E- Total 0,5% E + E - Total
T+ 25 0 25 T+ 25 0 25
T- 0 25 25 T- 0 25 25
Total 25 25 Total 25 25

Sensibilidad: 100,00% VPP: 100,00%  Sensibilidad: 100,00% VPP: 100,00%
Especificidad: 100,00% VPN: 100,00%  Especificidad: 100,00% VPN: 100,00%

0,25% E+ E- Total 0,1% E+ E- Total
T+ 22 0 22 T+ 9 0 9
T- 2 25 27 T- 16 25 41
Total 24 25 Total 25 25 50

Sensibilidad: 91,67% VPP: 100,00% Sensibilidad: 36,00% VPP: 100,00%
Especificidad: 100,00% VPN: 92,59% Especificidad: 100,00% VPN: 60,98%
Nota: VPP: Valor Predictivo Positivo; VPN: Valor Predictivo Negativo.

La combinacion de las técnicas TT-fast-COLD-PCR y DGL-Tech™ permite una deteccion de la
mutacion 395G>A del gen IDH1 con una especificidad méaxima en todas las diluciones testadas,
pues no se observd ningin falso positivo. En cuanto a la sensibilidad, esta se presenta maxima
(100 %) en las diluciones 1 % y 0,5 % de alelo mutado frente WT. En la dilucion 0,25 % deja de
detectarse la mutacion en alguna de las repeticiones, aunque sigue presentando una buena
sensibilidad (91,67 %). Por ultimo, en la dilucién del 0,1 % de alelo mutado frente WT se detectan

solamente el 36 % de las repeticiones con presencia de mutacion.

5.3.2.3. Reproducibilidad intra e interlaboratorio

Para comprobar la reproducibilidad interlaboratorio se compararon en cada dilucion la
sensibilidad y especificidad de cada laboratorio (Tabla 5.4). Las determinaciones de los bancos
de diluciones se realizaron por triplicado en 3 laboratorios y 6 termocicladores diferentes. En total

participaron 5 técnicos en la ejecucion de la técnica de deteccion.

Tabla 5.4 Sensibilidad y especificidad en las diferentes diluciones del alelo mutado de cada laboratorio.

1,0% Laboratoriol Laboratorio2 Laboratorio3
Sensibilidad 100,00% 100,00% 100,00%
Especificidad 100,00% 100,00% 100,00%
0,5% Laboratoriol Laboratorio2 Laboratorio3
Sensibilidad 91,67% 100,00% 100,00%
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Especificidad 100,00% 100,00% 100,00%
0,25% Laboratoriol Laboratorio2 Laboratorio3
Sensibilidad 80,00% 100,00% 100,00%
Especificidad 100,00% 100,00% 100,00%
0,1% Laboratorio1l Laboratorio2 Laboratorio3
Sensibilidad 16,67% 60,00% 55,56%
Especificidad 100,00% 100,00% 100,00%

La especificidad respecto al alelo mutado se mantuvo en un 100 % en todas las diluciones
analizadas en todos los laboratorios. Por lo contrario, la sensibilidad disminuy6 a medida que
menguaba la concentracion de alelo mutado. Esta disminucidn se evidencia ya en la dilucion del
0,5 % de alelo mutado en el laboratorio 1, mientras que tanto en el laboratorio 2 como en el

laboratorio 3 no deja de detectarse la mutacion hasta el 0,1 % de alelo mutado.

En la validacidn intralaboratorio se compararon los resultados obtenidos por diferentes técnicos
y en diferentes termocicladores. Estos resultados, igual que en el ensayo de reproducibilidad
interlaboratorio, no presentaron diferencias en cuanto a sensibilidad y especificidad (datos no

mostrados).

Una vez realizada la validacion analitica, se procedié a la ejecucion de la validacién clinica a

través de las muestras de la cohorte de tumores gliales.

5.3.3. Validacion clinica de la deteccion de IDH3%%>A en glioma

Todos los aislamientos de VEs del suero de los pacientes de esta cohorte se realizaron mediante
el protocolo basado en la precipitacién con PEG8000, descrito en 4.2.1. Para las extracciones del

ADN en la validacion clinica se recurri6 al protocolo descrito en el apartado 4.4.3.

Para la validacion clinica se compararon las detecciones realizadas con la tecnologia DGL-Tech™
y la secuenciacion de los productos de la TT-fast-COLD-PCR obtenidos de BL contra los
resultados de las tinciones de IHQ realizada sobre los tejidos FFPE. A continuacion, se detallan

los procedimientos realizados.

5.3.3.1. Deteccion de la mutacion IDH1 R132H en los tejidos

parafinados mediante inmunohistoquimica

Para la determinacion de la presencia de la mutacion R132H del gen IDH1 en tejido, se obtuvieron
las tinciones IHQ de los tumores gliales en los diferentes hospitales de origen. Ademas, se realizo

una segunda tincion mediante la misma técnica en el laboratorio de la Fundacion HM en Monte
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Principe. La determinacion de la mutacién R132H del gen IDH1 se realiz6 en los tejidos FFPE
de las muestras con la clona H09 (Ventana, Roche Diagnostics). En la Tabla 5.5 se representa el

estado de la mutacion R132H de las muestras del proyecto.

Tabla 5.5 Estado de la mutacion R132H de los gliomas de la cohorte mediante tincion IHQ.

Estado IDH1 R132H IHQ N %
Mutacion R132H presente 45 27,44 %
Mutacion R132H no detectada 119 72,56 %
TOTAL (N) 164

De las 45 muestras que presentaban tincion positiva en la IHQ para la mutacion R132H, 25 se
clasificaron como astrocitomas, 17 presentaban histologia de oligodendroglioma, 2 se
correspondieron con gangliogliomas y el restante fue clasificado como GB.

A continuacion, se procedié al aislamiento de VEs mediante el protocolo basado en la
precipitacion con PEG8000. Asi mismo, se extrajo el ADN encapsulado en las VEs del que se

determind la concentracién y pureza.

5.3.3.2. Cuantificacion del ADN

La media de las concentraciones de los ADN-VEs provenientes de sueros de pacientes con
gliomas cuantificados mediante el espectrofotometro EPOCH (BioTek Instruments) fue de 79,33
ng/ul (27,27 — 265,24 ng/ul) y la media de la ratio 260/280 se determiné en 2,02 (+ 0,38). Con
estas concentraciones y ratios se pudo proceder a la amplificacion con potenciacion del alelo
mutado mediante la técnica TT-fast-COLD-PCR para el analisis de la mutacion ¢.395G>A del

gen IDH1 de las 164 muestras incluidas en el proyecto.

La cantidad y pureza del ADN fue suficiente para proceder a la amplificacion y a la deteccion de
la mutacion ¢.395G>A del gen IDH1.

5.3.3.3. Amplificacion del ADN con potenciacion del alelo 395G>A

De las 164 muestras procesadas en el estudio 84 amplificaron correctamente (51,22 %), 55 no
presentaron banda de amplificacion (33,54 %) y 25 (15,24 %) presentaron un patrén de
amplificacién inespecifico. Estas Ultimas pueden dividirse en dos grupos: las que presentan

amplificacion de la region incluida entre los cebadores y las que no.

Se detecto el codon 132 del gen IDH1 en mas de la mitad de las muestras de ADN procedentes el

aislamiento de VEs del suero de pacientes con tumores gliales.
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La deteccion de la mutacion IDH13%¢>A se realizd en todas las muestras tanto a través de la

secuenciacion Sanger como mediante la tecnologia DGL-Tech™,

5.3.3.4. Deteccion mediante secuenciacion del alelo 395G>A

Se secuenciaron aquellas muestras que presentaron una éptima amplificacion méas aquellas con
patrones no especificos en las que se observé amplificacion de la region comprometida entre los
dos cebadores. Finalmente, un total de 96 muestras (58,54 %) fueron secuenciadas. De estas, se
pudieron analizar 69 (42,07 % del total de muestras; 71,88 % de las muestras secuenciadas)
mientras que 27 muestras (28,12 % de las secuencias) presentaron resultados no valorables (NV).
De las 69 muestras analizadas por secuenciacion, 4 presentaron la mutacién ¢.395G>A del gen
IDH1 (5,80 %), en 1 se detect6 la mutacion ¢.395G>T (p.R132L). A modo de representacion de
los resultados, en la Figura 5.17, se muestran las secuenciaciones del codén R132 de tres muestras

con resultado positivo, negativo y NV.

B C
TCGBM41 TCGBM42 TCGBM48
i € 6 T T € G T N G G T
14 13l 9 7 10 8
10 11 13

Figura 5.17 Representacion de los resultados obtenidos por secuenciacién de los amplicones resultantes de
la amplificacion con potenciacion del alelo mutado. A) Muestra TCGBM41 con resultado positivo para la
mutacion ¢.395G>A. B) Muestra TCGBM42 con resultado negativo para la mutacion ¢.395G>A. C)
Muestra TCGBM48 con resultado no valorable.

En total, mediante la conjuncion de la potenciacion del alelo mutado con la TT-fast-COLD-PCR
y la secuenciacion, se llegaron a detectar 5 mutaciones en el gen IDH1 analizando el ADN

encapsulado en VEs aisladas de sueros de pacientes diagnosticados de glioma.

Con estos datos, se procedié al andlisis de sensibilidad y especificidad de las técnicas de

potenciacion y secuenciacion.
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5.3.3.5. Analisis de la sensibilidad y especificidad de la deteccion, post

TT-fast-COLD-PCR, de la mutacion IDH13%%>A por secuenciacion

Los productos de la reaccion de amplificacion con potenciacién del alelo mutado mediante la TT-
fast-COLD-PCR secuenciados, se sometieron a analisis comparandolos con los resultados
obtenidos por IHQ. Actualmente, la IHQ es la técnica de referencia usada en los hospitales para
la determinacion de la mutacion R132H en IDH1 en tejido FFPE.

Tabla 5.6 Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de la combinacién de la amplificacién mediante fast-
COLD-PCR y la deteccion por secuenciacion.

IHQ + IHQ - Total
SEC + 4 1 5
SEC - 19 45 64
Total 23 46 69
Sensibilidad: 17,39 % VPP: 80,00 %
Especificidad: 97,83 % VPN: 70,31 %

VPP: Valor Predictivo Positivo; VPN: Valor Predictivo Negativo

Como se observa en la Tabla 5.6, la sensibilidad de la combinacion de la amplificacion con
potenciacion del alelo mutado TT-fast-COLD-PCR con la deteccion mediante secuenciacion fue
del 17,39 %. No obstante, la especificidad de la combinacién de ambas técnicas se calculé en un
97,83 %. EI VPP y VPN se establecieron en 80,00 % y 70,31 % respectivamente.

Analizadas la sensibilidad y especificidad de las secuenciaciones, se procedi6 con el estudio de
la mutacion IDH13%%>A en las muestras de gliomas, mediante los mismos productos amplificados,

con la tecnologia DGL-Tech™.

5.3.3.6. Deteccion del alelo mutado 395G>A mediante la tecnologia
DGL-Tech™

Los mismos productos de la TT-fast-COLD-PCR que se analizaron por secuenciacion Sanger, se
sometieron a la deteccién a través de la tecnologia DGL-Tech™. Por consiguiente, se procesaron
con esta técnica especifica para la deteccion de la mutacion IDH13%¢>A 96 ADNs extraidos de
VEs aisladas de sueros de pacientes con glioma. Se pudieron valorar 72 muestras (43,90 % del
total de las muestras; 75,00 % de las muestras procesadas), mientras que 24 resultaron no
valorables (NV) (25 % de las muestras procesadas). De las muestras analizadas, 69 se reportaron
como WT (95,83 %) y se detectd la mutacion IDH13*C>A en 3 de ellas (4,34 %). Se ilustra en la
Figura 5.18, una representacién de como se valoran los resultados obtenidos mediante la

tecnologia de DestiNA.
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TCGBM48 TCGBM46 TCGBMS56

Figura 5.18 Representacion de los resultados de la deteccion de IDH1R?" mediante DGL-TechTM. A)
Muestra TCGBM48 con resultado no valorable. B) Muestra TCGBM46 con resultado negativo para la
mutacion ¢.395G>A. C) Muestra TCGBM56 con resultado positivo para la mutacion ¢.395G>A.

Mediante la combinacion de la TT-fast-COLD-PCR y la deteccion con DGL-Tech™, se
detectaron 3 mutaciones en BL de suero de pacientes diagnosticados con glioma. Siguiendo con
la validacidn clinica de este ensayo, se realizaron las comparaciones de estos resultados con los
obtenidos mediante el gold standard en la deteccion de mutaciones puntuales: la secuenciacion

Sanger.

5.3.3.7. Comparativa de los resultados de la deteccion mediante la
tecnologia DGL-Tech™ con los resultados obtenidos a través de la

secuenciacion

Con afén de averiguar la capacidad de deteccion del sistema basado en sondas modificadas
adheridas a membranas de nylon (DGL-Tech™) se realizd un estudio de sensibilidad y
especificidad tomando como referencia los resultados obtenidos mediante secuenciacion.
También se calcularon los valores predictivos positivo y negativo. Estos resultados se reflejan en
la Tabla 5.7.

Tabla 5.7 Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN de la combinacion de la amplificacion mediante fast-
COLD-PCRy la deteccién mediante la tecnologia DGL-Tech™.

SEC + SEC - Total
DGL + 2 1 3
DGL - 1 61 62
Total 3 62 65
Sensibilidad: 66,67 % VPP: 66,67 %
Especificidad: 98,39 % VPN: 98,39 %

VPP: Valor Predictivo Positivo; VPN: Valor Predictivo Negativo

La deteccion de la mutacion IDH1%%>A mediante el innovador sistema de deteccion de

mutaciones basado en sondas modificadas adheridas a membranas de nylon, presentd una
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sensibilidad del 66,67 % y una especificidad del 98,39 % en relacién con la actual técnica de
referencia en deteccion de mutaciones puntuales. Dos de las 3 mutaciones detectadas mediante
DGL-Tech™ también se observaron en la deteccion por secuenciacion, mientras que una de ellas,
solamente se detecté mediante la tecnologia DGL-Tech™. También una de las mutaciones
detectadas por secuenciacion no fue detectada por la DGL-Tech™. Ambas muestras, se
determinaron como positivas en la tincién IHQ sobre tejido FFPE. La comparativa entre los
resultados de IHQ contra los resultados de la tecnologia DGL-TechTM se presentan en la Tabla
A 8.12 del Anexo D.
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6. Discusion

6.1. VEs

La BL ha emergido como una herramienta complementaria a las biopsias convencionales capaz
de aportar informacion adicional para un mejor manejo clinico de los pacientes oncoldgicos.
Como ya se ha comentado en este documento, las principales aportaciones de los analisis en BL
son: la capacidad de englobar los diferentes clones de un mismo tumor en un solo anélisis; la
capacidad de realizar un diagndstico temprano; evaluar la respuesta a tratamientos y realizar
seguimientos (Du et al., 2018; Garcia-Romero et al., 2018; Wan et al., 2021). Todo ello usando
técnicas minimamente invasivas, evitando el quir6fano y mejorando asi, la calidad de vida del

paciente oncolégico.

En esta tesis se ha optado por las VEs como objeto de estudio de la BL por dos razones diferentes:
por su capacidad de encapsular miARNs y protegerles de la accion de las ARNasas y porque,
contrariamente al ADNIc (De Mattos-Arruda et al., 2015), las VESs son capaces de atravesar la
BHE, permitiendo el estudio de del ADN proveniente de células gliales (Garcia-Romero et al.,
2017a).

Asimismo, y con la finalidad de refinar el aislamiento de las VES provenientes de los tumores de
mama y de los gliomas que nos permitiese obtener una cantidad suficiente de acidos nucleicos

(AN-VES), se realiz6 una comparativa de 4 metodologias de aislamiento de VEs.

Aqui se presenta el método de aislamiento mediante PEG8000 como un procedimiento coste-
efectivo que ofrece un alto rendimiento en la recuperacion de VEs. En un primer experimento, el
analisis NTA demostré que el método de precipitacion PEG8000 fue el que mas particulas
recupero partiendo de cualquiera de los volimenes iniciales de suero, seguido del kit comercial
también basado en la precipitacién Exoquick®, contrastando los resultados obtenidos por otros
investigadores en trabajos similares (Tang et al., 2017; Ludwig et al., 2018). Tanto el kit
comercial PureExo® como la UC presentaron un rendimiento sorprendentemente bajo en el
aislamiento de particulas. En cuanto al tamafio de las particulas aisladas, todos los protocolos
presentaron un rango (50 — 120 nm) acorde al de las VEs, aunque las particulas recuperadas por
la UC fueron de mayor tamafio. Una posible explicacion del menor tamafio de particulas
observados en los tres métodos restantes seria la presencia de disolventes organicos en los
reactivos de los kits. Estos disolventes podrian degradar la membrana de las VESs de mayor tamafio
debido a la abundancia de fosfatidilserina en sus membranas (El Andaloussi et al., 2013).
Mediante este estudio, queda demostrado que las particulas aisladas por los diferentes métodos

aqui analizados presentan diametros acordes a los que presentan las VES.
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Otra forma de estimar el nimero de VEs aisladas es midiendo la concentracion de proteinas totales
y de membrana, asi como la realizacién de una cuantificacion basada en anticuerpos. En este
trabajo se optd por la cuantificacion de la tetraspanina CD9 con EXOELISA (Naseri et al., 2021).
Tanto en la deteccién de proteinas totales y de membrana como en el ensayo EXOELISA, el kit
comercial Exoquick® fue el que presenté un mayor rendimiento. Si bien estos resultados no
concuerdan con el nimero de particulas detectado mediante NTA, en el que el método PEG8000
obtuvo un mayor nimero de particulas/ul, la mayor presencia de proteinas en el protocolo
Exoquick® se podria explicar por una sedimentacion de proteinas no procedentes de las VEs
(Franquesa et al., 2014; Zarovni et al., 2015). En este sentido, los resultados del indice de pureza
muestran como el PEG8000 presenta un valor ligeramente superior al de Exoquick® las técnicas
UC y PureExo® fueron las que reportaron un mayor indice de pureza en todos los volimenes
iniciales de suero, coincidiendo con los resultados presentados por Patel y colaboradores (Patel et
al., 2019).

Siguiendo con el anélisis de proteinas y con afan de confirmar que las particulas aisladas,
realmente fuesen VESs, se estudiaron diferentes marcadores de membrana, confirmandose la
presencia de FLOT-1, ICAM1, ALIX, CD81, CD63, EpCam, ANXA5 y TSG101. Sin embargo,
en la UC se detect6 un perfil de proteinas significativamente diferente al del resto. Este fenémeno
se puede explicar debido a la diferencia en la distribucion de tamafios de las VESs, ya que las de
mayor tamafio presentan diferentes marcadores de membrana debido a su distinta biogénesis
(Kalra, Drummen and Mathivanan, 2016; Gurung et al., 2021). También se descartd la
contaminacion celular en los aislamientos al no observarse sefial para los marcadores de organulos
calnexina y GM130 (Scharadin et al., 2011). La poblacién de particulas CD63 positivas,
confirmada por citometria de flujo, fue similar a las descritas en publicaciones anteriores
(Manterola et al., 2014) y confirmadas en trabajos posteriores (Gassmann et al., 2021). Aunque
el aislamiento mediante el PEG8000 no es capaz de aislar un tipo exclusivo de VESs, como
tampoco de separar aquellas VEs que provengan de tipos celulares especificos, este podria
presentarse cOmMo una separacion previa a esta estratificacion (Rider, Hurwitz and Meckes, 2016;
Martinez-Greene et al., 2021).

Finalmente, y persiguiendo el objetivo expuesto en esta tesis de obtener suficientes ANs para
poder proceder con la deteccidn de perfiles de expresion de miARN y la deteccion de mutaciones
a partir del ADN, se compar6 mediante dPCR - por primera vez segin nuestro conocimiento - la
cantidad de ANs recuperados con los cuatro procedimientos de aislamiento de VEs. En primer
lugar, el nimero de copias por pl incrementaba con el aumento del volumen de partida, no solo
reforzando los resultados de particulas aisladas, sino probando la repetibilidad de la técnica.
Sorprendentemente, aunque en nuestra aproximacion se detectaron menos VEs, el rendimiento en

la extraccion de AN con la UC fue similar al de los métodos con los que se detectdé mas ADN
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(Exoquick® y PEG8000). Estos resultados corroboran los obtenidos en el andlisis del tamafio de
las particulas aisladas, y apuntan a que las VEs aisladas mediante UC se corresponderia con las
vesiculas de mayor tamarfio, que corresponde con los AB. Estos, tanto por su mayor tamafio como
por su biogénesis, presentan una mayor cantidad de ADN (Vagner et al., 2018; Elzanowska,
Semira and Costa-Silva, 2021). Algunos autores cualifican el ADN encapsulado en los AB
(ADN-AB) como desechos de la degradacion del ADN gendmico celular (Paludan and Bowie,
2013) otras publicaciones indican que el ADN-AB podria estar involucrado en la transmision
horizontal del material genético entre células (Fischer et al., 2016).

Teniendo en cuenta que el método basado en PEG8000 es un protocolo que ofrece un alto
rendimiento en la recuperacion de VES y que la recuperacion de AN de estas VES ofrece una alta
efectividad en comparacién con otros métodos comerciales e incluso con el gold-standard UC,
podemos afirmar que el protocolo mediante PEG8000 es un método alternativo para la
recuperacion de AN-VEs. Ademas, al ser un protocolo sencillo, econémico y réapido, nos
decantamos por la aplicacion de éste en el aislamiento de VES de sueros procedentes de pacientes

diagnosticados de cancer de mama y glioma.

6.2. BL en cancer de mama

Gracias a la notable mejora de los avances en técnicas de imagen y al aumento de los cribados en
la poblacion, los tumores de mama generalmente son detectados en fases iniciales. Ademas, los
procedimientos de anatomia patoldgica y patologia molecular actuales propician una mejor
clasificacion de los tumores mamarios basada en el analisis de biomarcadores en tejido. Esta
clasificacion permite, a su vez, una mas ajustada administracion de farmacos con buenos indices
de respuesta (Duffy et al., 2017), dirigiendo cada vez mas los tratamientos hacia una medicina
personalizada. Aparte de la entrada en accion de nuevos tratamientos dirigidos y de la
inmunoterapia, la administracion de farmacos convencionales previos a la cirugia
(neoadyuvancia, NA) también parece aumentar la respuesta en los tumores mamarios,
especialmente en los fenotipos TN y HER2 sobreexpresado (Cardoso et al., 2019). A pesar de
estos avances, una fraccion de las mujeres tratadas de cancer de mama presentan progresion de la
enfermedad a corto 0 a largo plazo. En este sentido, sigue siendo necesaria la busqueda y
estandarizacion de nuevos biomarcadores para la deteccion temprana, el prondstico, la evaluacion
de las terapias y la monitorizacion. Es en estas situaciones donde la BL se presenta como una
herramienta de gran utilidad para la exploracion de nuevos biomarcadores que, a su vez, permitan

la estratificacion de las respuestas a los tratamientos administrados (Oitabén et al., 2022).

Ahora bien, nos encontramos en el apogeo de la era de la oncologia personalizada y de precision,
y la BL es su punta de lanza. Al ser un procedimiento minimamente invasivo, la BL permite la

monitorizacion y evaluacion de la terapia evitando los efectos secundarios propios de las biopsias,
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mejorando la calidad de vida de las pacientes con patologias mamarias (Ignatiadis, Sledge and
Jeffrey, 2021). En los biofluidos corporales podemos encontrar diferentes biomarcadores
liberados por las células tumorales. De entre ellos, destacan los miARNs por su buena
preservacion y por su rol en la regulacién de diferentes procesos celulares y en la comunicacion
intercelular (Makarova et al., 2021). En cancer de mama diferentes estudios indican los miARNSs
como potenciales biomarcadores en: deteccidn temprana (lorio et al., 2005), prondstico (Z. Zhang
et al., 2020), metastasis (Tang et al., 2012; Haider, Smit and Taipaleenméki, 2022) y también
como predictivos de respuesta a la quimioterapia neoadyuvante (QNA) (Di Cosimo et al., 2019;
Isca et al., 2021; Xing et al., 2021).

Con la finalidad de hallar miARNS capaces de discernir entre las pacientes que respondian de las
gue no respondian a los tratamientos de QNA, se plante6 un ensayo con 50 miARNSs en una
cohorte de pacientes con fenotipos extremos (N = 137): HER2 sobreexpresado, luminales B con
HER2 sobreexpresado y TN. Tras su correspondiente procesamiento, pudimos evaluar 20
miARNSs en el grupo HER2 y 21 en los grupos TN y LumB HER. Este reducido ndmero de
miARNSs detectados puede ser debido principalmente a dos motivos: por un lado, se encuen