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RESUMEN

Del afio 1990 al 2016, el nimero de casos de personas con cancer en el pais ha aumentado en un
260% y sigue creciendo. El cancer es un problema global y causa millones de muertes al afio. Debido a
esto, gran cantidad de dinero es dirigido al descubrimiento de nuevas o mejoradas drogas como

tratamiento, campafias de prevencion y desarrollo de pruebas para la deteccion temprana.

Actualmente se utilizan técnicas moleculares, como secuenciacion de nueva generacion (NGS), para
detectar variantes presentes en tejido tumoral. Sin embargo, el estandar de oro para la secuenciacion de

ADN sigue siendo la secuenciacion de Sanger.

Con el objetivo de confirmar la presencia de variantes detectadas por NGS en tumores solidos de
poblacion guatemalteca, se realizo la optimizacion de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y andlisis de secuencia por secuenciacion de Sanger. Se disefiaron 40 cebadores para la
amplificacion de las regiones de interés, con los cuales se obtuvo un 70% de éxito en la amplificacion de

las muestras y 71% de confirmacion de variantes esperadas.
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I.  INTRODUCCION

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo, en 2015 causé 8.8 millones de muertes.
Alrededor del 70% de las muertes se registran en paises de ingresos medios y bajos, en los que la
deteccion en una fase avanzada, la falta de diagndstico y tratamiento son problemas frecuentes. Menos
del 30% de los paises de ingresos bajos ofrecen tratamiento a enfermos oncoldgicos y solamente 20%

disponen de datos necesarios para impulsar politicas de lucha contra esta enfermedad (OMS, 2018).

Los tipos de cancer que tienen mayor incidencia en Guatemala son: cervicouterino, estomago,
prostata, higado, mama y pulmon. El tratamiento con radioterapia y quimioterapia esta disponible en el
Hospital e Instituto de Cancerologia “Dr. Bernardo del Valle S.” (INCAN), Instituto Guatemalteco de
Seguridad Social (IGSS) y, clinicas y hospitales privados (OMS, 2014). Segtin la Liga Nacional Contra
el Cancer de Guatemala, 3,500 casos nuevos son detectados cada afio. Alrededor de 2,000 pacientes son

tratados con radioterapia y 8,700 con quimioterapia (INCAN, 2018).

La mayoria de los fondos disponibles estan dedicados a la investigacion sobre el tratamiento del
cancer, la biologia del cancer y las causas del cancer. Solo una pequefia fraccion se destina a la deteccion
temprana y la prevencion (Moses ef al., 2005). Hasta que se desarrollen agentes terapéuticos con mayor
potencia y efectos secundarios minimos, la mejor opcion actual para reducir la morbilidad y mortalidad
por cancer es la deteccion temprana (Vogelstein ef al., 2013). Antes de la metastasis, la mayoria de los
tumores sélidos pueden curarse con los métodos quiriirgicos existentes e incluso cuando se produce
metastasis, la terapia adyuvante o cirugia adicional pueden conducir a la cura a algunos pacientes

(Bettegowda et al., 2014).

Actualmente se utiliza la secuenciacion de nueva generacion (NGS) para analizar todo el genoma
humano o, con un enfoque mas especifico, algunos paneles de genes asociados al cancer en muestras de
tumores solidos. Debido a la variabilidad en la tecnologia de captura del método de NGS, Ila
secuenciacion de Sanger se utiliza para confirmar variantes encontradas por NGS antes de ser reportadas
clinicamente ya que se considera un estandar de oro para la secuenciacion de ADN. La secuenciacion de
Sanger es un método simple y sensible que permite la confirmacion de cambios de un solo nucleétido en

el ADN.

En el Instituto para la Investigacion Cientifica y la Educacion Acerca de las Enfermedades Genéticas
y Metabolicas Humanas (INVEGEM), estd disponible el analisis molecular de un panel de 26 genes
asociados a cancer, por medio de NGS. La NGS es el método méas moderno que existe actualmente, pero
dado el elevado costo es dificil ponerlo a disposicion de la poblacion guatemalteca, que necesita conocer
las variantes génicas de su genoma y tener la posibilidad de accesar tratamientos de medicina
personalizada. Este estudio tuvo como objetivo confirmar la presencia de las variantes que han sido

encontradas por NGS, utilizando el método de Sanger. Para ello se establecieron las condiciones ptimas



de amplificacion por PCR de las variantes encontradas en distintos genes asociados a diferentes tipos de

cancer.



II. OBJETIVOS

A. Objetivo general
Confirmar y validar la presencia de variantes detectadas por Secuenciacion de Nueva Generacion
(NGS) en muestras de tumores sélidos utilizando las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) y secuenciacion de Sanger bidireccional.

B. Objetivos especificos
1. Disefiar cebadores especificos para identificar algunas de las variantes detectadas por NGS y
confirmar su presencia.
2. Estandarizar y optimizar la técnica de PCR con los cebadores especificos disefiados para
confirmar algunas de las variantes detectadas por NGS.
3. Analizar las secuencias obtenidas por el método de Sanger para confirmar las variantes

detectadas por NGS.



II. JUSTIFICACION

Este estudio forma parte de una serie de investigaciones realizadas por INVEGEM, que tienen como
fin generar los primeros datos de caracterizacion genética de diversos tumores so6lidos de la poblacion
guatemalteca. En Guatemala, un panel de 26 genes asociados a cancer por medio de NGS, es el tinico
analisis genético para identificar las variantes patogénicas que causan distintos tipos de cancer. En paises
desarrollados se utiliza cominmente la secuenciacion masiva de nueva generacion de muestras
amplificadas por PCR, como método para la deteccion de estas variantes. Debido al alto costo que implica
la tecnologia de secuenciacion de nueva generacion, muchas investigaciones han aplicado la técnica de
PCR y secuenciacion de Sanger para la deteccion de las variantes, sin necesidad de secuenciar la totalidad

de los genes y exones.

En este protocolo se utilizaron las técnicas de PCR y secuenciacion de Sanger para detectar,
identificar y confirmar variantes previamente detectadas por NGS en muestras de ADN de tumores
solidos de guatemaltecos. Ademas se implementé una metodologia de menor costo, que puede ser
utilizada para la deteccion de familiares en riesgo o como un tamizaje a gran escala de la poblacion en

general.

Caracterizar genéticamente los tumores solidos tiene implicaciones clinicas directas como: excluir
el surgimiento de complicaciones, tomar una decision de caracter preventiva, obtener consejeria genética
y una posibilidad de obtener un tratamiento de medicina personalizada. Por lo que los resultados

generados en este proyecto pueden ser de gran impacto para los pacientes.



IV. MARCO TEORICO

A. Tumores

El cancer es un grupo de enfermedades que se desarrollan a lo largo del tiempo e involucran la
division descontrolada de las células del cuerpo. Puede desarrollarse en cualquier tejido del cuerpo y
aunque cada tipo de cancer tiene sus propias caracteristicas, los procesos basicos que lo producen son
muy similares en todas las formas de la enfermedad (McKinnell, Parchment, Perantoni, Pierce, &
Damjanov, 20006).

Un tumor es cualquier proliferacion anormal de células que puede ser benigna o maligna. Un tumor
benigno permanece en su ubicacion original, sin invadir el tejido normal circundante ni extenderse a
sitios distantes del cuerpo. Un tumor maligno es capaz de invadir el tejido normal circundante y
propagarse por todo el cuerpo a través de los sistemas circulatorio o linfatico porque la reproduccion
celular es descontrolada e independiente de las células maduras originales (Figura 1) (Weinberg &

Weinstein, 1996).

Figura 1. Etapas del desarrollo de un tumor maligno
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1. Generalidades

El cancer principia cuando una célula se libera de las restricciones normales en la division celular y
comienza a seguir su propio proceso para la proliferacion. Todas las células producidas por la division
de esta primera célula ancestral y las producidas a partir de su progenie muestran una proliferacion
inapropiada. La transformacion progresiva de células normales, a derivados malignos, se origina de
mutaciones en el material genético. Estas mutaciones le brindan a la célula la capacidad de dividirse a

una tasa mayor y generar una descendencia que conserva esta mutacion (Vogelstein & Kinzler, 2002).

Las células cancerosas pueden tener la capacidad para influir en las células normales, moléculas y
los vasos sanguineos que rodean y alimentan las células de un tumor. Los tumores también pueden utilizar

el sistema inmunitario para seguir vivos y crecer. Normalmente, las células del sistema inmune son



capaces de eliminar a estas células tumorales. Sin embargo algunas células pueden adquirir, a través de

mutaciones, nuevas capacidades que les permiten evadir estos mecanismos de control (Raddon, 2007).

2. Incidencia

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial. En la Figura 2 se representa el niumero de
personas con cancer en el afio 2016 alrededor del mundo (IHME, 2017). En 2015, 8.8 millones de
personas fallecieron a causa de cancer, lo cual significa que una de cada seis defunciones en el mundo
fueron por esta enfermedad. Los cinco tipos de cancer que causan un mayor nimero de fallecimientos
son: pulmonar, hepatico, colorrectal, gastrico y mamario. Cerca del 70% de las muertes por cancer se

registran en paises de ingresos medios y bajos (OMS, 2018).

Figura 2. Numero de personas con cancer en el mundo en el afio 2016
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(IHME, 2017)

En Guatemala, 36.5% de las muertes por enfermedades cronicas corresponden a cancer en todas las
formas, esto es mas de la tercera parte del total. Segtin la Liga Nacional Contra el Cancer de Guatemala,
3,500 casos nuevos son detectados cada afio (INCAN, 2018). Desde el afio 1990 al 2016, el ntimero de

personas con cancer en el pais ha aumentado en un 260% (Figura 3) (IHME, 2017).

Los tipos de cancer que mas se registran en Guatemala son: cervicouterino, mama, pulmon, prostata,
estomago e higado (Figura 4) (OMS, 2014). Anualmente se detectan 1,500 casos de cancer cervicouterino

principalmente en mujeres pobres, indigenas y de areas rurales del pais (OPS, 2013).



Figura 3. Numero de personas con cancer en los afios 1990-2016 en Guatemala
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3. Diagnostico de tumores s6lidos en Guatemala

Se estima que entre el 30-40% de los casos de cancer pueden prevenirse mediante la deteccion

temprana (OPS, 2013). Pero en el afio 2017, solo el 26% de los paises de ingresos bajos informaron que

el sistema de salud publica contaba con servicios de patologia para atender a la poblacion en general

(OMS, 2018). Segun la OMS, Guatemala tiene reportes de la deteccion precoz del cancer cervicouterino

y mama. La prueba de diagnostico/deteccion generalmente disponible en la atencion primaria publica

para el cancer cervicouterino es la visualizacion con acido acético (VAA). Para el cancer de mama es la

palpacion y exploracion clinica de la mama (ECM), ya que las pruebas de Papanicolaou y Mamografia

no estan disponibles en la atencion primaria publica (OMS, 2014).

En el Instituto Nacional de Cancerologia “Dr. Bernardo del Valle S.” (INCAN), se ofrecen los

siguientes servicios de diagnoéstico: Rayos X, Ultrasonido, Tomografia Axial Computarizada,
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Mamografia, Colonoscopia, Endoscopia, toma de biopsias, frotes por aspiracion y Papanicolaou

(INCAN, 2018). El Instituto para la Investigacion Cientifica y la Educacion acerca de las Enfermedades

Genéticas y Metabolicas Humanas (INVEGEM), ofrece el servicio de diagndstico de variantes de baja

frecuencia en 26 genes asociados a distintos tipos de cancer (Cuadro 1), incluidos los mas frecuentes en

la poblacién guatemalteca, en el que las muestras constan de biopsias de tejido tumoral embebido en

parafina. También se realiza la deteccion de variantes en los genes BRCAI y BRCA?2 asociados a cancer

de mama.
Cuadro 1. Genes analizados asociados a distintos tipos de cancer
Gen Nombre Localizacion Tamafio  Exones Enfermedad Codigo de
completo cromosémica (pb) asociada acceso de
secuencia
AKTI AKT 14q32.33 26,399 15 Cancer de mama, NC _000014.9
serina/treonin ovario y colorrectal
a quinasa 1
ALK ALK receptor  2p23.2-p23.1 730,597 29 Neuroblastoma, NC_000002.12
tirosin linfoma y cancer de
quinasa pulmon
APC regulador 5q22.2 138,734 20 Céncer colorrectaly ~ NC _000005.10
APC de la via estomago
de
sefalizacion
WNT
BRAF B-Raf 7q34 205,601 22 Céncer colorrectal, ~ NC_000007.14
protooncogen ovario y pulmén
serina/treonin
a quinasa
BRCAI BRCAI, 17q21.31 81,188 24 Cancer de mama, NC _000017.11
asociado a ovario, prostata,
reparacion de pancreas y colon
ADN
BRCA2 BRCA2, 13q13.1 84,192 27 Cancer de mama, NC _000013.11
asociado a ovario, prostata y
reparacion de pancreas
ADN
CDHI Cadherina 1 16g22.1 98,245 16 Cancer de mama, NC _000016.10
ovario, prostata y
gastrico difuso
hereditario
CTNNBI  Catenina beta 3p22.1 41,023 19 Tumor de Wilms, NC_000003.12
1 cancer de ovario,
colorrectal, higado,
tiroides y piel
EGFR receptor del Tpll.2 192,611 31 Céncer de pulmoén NC_000007.14
factor de
crecimiento
epidérmico
ERBB2 receptor de 17q12 40,578 32 Cancer gastrico, NC _000017.11
erb-b2 ovario, pulmén y
tirosina neuroblastoma
quinasa 2




Gen Nombre Localizacion Tamafio  Exones Enfermedad Codigo de
completo cromosémica (pb) asociada acceso de
secuencia
FBXW?7 F-box y 4q31.3 216,329 18 Céncerdemamay  NC 000004.12
dominio de ovario
repeticion
WD que
contiene 7
FGFR2 receptor de 10g26.13 120,128 24 Cancer de mama, NC 000010.11
factor de prostata y estbmago
crecimiento
de
fibroblastos 2
FOXL2 caja de 3gq22.3 2,913 1 Cancer de ovario NC_000003.12
horquilla L2
GNAQ subunidad de 9q21.2 315,714 8 Sindrome Sturge- NC_000009.12
proteina G Weber y melanoma
alfaq ocular uveal
GNAS locus 20q13.32 71,515 23 Sindrome McCune-  NC _000020.11
complejo Albright,
GNAS Heteroplasia 6sea
progresiva,
Hiperplasia
suprarrenal
macronodular
primaria, Displasia
fibrosa poliostotica
del hueso
KIT KIT 4ql2 82,787 21 Tumores del NC_000004.12
protooncogén estroma
, receptor de gastrointestinal y
tirosina leucemia mieloide
aguda
KRAS KRAS 12pl12.1 45,683 6 Leucemia mieloide =~ NC 000012.12
protooncogén aguda, cancer de
, GTPasa pulmén, pancreas y
colorrectal
MAP2K1 proteina 15q22.31 104,671 13 Céancer de pulmon,  NC 000015.10
quinasa leucemia, linfoma y
quinasa melanoma
activada por
mitégeno |
MET MET 7931.2 126,190 24 Carcinoma NC_000007.14
protooncogén hepatocelular,
, receptor de carcinoma papilar
tirosina de células renales y
quinasa cancer de pulmoén
MSH6 mutS 2pl16.3 23,872 12 Cancer de colon NC_000002.12
homologo 6 hereditario no
polipésico,
colorrectal,

endometrio y ovario




Gen Nombre Localizacion Tamafio  Exones Enfermedad Codigo de
completo cromosémica (pb) asociada acceso de
secuencia
NRAS protooncogén 1p13.2 12,302 7 Cancer somatico NC_000001.11
NRAS, rectal, folicular de
GTPasa tiroides, sindrome
linfoproliferativo
autoinmune,
sindrome de
Noonan y leucemia
mielomonocitica
juvenil
PDGFRA factor de 4q12 69,120 28 Leucemia NC _000004.12
crecimiento eosinofilica cronica
derivado de asociada a
plaquetas PDGFRA, tumores
receptor alfa estromales
gastrointestinales
somaticos y
familiares
PIK3CA fosfatidilinosi 3q26.32 91,979 23 Céncer de ovario, NC_000003.12
tol-4,5- mama, pulmon,
bifosfato 3- cerebro, colon y
quinasa estdbmago
subunidad
catalitica alfa
PTEN homologo de 10q23.31 108,305 10 Cancer de mama, NC _000010.11
fosfatasa y pulmén, prostata,
tensina endometrio, cerebro
y piel
SMAD4 miembro de 18g21.2 54,829 12 Cancer de colony NC _000018.10
la familia pancreas
SMAD 4
SRC SRC 20q11.23 60,747 17 Cancer de colon NC_000020.11
protooncogén
, ho-receptor
tirosina
quinasa
STK11 serina/treonin 19p13.3 22,636 10 Cancer de mama, NC_000019.10
a quinasa 11 pulmén, ovario,
colorrectal, cérvix,
piel y pancreas
TP53 proteina 17p13.1 19,148 12 Cancer de mama, NC 000017.11
tumoral p53 vejiga, pulmon,

piel, ovario,

cerebro, colorrectal,

higado y hueso

(National Library of Medicine, 2019)

4. Tratamiento

La deteccion de cancer en una fase avanzada y la falta de diagndstico y tratamiento son problemas

frecuentes. En 2017, mas del 90% de los paises de ingresos altos ofrecen tratamiento a los enfermos

oncoldgicos, mientras que en los paises bajos este porcentaje es menor al 30% (OMS, 2018).
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Hay diversos tratamientos para el cancer, pero el tratamiento a recibir dependera del tipo de cancer
que se tenga y de cuan avanzado esté. Para algunos tipos de cancer solamente se brinda una opcion
terapéutica, pero la mayoria son tratados con una combinacion. Algunos tratamientos que se brindan son:
cirugia, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia, terapia hormonal y trasplante de células madre (NIH,

2018).

En Guatemala, la radioterapia y quimioterapia estan disponibles solo en el INCAN y centros
privados. Segtin el INCAN, en el 2018 se atendieron 5,700 personas en el departamento de radioterapia
y 8,700 personas en el de quimioterapia (INCAN, 2018). La cirugia y algunas quimioterapias si estan
disponibles en hospitales publicos nacionales, pero el acceso a inmunoterapia, terapia hormonal y

trasplante de células madre es muy reducido y solamente se realizan en institutos privados.

a. Consejeria genética

Las pruebas genéticas se han convertido en una parte integral de la evaluacion y el manejo de riesgo
del cancer y ayudan a las personas a tomar decisiones sobre el tratamiento o las estrategias de prevencion.
La asesoria genética es un campo en expansion en la era de la medicina gendémica y personalizada. Esta
especialidad médica brinda atencién médica clinica, educacion y apoyo emocional a individuos y familias

que enfrentan enfermedades genéticas y hereditarias.

La declaracion politica de la Sociedad Americana de Oncologia Clinica del 2003 recomend6 las
pruebas genéticas bajo tres condiciones: el paciente tiene antecedentes personales que sugieren
susceptibilidad genética, la prueba puede interpretarse adecuadamente y los resultados de las pruebas

influirdn en la toma de decisiones médicas (Ciarleglio, Bennett, Williamson, Mandell, & Marks, 2003).

Los asesores genéticos brindan servicios a pacientes a lo largo de la vida al evaluar los antecedentes
familiares y ambientales para determinar el riesgo de enfermedad, asistencia en pruebas genéticas,
diagnoéstico, manejo y prevencion de enfermedades, y orientacion psicosocial y ética para ayudar a los
pacientes a tomar decisiones de salud y reproductivas informadas y auténomas (Vig & Wang, 2012). En
Guatemala no se cuenta con un acompafiamiento de consejeria genética en el area de salud publica. Sin
embargo hay clinicas con servicios de consejeria genética en instituciones y hospitales privados como

INVEGEM, Sanatorio El Pilar y Centro Médico.

B. Genética del cancer

El cancer puede denominarse una enfermedad genética, ya que es causado por cambios en los genes
que controlan la forma como funcionan las células, especialmente como crecen y se dividen. Los cambios
genéticos que causan cancer pueden heredarse de los padres o también suceden durante la vida de la

persona como resultado de errores que ocurren al dividirse las células o dafio al ADN causado por
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exposiciones del ambiente (fumar, radiacion, rayos ultravioleta, entre otros) (Hanahan & Weinberg,

2000).

Los cambios genéticos que contribuyen a la aparicion del cancer tienden a afectar a tres tipos
principales de genes: proto-oncogenes, genes supresores de tumores y genes reparadores de ADN. Los
proto-oncogenes se dedican al crecimiento y division celular normal pero pueden convertirse en
oncogenes al permitir que las células crezcan y sobrevivan cuando no deberian. Los genes supresores de
tumores controlan la proliferacion, reparacion celular y apoptosis. Si existe alguna mutacion estos pueden
causar una division sin control. Los genes reparadores de ADN como BRCA I, BRCA2 y MSHG participan
en la reparacion del ADN dafiado. Las células con mutaciones en estos genes tienden a formar mutaciones
en otros genes, causando que las células se vuelvan cancerosas (MacDonald, Weitzel, Blazer, Culver, &

Offit, 2011).

1. Genes como biomarcadores

Un biomarcador es una caracteristica medida objetivamente que describe un estado biologico normal
o anormal en un organismo mediante el analisis de biomoléculas como las modificaciones de ADN, ARN,
proteinas, péptidos y genes. Estos influyen o predicen la incidencia del resultado o enfermedad.
Especificamente un biomarcador del cancer puede medir el riesgo de desarrollar cancer en un tejido
especifico o una respuesta potencial a la terapia. Las clasificaciones de biomarcadores del cancer son:
predictivos, pronostico y diagnostico. Los predictivos predicen la respuesta a intervenciones terapéuticas
especificas (ej: KRAS'y HER?2). El pronostico informa a los médicos sobre el riesgo de resultados clinicos
como la recurrencia del cancer o la progresion de la enfermedad en el futuro. Y el de diagnostico se
utiliza para identificar si el paciente tiene o no una enfermedad especifica (Goossens, Nakagawa, Sun, &

Hoshida, n.d.). En el Cuadro 2 se presentan algunos genes y el tipo de biomarcador que representan.

Cuadro 2. Tipo de biomarcador segun gen

Gen Biomarcador
AKTI Predictivo Etemadmoghadam & Bowtell, 2014
ALK Predictivo Ahmadzada et al., 2018
APC Diagnostico Chatterjee et al., 2019
BRAF Pronéstico/ Predictivo Normanno, 2015
BRCAI Predictivo Tung & Garber, 2018
BRCA2 Predictivo Tung & Garber, 2018
CDHI Pronéstico El Araby et al., 2019
CTNNBI Pronostico/ Predictivo Zaman et al., 2017
EGFR Pronéstico/ Predictivo Kerret al., 2014
ERBB?2 Pronéstico/ Predictivo Furrer et al., 2018
FBXW7 Diagnostico/Predictivo Sailo et al., 2019
FGFR2 Pronostico Kim et al., 2019
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Gen Biomarcador

FOXL2 Diagnostico Yang et al., 2018
GNAQ Pronostico Onken et al., 2008
GNAS Pronostico Angetal., 2018

KIT Diagnostico/Prondstico/Predictivo Italiano, 2018
KRAS Prondstico/ Predictivo Beganoyic, 2009
MAP2K1 Predictivo Hechtman et al., 2016
MET Prondstico/ Predictivo Salgia, 2017
MSH6 Predictivo Scarpa et al., 2016
NRAS Predictivo Davis, 2018
PDGFRA Diagnostico/Prondstico/Predictivo Italiano, 2018

PIK3CA Prondstico/ Predictivo Wang et al., 2018
PTEN Pronéstico/ Predictivo Bazzichetto et al., 2019

SMAD4 Pronéstico/ Predictivo Ullah et al., 2018

SRC Pronostico/ Predictivo Huang et al., 2014
STK11 Predictivo Chen et al., 2016
TP53 Pronéstico Blandino & Di Agostino, 2018

2. Variantes

Una mutacion o variante es un cambio hereditario en la secuencia de nucleo6tidos o la disposicion del
ADN. En el sentido positivo, las variantes son responsables de la ventaja selectiva que una especie gana
sobre otra. En el sentido negativo, las variantes causan o aumentan la susceptibilidad a miles de trastornos
humanos. Las variantes actuan, generalmente, al perturbar la expresion génica o funcion de las proteinas

y pueden hacerlo en cualquier etapa de la vida (Reha-Krantz, 2013).

a. Variantes somaticas y germinales

Las variantes ocurren en células germinales, células somaticas y mitocondrias. Las variantes que
ocurren en las células destinadas a ser células germinales se llaman variantes de la linea germinal. Estas
se transmiten durante la meiosis y mitosis a todas las células del cuerpo y se transmiten a la descendencia.
Las variantes somaticas surgen en las células de un solo tejido u 6rgano. Y afectan solo la estructura y
funcién de ese 6rgano y no se transmiten a la siguiente generacion (Rosenberg & Rosenberg, 2012).

Las variantes pueden clasificarse como: patogénica, probablemente patogénica, variantes de
significado incierto, probablemente benignas y benignas (Li et al., 2017). Esto, segiin la evidencia
cientifica disponible y seglin las investigaciones realizadas respecto a la variante encontrada y su relacion
con alguna enfermedad. Los criterios para la clasificacion de variantes fueron determinados por la Guia

de Clasificacion de Variantes de la Asociacion Americana de Genética y Gendmica (ACMG).
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C. Métodos de deteccion

1. PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es un método para la amplificacion del ADN y utiliza
el mecanismo de la replicacion de ADN in vivo para replicar un fragmento de ADN especifico. Esta
genera rapidamente un gran numero de copias de la secuencia del ADN objetivo. La optimizacion de la
técnica de PCR permite la deteccion de fragmentos de ADN en muestras en las que la cantidad y/o calidad

del ADN es demasiada baja para permitir otros tipos de analisis moleculares (Edwards et al., 1995).

Los componentes necesarios para la PCR son: cebadores, ADN polimerasa, buffer, MgCl> y
desoxirribonucleotidos (AGTP, dATP, dCTP y dTTP). Los cebadores consisten en dos oligonucleétidos
sintéticos con un tamafio de 18-24 bases cuyas secuencias son complementarias a las de los dos extremos
del fragmento diana. Estos se posicionan en los sitios objetivo de forma opuesta en las cadenas opuestas
de ADN, definiendo asi la region a amplificar. También funcionan como los puntos de union para la
ADN polimerasa. La ADN polimerasa es una enzima que fue aislada de la bacteria termofila Thermus
aquaticus (se denomina Taq polimerasa) y puede realizar el proceso de replicacion de ADN a altas
temperaturas. Los desoxirribonucledtidos son los bloques de construccion de las moléculas de ADN

recién sintetizadas (Edwards et al., 1995).

En la PCR, el ADN plantilla de doble cadena se calienta para desnaturalizarlo y formar una cadena
sencilla, luego reduciendo la temperatura de reaccion, los cebadores se unen a la plantilla. El ciclo se
completa con una fase en la que la ADN polimerasa extiende la secuencia del cebador mediante la adicion
secuencial de los desoxirribonucleodtidos para producir una copia complementaria de la cadena de la

plantilla (Figura 5).

Figura 5. Esquema de la reaccion de PCR

Denaturation Annealing Extension
45-65°C s m 3

(Marmiroli & Maestri, 2007)

2. Secuenciacion
Las tecnologias de secuenciacion de ADN han existido desde la década de 1970, pero inicialmente

su costo, complejidad y necesidad de reactivos tdxicos o radioactivos limitaban su uso a entornos de
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investigacion. Los métodos de terminacion de cadena desarrollados por Sanger fueron mas practicos y
formaron la base para la primera generacion de secuenciadores automaticos de ADN (Sanger, Nicklen,
& Coulson, 2006). La necesidad de una tecnologia de secuenciacion de alto rendimiento se intensifico
con el inicio del Proyecto del Genoma Humano en 1990. Su objetivo era secuenciar e interpretar los
3,200 millones de pares de bases de nucledtidos que componen el genoma humano para beneficios
médicos. Es por esto que en la primera década del Siglo XXI se desarrollaron nuevos métodos de
secuenciacion de nueva generacion (NGS) que redujeron el costo y tiempo de la secuenciacion de Sanger

(Besser, Carleton, Gerner-Smidt, Lindsey, & Trees, 2018).

a. Secuenciacion de Sanger

La secuenciacién de Sanger es una técnica de secuenciacion dirigida que utiliza cebadores de
oligonucleotidos, para buscar regiones especificas de ADN. Fue desarrollada por Frederick Sanger en
1977 (Heather & Chain, 2016). Esta técnica comienza con la desnaturalizacion del ADN de doble cadena.
Los cebadores se unen a la cadena sencilla de ADN y se alarga utilizando una mezcla de
dideoxinucleotidos (ddNTP) o nucledtidos de parada que proporcionan arginina (A), citosina (C), tirosina
(T) y guanina (G) necesarios. Cada ddNTP incluye un marcador fluorescente y no tienen el grupo 3’-OH
para la incorporacion de un nuevo ddNTP. Cuando se une un ddNTP a la secuencia de alargamiento, la
base emite fluorescencia en funcion del dideoxinucledtido asociado. Por convencidon, A tiene una
fluorescencia verde, T rojo, G negro y C azul. Un laser dentro de la maquina automatizada se usa para
leer la secuencia ya que detecta una intensidad fluorescente que se traduce en un “pico” (Figura 6). Esta
técnica se ha utilizado ampliamente durante varias décadas para la definicion del espectro mutacional de
un tumor. Los tipos de variantes posibles de detectar son: eliminacion, insercion, duplicacion, entre otras

(Gomes & Korf, 2018).

Figura 6. Ejemplo de un electroferograma obtenido por Secuenciacion de Sanger

CTGTGTGAAATTGTTATCCGC TCACAAT T CCACACAACATACGAGC CCGGAAGCATAA
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(Gomes & Korf, 2018)

b. Secuenciacién de Nueva Generacion

La secuenciacion de nueva generacion (NGS) es una tecnologia de alto rendimiento que permite la
secuenciacion simultanea de multiples segmentos de ADN en una muestra. Este analisis se realiza
mediante la secuenciacion paralela de pequefios fragmentos y la alineaciéon con una secuencia de
referencia (Figura 7). Se puede utilizar NGS para secuenciar el genoma completo o se pueden aislar

segmentos especificos para la secuenciacion, como exones o regiones especificas de interés creando

15



“paneles” de genes para ser secuenciados. Los tipos de variantes posibles de detectar son: eliminacion,

insercion, duplicacion, entre otras (Shendure & Ji, 2008).

Una limitacion para las pruebas de NGS es la posibilidad de hallazgos incidentales. Un hallazgo
incidental es una variante identificada en el gen que no esta relacionada con la razon original de la prueba,
pero que puede ser médicamente significativa. Es por esto que actualmente la mayoria de los laboratorios
confirman las variantes identificadas a través de NGS mediante la secuenciacion de Sanger (Metzker,

2009).

Figura 7. Pasos de la secuenciacion de nueva generacion
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La NGS se basa en: A) el ADN extraido se fragmenta aleatoriamente y los fragmentos se ligan a
adaptadores con secuencias conocidas. B y C) Los fragmentos se colocan en un dispositivo y amplifican
por PCR para generar grupos de fragmentos. Se agregan cuatro nucleétidos marcados con fluorescencia
y se incorporan en las cadenas. En cada ciclo, los grupos son excitados por laser y la fluorescencia emitida
se registra mediante un dispositivo de captura de imagenes. D) Las lecturas individuales (grises) son

alineadas con el genoma de referencia (Schnekenberg & Németh, 2014).
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V. METODOLOGIA

A. Hipotesis
Ho: Las variantes detectadas por Secuenciacion de Nueva Generacion no serdn confirmadas por

Secuenciacion de Sanger.

Ha: Las variantes detectadas por Secuenciacion de Nueva Generacion seran confirmadas por

Secuenciacion de Sanger.

B. Sitio y sujetos de estudio

Se incluyeron 64 biopsias de tejido tumoral provenientes de pacientes guatemaltecos diagnosticados
con diferentes tipos de tumores solidos. Las muestras fueron referidas al Instituto para la Investigacion
Cientifica y la Educaciéon acerca de las Enfermedades Genéticas y Metabdlicas Humanas
(INVEGEM/Rozas Botran ONG) en actividades previas de investigacion durante marzo del 2017 a
diciembre del afio 2018.

C. Consideraciones éticas
Este estudio fue realizado para comprender las caracteristicas genéticas de la poblacion guatemalteca
que sufre de algun tipo de cancer. Por lo tanto, las consideraciones éticas tomadas en cuenta fueron las
siguientes:
1. Los tejidos tumorales (muestras) fueron identificados con un codigo numérico, por lo tanto estan
desenlazadas de identificadores personales.
2. No se tuvo acceso a la base de datos personales.
Las muestras fueron colectadas en un estudio previo.
4. Todos los participantes aceptaron participar de forma voluntaria mediante la firma de un

consentimiento informado.

17



D. Procedimiento

Figura 8. Esquema del procedimiento general a realizar para la estandarizacion y validacion del método por

secuenciacion de Sanger
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Conclusiones

1. Disefio de cebadores
Basado en las variantes encontradas por NGS (Anexo A) se consulto literatura con el fin de encontrar
cebadores disefiados previamente para amplificar las regiones de interés. Sin embargo, solamente se
encontraron cebadores para 11 reacciones de PCR (Cuadro 26, anexo E), por lo que fue necesario disefiar
los 40 cebadores restantes. Para ello se utilizaron herramientas de software en bioinformatica y se
procedio de la siguiente manera:
1. Descargar de la base de datos de NCBI el archivo FASTA del gen a analizar y pegar
posteriormente en Word. (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/)
2. Buscar en linea la variante a analizar utilizando ClinVar Miner “Variants by gene”.
(https://clinvarminer.genetics.utah.edu/variants-by-gene)
3. Seleccionar variante y abrir enlace en ClinVar hacia NCBI.

4. Buscar en ClinVar-NCBI la localizacion gendmica de la variante.
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5. Localizar la variante utilizando la herramienta “Change Region Shown-Selected Region” en la

secuencia FASTA

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene)

por medio de Nucleotide NCBL

6. Marcar la variante en la region seleccionada de la secuencia del gen.

7. Copiar y pegar la region seleccionada en Primer3Web para obtener cebadores sugeridos

(http://primer3.ut.ee).

8. Analizar cebadores sugeridos en Primer3Plus (https://primer3plus.com/cgi-

bin/dev/primer3plus.cgi), NetPrimer

(http://www.premierbiosoft.com/NetPrimer/AnalyzePrimer.jsp) y UCSC In-silico PCR

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr), segun los parametros del Cuadro 3.

9. Marcar en la secuencia del gen (paso 6) la posicion de los cebadores elegidos.

Cuadro 3. Descripcion de los parametros tomados en cuenta para el disefio de los cebadores

Parametro

Descripcion

Largo

18 a 24 bases

Temperatura de fusion (Tm)

50-60°C

Diferencia maxima de 2°C entre cebadores

Temperatura de hibridacion (Ta)

5° debajo de la Tm

Contenido G/C

En el rango de 40-60%

Terminacion 3’

La secuencia debe terminar en una G o C, CG o
GC

Complementariedad

Evitar terminaciones 3" de 3o mas C's o G's

(Dieffenbach et al., 1993)

2. Extraccion y cuantificacion de ADN

Se realizo la extraccion de ADN de 29 muestras de tejido embebido en parafina con el kit comercial

“QIAamp DNA FFPE Tissue Kit” de marca QIAGEN (Anexo B). Posteriormente se evaluo la integridad

del ADN extraido por electroforesis en gel de agarosa (Figura 16, anexo B). En todas las muestras se

observo un barrido y una banda intensa de 200 pb, con lo que pudo concluirse que el ADN de todas las

muestras estaba degradado, lo cual es caracteristico del tipo de muestra empleado, y se utilizoé este

material genético para su amplificacion por PCR.

En 35 muestras analizadas se utilizo ADN previamente extraido y almacenado a -20°C. Todas las

muestras fueron cuantificadas utilizando el método “QuantiFluor® dsDNA System” de marca Promega

(Anexo C). La concentracion de ADN obtenida se presenta en el Cuadro 9, anexo C.
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3. Estandarizacion y desarrollo de PCR

Se utilizé un master mix (Cuadro 4) y programa de PCR (Cuadro 5) utilizado en INVEGEM para
otras pruebas como punto de partida para realizar la optimizacion de cada una de las reacciones. Los
principales factores a modificar fueron la temperatura de hibridacion, concentracion de cebadores,
unidades de enzima o concentracion de ADN. Para la optimizacion se utilizo6 ADN gendmico proveniente

de muestras de individuos sanos y tejidos tumorales.

Una vez estandarizada la PCR, se realiz6 la reaccion de las muestras problema. Cuando el resultado
de la amplificacion no fue adecuado, se repitid la extraccion de ADN. Las muestras con resultados
insatisfactorios en la PCR, después de dos extracciones previas de ADN, fueron descartadas para el

analisis.

Cuadro 4. Mezcla de reaccion para la amplificacion de las regiones de interés de los distintos genes

Concentracién Concentraciéon
Componentes Volumen
inicial final
Buffer 10x 1x 2.5ulL
MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.0 uL
dNTPs 10 mM 200 uM 2.0 uL.
Primer Sentido 100 uM 0.5 uM 2.5ulL
Primer
. 100 pM 0.5 uM 2.5uL
Antisentido
ADN Polimerasa 5U/ uL 1U 0.2 uL
ADN n/a n/a 2 ul
Betaina M 5 uL
ddH20 n/a Llevar a 25 puL 7.3 uL
Volumen Total 25 uL

Cuadro 5. Programa de PCR para la amplificacion de las regiones de interés de los distintos genes

Temperatura
Etapa Tiempo Ciclos
(§(®)
Desnaturalizacion
5 min 96 1

Inicial
Desnaturalizacion 30s 96

Hibridacion 30s *

30

Elongacion 45s 72

Elongacion Final 7 min 72 1

*La temperatura de hibridacion depende de la temperatura de fusion (Tm) de los cebadores
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4. Secuenciacion por el método de Sanger
Todos los productos de PCR que presenten una banda definida con el peso molecular esperado, se

enviaron a la empresa Macrogen en Estados Unidos para su secuenciacion por el método de Sanger.

5. Andlisis de secuenciacion
Los archivos generados por Macrogen fueron analizados con el software de bioinformatica Geneious

R8 8.1.8 para identificar la presencia o ausencia de las variantes esperadas.

6. Analisis estadistico
El analisis estadistico se dividid en tres partes:
1. Porcentaje de éxito en la amplificacion
2. Identificacion y confirmacion de la variante esperada

3. Probabilidad de amplificacion e identificacion correcta

Para las tres partes se calcul6 la probabilidad de tener un resultado exitoso (#¢éxitos/#total de muestras
o variantes analizadas) y por consiguiente, un resultado fracaso (#fracasos/#total de muestras o variantes
analizadas). La prueba Z de una cola fue utilizada como estadistico de prueba de la hipotesis, porque las
muestras pueden ser descritas por la distribucién normal, n es mayor a 30 para todas las pruebas. El nivel
de significancia es 0.05 y el valor critico Z es 1.645. Las hipotesis que fueron planteadas para las tres

partes son las siguientes:

1. Ho: La amplificacion de la region de interés es producto del azar.
Ha: La amplificacion de la region de interés no es producto del azar.

2. Ho: La identificacion de la/s variantes esperadas es producto del azar.
Ha: La identificacion de la/s variantes esperadas no es producto del azar.

3. Ho: La amplificacion e identificacion de la/s variantes esperadas es producto del azar.
Ha: La amplificacion e identificacion de la/s variantes esperadas no es producto del

azar.
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VI. RESULTADOS

En este estudio se incluyeron un total de 64 biopsias de tejido tumoral provenientes de pacientes
guatemaltecos con diferentes tipos de cancer (Figura 9). En estas muestras se detectaron 115 variantes
en 21 genes, incluidos en un panel de secuenciacion de nueva generacion; sin embargo fue posible
analizar solamente 86 variantes, ya que el material genético no fue suficiente para evaluarlas o no fue

posible adquirir los cebadores en tiempo de desarrollo de este trabajo.

Figura 9. Tipos de cancer analizados de pacientes guatemaltecos

TIPOS DE CANCER

m Abdomen m Cerebro m Colon Duodeno

m Estomago m Intestino delgado m Piel m Mama

m Ovario m Pancreas m Recto m Suprarrenal
Tiroides Uréter Utero Vagina

La confirmacion de la/s variantes detectadas por NGS requiere que se utilice la técnica de Sanger.
Para ello fue necesario estandarizar diferentes reacciones de PCR, seglin las regiones en donde se
localizaron las variantes. Las reacciones de PCR se estandarizaron utilizando una serie de cebadores
descritos previamente en la literatura consultada y cebadores disefiados especificamente como parte de

este estudio.

Se optimizaron ¢ implementaron 31 reacciones de PCR para la identificacién de variantes
especificas, utilizando cebadores previamente descritos y los disefiados para este estudio. En el Cuadro
6 se presentan los 40 cebadores disefiados con la informacién correspondiente a su nombre, secuencia,
tamafio de amplicon y el porcentaje de GC respectivamente. La secuencia del amplicon, localizacion
genodmica, formacion de estructuras de lazo, formacion de dimeros con él mismo y con el otro cebador
de los cebadores se exponen en el anexo D. Las condiciones dptimas para la elaboracion de las diferentes

reacciones de PCR se presentan en los cuadros 27 a 38, anexo E.
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Cuadro 6. Informaciéon de cebadores disefiados para la amplificacion de las regiones de los genes de interés

Cebador Direccién Secuencia Amplicon  Contenido
(5-3) (pb) GC%
AKTI1E3FW F GGTCTGACGGGTAGAGTGTG 60
AKTI1E3RV R CCAGTGCTTGTTGCTTGC 307 55.56
APCE14FW F GCAGTGGAATGGTAAGTGGC 55
APCE14RV R GACTTTGTTGGCATGGCAG 2 52.63
APCEI4AFW F AGCCTTAGGAAGCCACTGAG 55
APCE14ARV R GTATTTTATCCGCAACAAATAGC i 34.78
BRAFE15FW F CCTAAACTCTTCATAATGCTTGC 4091
BRAFEI5RV R AACTCAGCAGCATCTCAGGG 22 55
CDHIE12FW F GGAAGGCAATGGGGATTC 55.56
CDHIE12RV R ACAGAAGGGACAAGGAAGCA 7 50
EGFRE21FW F CAGCAGCGGGTTACATCTTC 55
EGFRE2IRV R ATCCTCATTCACTGTCCCAGC 200 52.38
KRASE4FW F AGTTGTGGACAGGTTTTGAAAGA 39.13
KRASE4RV R ACTGGATTAAGAAGCAATGCCC 1 45.45
MSHG6ESFW F GAACTGCTGACCTCGTGAAC 55
MSH6ESRV R TGCCATTTTCCTGCTCC 480 52.94
PIK3CAE3FW F GAATGTTTGCTGCCTTTGC 47.37
PIK3CAE3RV R TCTTGTCAGTATAAGCAGTCCCT >80 43.48
PIK3CAESFW F TGGTTCTTTCCTGTCTCTGAAA 4091
PIK3CAESRV R GCATTTAATGTGCCAACTACC >t 42.86
PIK3CAE21FW F TGCTCCAAACTGACCAAACTG 47.62
PIK3CAE21RV R GCTATCAAACCCTGTTTGCG 2 50
PTENESFW F GCTCTACCTCTAATATGTGACC 45.45
PTENESRV R AAATTCTCAGATCCAGGAAG > 40
SMADA4ESFW F CTGTTACTTCTTGGCACTTTAGC 43.48
SMADA4ESRV R AAGGTTGTGGGTCTGCAATC 30 50
STK11E6FW F CTTGACTGACCACGCCTTTC 55
STK11E6RV R CCCCAACCCTACATTTCTGC >0 55
TPS3EX2FW F CCTCTTGCAGCAGCCAGAC 57.9
TP53EX2RV R ACCCTTGTCCTTACCAGAACG 205 47.6
TPS3EX4FW F TCTGACTGCTCTTTTCACCCA 47.62
TP53EX4RV R GGGAAGGGACAGAAGATGACA >0 52.38
TPS53ES5-6FW F ACGCCAACTCTCTCTAGCTC 55
TP53ES5-6RV R GCACATCTCATGGGGTTATAG o2 47.62
TPS3EX7FW F AGGAAGGAGAATGGCGTGAA 417 50
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Secuencia Amplicon  Contenido

Cebador Direccién
5-3) (pb) GC%
TPS3EX7RV R TGTGATGAGAGGTGGATGGG 55
TP53ESFW F GGACCTCTTAACCTGTGGCT 55
TP53ESRV R CCAGTGGTTTCTTCTTTGGC e 50
TP53E9FW F AGCTTTGAGGTGCGTGTTTG 50
TP53E9RV R ACCAGGAGCCATTGTCTTTG 3 50

De las 31 reacciones de PCR estandarizadas se obtuvo una banda definida con el tamafio esperado
presente en la electroforesis en gel de agarosa en 60 muestras (Figura 13), obteniendo un porcentaje de
éxito en 70.0% (Cuadro 7). En las figuras 10 a 12, se presentan ejemplos de amplificaciones exitosas de
las muestras. Las reacciones no exitosas fueron aquellas en las que la banda obtenida presentaba un
tamafio distinto al esperado, no se observo ninguna banda, presencia de barrido o se obtuvieron multiples

bandas inespecificas.

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa 2% de la amplificacion de diferentes muestras con los cebadores

correspondientes

KRAS2F/R
MM B . TS-067 TS-128 TS-041 TS-032 TS-052

MM: marcador de masa molecular. B: blanco
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Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa 2% de la amplificacion de diferentes muestras con los cebadores

correspondientes

m— -

BR211Q-F/R  TPS53ES5-6FW/R
MM B BR-005 =B TS-001

MM: marcador de masa molecular. B: blanco

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa 2% de la amplificacion de diferentes muestras con los cebadores

correspondientes

KRASE4F/R STK11E6F/R TP53E8F/R
MM B TS-022 B TS-015 B TS-008

MM: marcador de masa molecular. B: blanco
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Figura 13. Resultados de las amplificaciones en las PCR implementadas en INVEGEM con muestras

problema

Cantidad de muestras con
amplificaciones exitosas y no exitosas
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Todas las muestras con una amplificacion exitosa fueron secuenciadas por el método de Sanger
bidireccional. Con ésta metodologia fue posible confirmar 37 de las 52 variantes detectadas previamente
por NGS (Figura 14), obteniendo un porcentaje de éxito de 71.1% (Cuadro 7). En 8 muestras los
resultados mostraron baja calidad por lo que no fue posible su andlisis. Las variantes confirmadas se

muestran en el Cuadro 40 y los electroferogramas se muestran en las Figuras 17 a 68, anexo F.

Figura 14. Confirmacion de variantes por el método de Sanger de las muestras analizadas
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En la Figura 15, se presenta un resumen de los resultados del estudio sobre las proporciones
obtenidas de la amplificacion de la region especifica y subsecuente identificacion de la/las variantes

esperadas. Los calculos de probabilidades de cada una de las etapas se muestran en el anexo G.

26



Figura 15. Despliegue grafico de resultados de amplificacion del material genético e identificacion de variante
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Cuadro 7. Probabilidad de éxito y fracaso para la amplificacion del material genético e identificacion de

variante con el intervalo de confianza y valor Z de las pruebas correspondientes

Probabilidad
Probabilidad éxito Valor Z 1Cos%
fracaso

Amplificacion correcta 0.698 0.302 3.67 0.60 —0.79
Identificacion de la

0.712 0.288 3.05 0.59-0.84
variante
Amplificacion e

0.496 0.504 -0.07 0.39-0.60
1dentificacion

Respecto a los calculos de probabilidades presentados en el Cuadro 7, se puede afirmar con una
confianza del 95% que el 70% + 10% de las muestras fueron amplificadas exitosamente y en 71% + 12%
de las muestras fue identificada la variante esperada. El valor critico Z es 1.645. Para la amplificacion de
muestras y la identificacion de variante esperada el valor Z es 3.67 y 3.05, respectivamente. Siendo mayor

que el valor critico, se puede concluir que la amplificacion de la region de interés al igual que la

identificacion de la variante, no es producto del azar.

Sin embargo, la probabilidad combinada de obtener una amplificacién exitosa y posterior

identificacion de la variante correctamente es del 50% = 11%. Este desempefio combinado obtenido, no
p

permite asegurar que el resultado total es diferente del 50%.
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VII. DISCUSION

El avance en las técnicas de Biologia Molecular ha permitido conocer mas acerca del origen y causa
de diferentes enfermedades, como el cancer. La secuenciacion de nueva generacion (NGS) es una
tecnologia de alto rendimiento que permite el analisis de varios genes de forma simultanea. Sin embargo,
aun es necesario que las variantes encontradas por este método sean confirmadas por secuenciacion de
Sanger, considerado el estandar de oro. Por ello, el presente trabajo tuvo como objetivo principal
confirmar y validar la presencia de variantes detectadas por Secuenciacion de Nueva Generacion (NGS)
en muestras de tumores solidos utilizando las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y

secuenciacion de Sanger bidireccional.

Para amplificar las regiones de interés se emplearon 40 cebadores disefiados especificamente para
este estudio y 22 descritos en literatura consultada. Las pruebas in silico realizadas para el disefio de los

cebadores mostraron resultados satisfactorios, logrando implementarse con éxito 31 reacciones de PCR.

El porcentaje de éxito de la amplificacion por PCR fue de 70.0% el cual fue menor al esperado, ya
que las reacciones fueron optimizadas con ADN gendmico con resultados satisfactorios. Sin embargo,
cuando se realizaron las muestras problemas, no se obtuvieron los resultados esperados. La principal
causa de variabilidad en los resultados se encuentra en la calidad y tipo de muestra que se utiliza para el
analisis. El tejido embebido en parafina, fijado con formaldehido, relativamente conserva su morfologia
in vivo mediante la fijacion de proteinas citoesqueléticas y solubles (Frankel, 2012). Sin embargo, existe
la posibilidad de formacion de enlaces entre proteinas y acidos nucleicos, y rupturas aleatorias, resultando

en material genético altamente fragmentado (Williams et al., 1999).

A pesar de la utilizacion de un kit comercial dirigido especificamente para muestras preservada de
esta forma, la integridad del material genético de la muestra esta sujeto a diversos factores como el
procesamiento y almacenamiento de la muestra, tamafo tumoral y celularidad, tipo de procedimiento

para toma de biopsia, tipo, sitio y viabilidad del tumor (Chen et al., 2015).

Los 4cidos nucleicos aislados de los tejidos embebidos en parafina pueden representar un sustrato
pobre para la PCR. Los enlaces cruzados aumentan la sensibilidad del ADN al estrés mecanico y
disminuyen la accesibilidad de la enzima tag polimerasa (Bereczki et al., 2007). El proceso de
fragmentacion no solo afecta la secuencia objetivo sino también la disponibilidad de ADN plantilla que
genera ADN cortos aleatoriamente. La disponibilidad de ADN plantilla puede aumentar la probabilidad
de que fragmentos de ADN de suficiente longitud e integridad estén presentes en la PCR, permitiendo la
amplificacion de amplicones mas grandes (Dietrich et al., 2013). Por estas razones es preferible el disefio
de cebadores con amplicones de ~300pb. A pesar de la variabilidad de los resultados de amplificacion
por parte del tamafio de ADN plantilla, en este estudio se logro la amplificacion de amplicones entre 200

y 650pb.
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En este estudio se analizaron solamente las muestras en las que se detectaron variantes por el método
de Secuenciacion de Nueva Generacion. Es asi como se parte del supuesto que todas las variantes son
verdaderos positivos. Se asume que todas las muestras analizadas provenientes del método de
Secuenciacion de Nueva Generacion eran variantes positivas. Esto dejo por fuera desde el inicio y por
disefio del experimento, la posibilidad de determinar el desempefio de la secuenciacion de Nueva

Generacion en la deteccion de falsos positivos.

La secuenciacion de Sanger tiene la ventaja de proporcionar resultados de secuencia imparciales que
detectan practicamente cualquier variante en la region objetivo. Sin embargo, la desventaja es el requisito
de 40 a 50% de celularidad tumoral en la muestra de prueba. Se obtuvo un mayor nimero de resultados
falsos negativos por el método de Sanger al trabajar con muestras de menor celularidad tumoral (Shiau
& Tsao, 2017). En la literatura se reporta el limite de deteccion de la sensibilidad de Sanger y NGS entre

~15-20% y menor a 1%, respectivamente.

Dado que en este estudio se incluyeron solo muestras positivas, fue posible calcular solamente las
probabilidades de falsos negativos y verdaderos positivos, dejando de lado el desempeiio del analisis en
detectar falsos positivos o detectar correctamente muestras negativas para el método de NGS. Por lo que
en investigaciones futuras, puede modificarse el disefio metodologico y determinar con exactitud la

correlacion, sensibilidad y especificidad entre ambos métodos.

Es posible que con la implementacion de las reacciones de PCR y secuenciacion de Sanger, estas
técnicas sean utilizadas para detectar variantes patogenas a familiares directos en riesgo, de los pacientes
en los que se determind que el cancer tiene un componente hereditario, a un menor costo. Las técnicas
son dirigidas especificamente a la ubicacion de la variante problema, debido a la utilizacion de cebadores

disefiados en la region de interés.
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VIII. CONCLUSIONES

Se disefiaron 40 cebadores especificos para identificar y confirmar variantes encontradas por

NGS.

La amplificacion exitosa se obtuvo con 30 de los 40 cebadores disefiados para este estudio,

obteniendo un 75% de éxito.

Se optimizaron e implementaron 31 reacciones de PCR para la identificacion de variantes

especificas.

El porcentaje de éxito en la amplificacion de las regiones de interés fue de 70%, debido a que

en algunas muestras el ADN extraido estaba altamente fragmentado.

El porcentaje de éxito en confirmar variables correctamente fue de 71%, debido a que la

secuenciacion de Sanger es menos sensible que NGS.

No se pudo determinar la cantidad de falsos positivos por secuenciacion de Sanger.
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IX. RECOMENDACIONES

Utilizar muestras negativas para comparar y determinar con exactitud la correlacion, sensibilidad y

especificidad de ambos métodos.

Considerar todas las variables posibles de la muestra para realizar una caracterizacion profunda y

correlacionar esta con el tumor.

Disefiar cebadores con amplicon de menor tamafio para aumentar la probabilidad de obtener una

amplificacion exitosa.
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XI. ANEXOS

A. Base de datos de variantes a confirmar

Cuadro 8. Base de datos de variantes encontradas por NGS a analizar por secuenciacion de Sanger

Muestra Gen Exén Variante
BR-002 BRCA2 18 c.8185delA
BR-003 BRCAI 5 c.212+1G>A
BR-005 BRCA2 11 c.4936_4939delGAAA
¢.793-64dupT
BR-008 BRCA2 10 c.1813delA
23 c.9097delA
BR-012 BRCAI 11 €.798_799delTT
BR-013 BRCAI 11 €.798_799delTT
BR-017 BRCAI 5 c.212+1G>A
BR-028 BRCAI 5 c.212+1G>A
BR-057 BRCAI 15 c.4547G>A
BR-33 CDH1 12 c.1876T>G p.Phe626Val
BR-45 P53 10 c.1024C>T p.Arg342*
TS-001 APC 14 c.3873_3877del AAAGA p.Glul291Aspfs*4
EGFR 20 c.2450G>A p.Trp817*
21 c.2485G>A p.Glu829Lys
P53 5 ¢.388C>T p.Leul30Phe
TS-002 BRAF 15 c.1799T>A p.Val600GLu
TS-003 P53 5 ¢.401T>G p.Phe134Cys
TS-005 P53 9 c.993+1G>A p.?
TS-006 FBXW7 10 c.1324G>A p.Asp442Asn
MSH6 5 ¢.3260C>A p.Prol1087His
PIK3CA 10 c.1624G>A p.Glu542Lys
TS-007 KRAS 2 ¢.35 G>A p.Glul2Asp
PIK3CA 3 ¢.511G>A p.Vall711ILe
10 ¢.1633G>A p.Glu545Lys
SMAD4 12 c.1471G>T p.Gly491Cys
TS-008 P53 8 c.809T>C p.Phe270Ser
TS-009 P53 7 ¢.733T>C p.Gly245Ser
TS-010 PTEN 5 ¢.388C>G p.Argl30Gly
TS-011 BRAF 15 c.1799T>A p.Val600GLu
TS-013 BRAF 15 c.1799T>A p.Val600GLu
TS-014 BRAF 15 c.1799T>A p.Val600GLu
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Muestra Gen Exén Variante
TS-015 STK11 6 c.827G>T p.Gly276Val
TS-018 PIK3CA 21 ¢.3140A>G p.His1047Arg
P53 7 ¢.700T>C p.Tyr234His
TS-019 NRAS 3 c.134T>G p.Val45Gly
TS-020 KRAS 2 ¢.35G>T p.Glyl2Val
TS-021 APC 14 c.4612dupA p.Thr1538Asnfs*3
SMAD4 9 c.1081C>T p.Arg361Cys
TS-022 KRAS 4 c.436G>A p.Alal46Thr
PIK3CA 10 c.1624G>A p.Glu542Lys
PTEN 5 c.275A>T p.Asp92Val
TS-023 BRAF 15 c.1799T>A p.Val600GLu
TS-024 TP53 8 c.892G>T p.Glu298*
TS-026 PIK3CA 3 ¢.379G>A p.Glul27Lys
TP53 11 c.9064C>T p.Arg322*
TS-029 NRAS 3 c.134T>G p.Val45Gly
TS-030 MSH6 5 ¢.3260C>A p.Prol1087His
TS-032 APC 14 c.3873_3877del AAAGA p.Glul291Aspfs*4
c.4413 4417dupACATT p.Phe1473Tyrfs*18
KRAS 2 ¢.35G>A p.Glyl2Asp
P53 5 ¢.524G>A p.Argl75His
TS-034 APC 14 c.3873_3877del AAAGA p.Glul291Aspfs*4
TS-035 FBXW7 9 c.1159C>T p.Arg387Cys
TS-037 EGFR 21 c.2596G>A p.Glu876Lys
FOXL2 1 c.411G>A p.Metl1371le
MET 5 ¢.1600C>T p.Pro57345Ser
STK11 6 ¢.827G>T p.Gly276Val
TS-038 SMAD4 9 c.1139+1G>A p.?
TP53 6 ¢.577 578delCAinsAG p.His193Ser
TS-039 P53 5 c.455 C>T p.Prol52Leu
TS-041 APC 14 ¢.3655C>T p.GIn1219*
FBXW7 8 c.1040G>A p.Arg347
KRAS 2 ¢.38G>A p.Glyl3Asp
TP53 4 c.215C>G p.Pro72Arg
5 c.377TA>G p.Tyr126Cys
TS-042 NRAS 3 c.182A>G p.GIn61Arg
PIK3CA 21 ¢.3140A>G p.His1047Arg
TS-043 TP53 4 c.215C>G p.Pro72Arg
8 ¢.828delC p.Cys277Valfs*68
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Muestra Gen Exén Variante
TS-047 AKTI 3 c.155T>A p.Leu52His
BRAF 15 c.1799T>A p.Val600GLu
TS-048 P53 10 c.1006G>T p.Glu336*
TS-049 P53 4 c.215C>G  p.Pro72Arg
TS-050 P53 4 c.215C>G  p.Pro72Arg
9 ¢.9064C>T p.Pro322Ser
TS-051 APC 14 c.4612dupA p.Thr1538Asnfs*3
EGFR 21 ¢.2483T>C p.Leu828Ser
TP53 8 c.817C>T p.Arg273Cys
TS-052 KRAS 2 ¢.35 G>A p.Glul2Asp
P53 6 c.586C>T p.Arglo6*
TS-054 PTEN 6 c.499 502delACTA p.Thr167Phefs*15
TS-055 KRAS 3 c.183A>T p.GIn61His
P53 6 c.646G>A p.Val216Met
TS-056 PIK3CA 10 ¢c.1633G>A p.Glu545Lys
TS-060 P53 4 c.215C>G  p.Pro72Arg
TS-062 SMAD4 9 c.1081C>T p.Arg361Cys
TS-064 PIK3CA 3 c.353G>A p.Glyl18Asp
TP53 2 c.58delT p.Ser20GInfs*24
TS-065 APC 8 c.4424C>T p.Alal457Val
GNAS 8 c.601C>T p.Arg201Cys
P53 5 c.503A>G p.Hisl168Arg
TS-067 KRAS 2 ¢.35 G>A p.Glul2Asp
TS-071 P53 7 ¢.722C>G p.Ser241Cys
TS-073 P53 5 ¢.469G>T p.Vall57Phe
TS-075 APC 14 c.4657_4659delGAT p.Aspl533del
TS-076 P53 4 c.215C>G  p.Pro72Arg
TS-078 APC 14 c.3332T>C p.LeullllSer
TS-079 P53 4 c.215C>G  p.Pro72Arg
TS-081 P53 8 c.843C>G p.Asp281Glu
TS-083 APC 14 c.4540G>A p.Aspl514Asn
P53 6 ¢.580C>T p.Leul94Phe
7 c.722C>T p.Ser241Phe
TS-087 P53 5 ¢.455 C>T p.Prol52Leu
8 c.809T>C p.Phe270Ser
TS-092 BRAF 15 c.1799T>A p.Val600GLu
TS-094 BRAF 15 c.1799T>A p.Val600GLu
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Muestra Gen Exon Variante

TS-095 APC 14 c.4612dupA p.Thr1538Asnfs*3
KRAS 2 c.35 G>A p.Glul2Asp
PIK3CA 3 ¢.353G>A  p.Glyl18Asp
TS-106 BRAF 15 c.1799T>A p.Val600GLu
CDH1 12 c.1747_1749delCTG p.Leu583Del
TP53 2 c.17C>T p.Ser6Leu
TS-107 ALK 23 ¢.3572C>A p.Prol19His
PIK3CA 2 c.112C>T p.Arg38Cys
PTEN 5 c.368A>G p.His123Arg
TS-112 APC 14 ¢.3895G>C p.Glul299GIn
TS-114 APC 11 ¢.3196G>A p.Aspl066Asn
KIT 17 c.2482A>C p.Asn828His
TP53 4 c.215C>G p.Pro72Arg
c.372C>A  p.Cysl24*
TS-117 MSH6 5 ¢.3260C>A p.Prol1087His
TS-126 PIK3CA 21 ¢.3206*7delGAAAAGAInsT p.*1069Leu
TS-128 GNAS 14 c.2531G>A p.Arg844His
KRAS 2 ¢.38G>A p.Glyl3Asp
TS-139 APC 14 c.4512A>T p.Leul504Phe
PIK3CA 21 ¢.3140A>G p.His1047Arg
PTEN 5 ¢.388C>G p.Argl30Gly
TP53 6 c.672g>C p.Glu224Asp

B. Extraccion de ADN
Procedimiento de extraccion de ADN del kit comercial “QIAamp DNA FFPE Tissue Kit”

1.

Colocar de 3 a 4 secciones de 5-10um aproximado de muestra dentro de un tubo de 1.5mL
0 2mL (debidamente rotulado con el codigo de muestra).

Agregar 160pL de solucion desparafinante y aplicar vortex por 10s. Centrifugar brevemente
las muestras para colectar la muestra en el fondo del tubo.

Incubar a 56°C por 3 min. Luego dejar enfriar a temperatura ambiente (15-25°C).

Agregar 180uL de buffer ATL y mezclar en vortex vigorosamente hasta obtener mezcla
homogénea.

Centrifugar por 1 min a 10,000rpm (11,000g).

Agregar 20uL de proteinasa K a la fase clara (inferior). Mezclar suavemente pipeteando de
arriba hacia abajo cuidadosamente. No mezclar las fases.

Incubar en termomixer a 56°C toda la noche a 450rpm. Posteriormente, dejar a temperatura

ambiente (15-25°C) y programar termomixer a 90°C.
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10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

Incubar a 90°C por 1 hora sin mezclar (colocar la muestra hasta que el equipo haya
alcanzado los 90°C). Tiempos mas largos de incubacion pueden dar lugar a mayor
fragmentacion del ADN.

Centrifugar brevemente el tubo de 1.5mL para remover las gotas dentro de la tapadera.
Transferir la fase clara (inferior) a un tubo de 1.5mL (debidamente rotulado).

Agregar 200uL de buffer AL a la muestra y mezclar en vortex. Seguido, agregar 200uL de
etanol 100% y de nuevo mezclar en vortex vigorosamente.

Centrifugar brevemente el tubo de 1.5mL para remover las gotas dentro de la tapadera.
Cuidadosamente transferir el lisado completo a una columna QIAmp MinElute (dentro de
un tubo colector de 2mL, incluido en el kit) sin mojar el borde, cerrar la tapadera y
centrifugar a 8,000rpm (6,000g) por un minuto. Colocar la columna en un tubo colector
limpio, descartar el tubo colector anterior con liquido.

Cuidadosamente abrir la columna y agregar 500uL de buffer AW1 sin mojar el borde.
Cerrar la tapadera y centrifugar a 8,000rpm (6,000g) por un minuto. Colocar la columna en
un tubo colector limpio, descartar el tubo colector anterior con liquido.

Cuidadosamente abrir la columna y agregar 500uL de buffer AW2 sin mojar el borde.
Cerrar la tapadera y centrifugar a 8,000rpm (6,000g) por un minuto. Colocar la columna en
un tubo colector limpio, descartar el tubo colector anterior con liquido.

Centrifugar a maxima velocidad (14,000rpm; 20,000g) por 3 minutos para secar la
membrana completamente.

Colocar la columna en un tubo nuevo de 1.5mL debidamente rotulado y descartar el tubo
colector con liquido. Cuidadosamente abrir la columna y agregar 30pL de buffer ATE en el
centro de la membrana.

Incubar por 30 minutos a 37°C.

Retirar y centrifugar a maxima velocidad (14,000rpm; 20,000g) por un minuto.

Almacenar el ADN extraido a -20°C.
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Integridad de ADN extraido

Figura 16. Evaluacion de integridad de ADN por electroforesis en gel de agarosa 2%

MM: marcador de masa molecular

C. Cuantificacion de ADN

Procedimiento de cuantificacion de ADN del kit comercial “QuantiFluor® dsDNA System”

1. Preparacion buffer TE 1X: Diluir buffer TE 20X con agua grado biologia molecular.

2. Preparacion de solucion de trabajo: Diluir el colorante de QuantiFluor dsDNA 1:400 en buffer
TE 1X y mezclar.

3. Preparacion de blanco: Mezclar 2uL de buffer TE 1X con 200uL de la solucion de trabajo en
un tubo de PCR 0.5mL. Vortex y proteger de luz.

4. Preparacion de estandar: Afiadir 2pul del ADN estandar del kit (100ng/pL) a 200uL de la
solucion de trabajo en un tubo de PCR 0.5mL. Vortex y proteger de luz.

5. Preparacion de muestra: Afiadir 1pL de muestra a 200pL de la solucion de trabajo en un tubo
de PCR 0.5mL. Vortex y proteger de luz.

6. Incubar las muestras preparadas a temperatura ambiente por 5 minutos, protegidas de la luz.

7. Calibrar fluorometro leyendo el blanco y estandar

8. Medir la fluorescencia de las muestras preparadas y registrar la concentracion de las muestras.
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Cuadro 9. Concentracion del ADN extraido a partir de tejido embebido en parafina

Muestra Concentracién (ng/pL)
TS-005 173.0
TS-006 156.6
TS-007 140.8
TS-008 152.2
TS-009 118.2
TS-010 1159
TS-018 101.2
TS-020 210.0
TS-021 220.4
TS-022 22.6
TS-029 110.6
TS-041 69.6
TS-043 2.5
TS-047 21.7
TS-048 77.6
TS-050 4.1
TS-055 118.4
TS-056 36.4
TS-062 49.8
TS-064 3.2
TS-065 86.6
TS-071 31.4
TS-076 226.5
TS-081 96.5
TS-083 56.8
TS-085 457.3
TS-095 171.5
TS-107 48.2
TS-114 122.0

D. Disefio de cebadores

La secuencia de nucledtidos remarcados con color verde corresponden al cebador sentido y con

celeste al cebador antisentido.

AKTIE3FW y AKTIE3RV
>NC 000014.9:c104780308-104779908 Homo sapiens chromosome 14,
GRCh38.pl2 Primary Assembly

GGTCTGACGGGTAGAGTGTGCGTGGCTCTCACCACCCGCACGTCTGTAGGGGAGTACATCAAGACCTGG
CGGCCACGCTACTTCCTCCTCAAGAATGATGGCACCTTCATTGGCTACAAGGAGCGGCCGCAGGATGTG
GACCAACGTGAGGCTCCCCTCAACAACTTCTCTGTGGCGCGTAAGTATCCCCTTGGCCTCTCGGGATTC
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AGATTTGGGGGGTTGGCTGGAGCCCTCTTTGCCCACCAGGCCCCACGATGGGGGTCCCCTGGAGCCTCC
AAGTCCTGGGCTGGCAAGCAACAAGCACTGG

APCEI4FW y APCE14RV

>NC 000005.10:112839818-112840418 Homo sapiens chromosome 5,
GRCh38.pl2 Primary Assembly
GCAGTGGAATGCGTAAGTGGCCATTATAAGCCCCAGTGATCTTCCAGATAGCCCTGGACAAACCATGCCAC
CAAGCAGAAGTAAAACACCTCCACCACCTCCTCAAACAGCTCAAACCAAGCGAGAAGTACCTAAAAATA
AAGCACCTACTGCTGAAAAGAGAGAGAGTGGACCTAAGCAAGCTGCAGTAAATGCTGCAGTTCAGAGGG
TCCAGGTTCTTCCAGATGCTGATACTTTATTACATTTTGCCACGGAAAGTACTCCAGATGGATTTTCTT
GTTCATCCAGCCTGAGTGCTCTGAGCCTCGATGAGCCATTTATACAGAAAGATGTGGAATTAAGAATAA
TGCCTCCAGTTCAGGAAAATGACAATGGGAATGAAACAGAATCAGAGCAGCCTAAAGAATCAAATGAAA
ACCAAGAGAAAGAGGCAGAAAAAACTATTGATTCTGAAAAGGACCTATTAGATGATTCAGATGATGATG
ATATTGAAATACTAGAAGAATGTATTATTTCTGCCATGCCAACAAAGTC

Cuadro 10. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores APCE14FW

y APCE14RV
APCEI4FWy
APCE14FW APCE14RV APCE14RV
Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero
Estructura
AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)
1 -4.88 -5.38
APCE14AFW y APCE14ARV

>NC 000005.10:112174912-112175712 Homo sapiens chromosome 5,
GRCh38.pl2 Primary Assembly
AGCCTTAGGAAGCCACTGAGATGAACAACCTAGCTGCTGAAGATCGCTCAGGAGGCACTTCCGGGTTGG
GGGTGGGGGTTCATGTTATATCTTCACCTAACACACCAGACTTATATGTTTTGTGTGTAACTGAGAACA
TCGCCCTGACGGCCTCATCTTCCACAGTATCAGTACTTTTCAATAAAAATAGTAAGATATTATCACCAC
CAGAGGGAGCCCGAACCTTCTCTTGCACCCAGGTTTGACCCTACCAAAACCATTGTTTACGCTTTAATA
CCTCTTCCAAATATCCCACTGAGTAAAGGTTCACCCATGTAGAAAAGCAGGTTCAACAAAGCTTTTTTC
CTAGTGATAAACATCAACTGTAGCTGAAAAATGTACTAAATAGAACTGTACTTCCCAATGTTTTAACAG
AGATCTAATCATATTTCAGCTTAACGCTTTTTAGTAGAAAACAGTTTTGTATTTTATACTACTCTACTC
TTATGTCTCTGGTATTTAATAATGAATTGATTTTCTAGCTATTTGTTGCGGATAAAATAC

Cuadro 11. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores

APCE14AFW y APCE14ARV
APCE14AFW y
APCE14AFW APCE14ARV APCE14ARV

Estructura Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero
AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)

1 -3.02 -7.32

2 -3.44

BRAFE15FW y BRAFEISRV

>NC 000007.14:c140753536-140753136 Homo sapiens chromosome 7,
GRCh38.pl2 Primary Assembly

CCTAAACTCTTCATAATGCTTGCTCTGATAGGAAAATGAGATCTACTGTTTTCCTTTACTTACTACACC
TCAGATATATTTCTTCATGAAGACCTCACAGTAAAAATAGGTGATTTTGGTCTAGCTACAGTGAAATCT
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CGATGGAGTGGGTCCCATCAGTTTGAACAGTTGTCTGGATCCATTTTGTGGATGGTAAGAATTGAGGCT
ATTTTTCCACTGATTAAATTTTTGGCCCTGAGATGCTGCTGAGTT

Cuadro 12. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores BRAFE15SFW
y BRAFEISRV

BRAFE15SFWy
BRAFE15FW BRAFEI15RV BRAFEI15RV

Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero
Estructura

AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG (Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)

1 -8.17
-6.69
-6.09
-6.09
-5.67

wm A W

CDHIEI2FW y CDHIEI2RV

>NC 000016.10:68821865-68822365 Homo sapiens chromosome 16, GRCh38.pl2
Primary Assembly
GGAAGGCAATGGGGATTCATTACTGTTGCCAAGCTGCCACATTTTCTGTGTATTTTCTCTTAGGTTCTC
CAGTTGCTACTGGAACAGGGACACTTCTGCTGATCCTGTCTGATGTGAATGACAACGCCCCCATACCAG
AACCTCGAACTATATTCTTCTGTGAGAGGAATCCAAAGCCTCAGGTCATAAACATCATTGATGCAGACC
TTCCTCCCAATACATCTCCCTTCACAGCAGAACTAACACACGGGGCGAGTGCCAACTGGACCATTCAGT
ACAACGACCCAAGTGGGTACCTGAGTTTTATTTTGGCAACTTTGCTCCAACTGCCATGCTTCCCTTCCC
CCAGATCCCCACCTTTCAATTTCCCTTCTCAACTTCTAGATGTCACCCCTTCCATTGATACTIGCTTCC
TTGTCCCTTCTGT

Cuadro 13. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores CDHI1E12FW

y CDHIEI2RV
CDHIEI2FW y
CDHIEI12FW CDHI1E12RV CDHI1E12RV
Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero
Estructura

AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)

1 -0.22 -4.52 -4.52

2 -4.42 -4.52

EGFRE21FW y EGFRE2IRV

>NC 000007.14:55191434-55192140 Homo sapiens chromosome 7, GRCh38.pl2
Primary Assembly C. 2485G>A (55191734)--- C. 2596G>A (55191845)---C.

2483T>C (55191732)
CAGCAGCGGGTTACATCTTCTTTCATGCGCCTTTCCATTCTTTGGATCAGTAGTCACTAACGTTCGCCA
GCCATAAGTCCTCGACGTGGAGAGGCTCAGAGCCTGGCATGAACATGACCCTGAATTCGGATGCAGAGC
TTCTTCCCATGATGATCTGTCCCTCACAGCAGGGTCTTCTCTGTTTCAGGGCATGAACTACTTGGAGGA
CCGTCGCTTGGTGCACCGCGACCTGGCAGCCAGGAACGTACTGGTGAAAACACCGCAGCATGTCAAGAT
CACAGATTTTGGGCTGGCCAAACTGCTGGGTGCGGAAGAGAAAGAATACCATGCAGAAGGAGGCAAAGT
AAGGAGGTGGCTTTAGGTCAGCCAGCATTTTCCTGACACCAGGGACCAGGCTGCCTTCCCACTAGCTGT
ATTGTTTAACACATGCAGGGGAGGATGCTCTCCAGACATTCTGGGTGAGCTCGCAGCAGCTGCTGCTGG
CAGCTGGGTCCAGCCAGGGTCTCCTGGTAGTGTGAGCCAGAGCTGCTTTGGGAACAGTACTTGCTGGGA
CAGTGAATGAGGAT
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Cuadro 14. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores EGFRE21FW

y EGFRE2IRV
EGFRE21FWy
EGFRE21FW EGFRE21RV EGFRE21RV
Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero
Estructura
AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)
1 -7.14 -4.55
KRASE4FW y KRASE4RV

>NC 000012.12:¢c25225928-25225328 Homo sapiens chromosome 12,
GRCh38.pl2 Primary Assembly
AGTTGTGGACAGGTTTTGAAAGATATTTGTGTTACTAATGACTGTGCTATAACTTTTTTTTCTTTCCCA
GAGAACAAATTAAAAGAGTTAAGGACTCTGAAGATGTACCTATGGTCCTAGTAGGAAATAAATGTGATT
TGCCTTCTAGAACAGTAGACACAAAACAGGCTCAGGACTTAGCAAGAAGTTATGGAATTCCTTTTATTG
AAACATCAGCAAAGACAAGACAGGTAAGTAACACTGAAATAAATACAGATCTGTTTTCTGCAAAATCAT
AACTGTTATGTCATTTAATATATCAGTTTTTCTCTCAATTATGCTATACTAGGAAATAAAACAATATTT
AGTAAATGTTTTTGTCTCTTGAGAGGGCATTGCTTCTTAATCCAGT

Cuadro 15. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores KRASE4FW

y KRASE4RV
KRASE4FW y
KRASE4FW KRASE4RV KRASE4RV
Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero
Estructura

AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)

1 -4.89 -6.09

2 -4.89 -4.85

MSHG6ESFW y MSH6ESRV

>NC 000002.12:47803107-47803707 Homo sapiens chromosome 2, GRCh38.pl2
Primary Assembly
GAACTGCTGACCTCGTGAACTCTGCCCGCCTAGGCCTCCTGAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCAC
CGTGCCTGGCCTCTGCTCTATCTTTTAGCTTTCCCTTGGCACTTCTATGGTCCAGATGTTAGAGGGTAA
GTATTTTGATGGGGGAGATCGTTGGACTGTAATTGAAAGTTATGTCTTATAATGAAATGTGTTATATAA
AGAAGACCTATAAAACACTTAGGCTGATAAAACCCCCAAACGATGAAGCCTCACTTTTACCCTCTCTTT
TAACAGATGTTTTACTGTGCCTGGCTAACTATAGTCGAGGGGGTGATGGTCCTATGTGTCGCCCAGTAA
TTCTGTTGCCGGAAGATACCCCCCCCTTCTTAGAGCTTAAAGGATCACGCCATCCTTGCATTACGAAGA
CTTTTTTTGGAGATGATTTTATTCCTAATGACATTCTAATAGGCTGTGAGGAAGAGGAGCAGGAAAATG
GCA
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Cuadro 16. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores MSH6ESFW

y MSH6E5RV
MSHG6ESFW y
MSH6ESFW MSHG6ESRV MSH6ESRV
Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero
Estructura
AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)
1 -4.52

PIK3CAE3FW y PIK3CAE3RV

>NC 000003.12:179199290-179200090 Homo sapiens chromosome 3,
GRCh38.pl2 Primary Assembly
GAATGTTTGCTGCCTTTGCTCTAAATTGCTGAATATATTATTTTTTATATATTAAAAATATTCAGGACT
GTCAACTTTTAATATATATGCATTCATCAAAAATTTGTTTTAACCTAGCGGTACTTTTTTTACTTTATT
GTGATCTTCCAAATCTACAGAGTTCCCTGTTTGCAAAAAAAACATGTTCATGCTGTGTATGTAATAGAA
TGTTATATTCTTTATGTAATTTTATTAAAGGTTTTGCTATCGGCATGCCAGTGTGTGAATTTGATATGG
TTAAAGATCCAGAAGTACAGGACTTCCGAAGAAATATTCTGAACGTTTGTAAAGAAGCTGTGGATCTTA
GGGACCTCAATTCACCTCATAGTAGAGCAATGTATGTCTATCCTCCAAATGTAGAATCTTCACCAGAAT
TGCCAAAGCACATATATAATAAATTAGATAAAGGTAAGAAAATGACTAATCTACTCTAATCATTACTAT
AGTGCAGTCTTCTACCTGTGTCTATATCTTTGTATAGTCTTTTTTTTTTTTTCCAGCTAGATAGTAAGC
TTCTTGAAGGCAGGGACTGCTTATACTGACAAGA

Cuadro 17. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores
PIK3CAE3FW y PIK3CAE3RV

PIK3CAE3FWy
PIK3CAE3FW PIK3CAE3RV PIK3CAE3RV
Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero
Estructura
AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)
1 -6.69 34
2 -6.69
3 -6.09

PIK3CAESFW y PIK3CAESRV

>NC 000003.12:179217894-179218594 Homo sapiens chromosome 3,
GRCh38.pl2 Primary Assembly
TGGTTCTTTCCTGTCTCTGAAAATAAAGTCTTGCAATGAAAATAAATTATTTTACAACAGTTAATTAGC
AATGTAAAATTTATTGAAAATGTATTTGCTTTTTCTGTAAATCATCTGTGAATCCAGAGGGGAAAAATA
TGACAAAGAAAGCTATATAAGATATTATTTTATTTTACAGAGTAACAGACTAGCTAGAGACAATGAATT
AAGGGAAAATGACAAAGAACAGCTCAAAGCAATTTCTACACGAGATCCTCTCTCTGAAATCACTGAGCA
GGAGAAAGATTTTCTATGGAGTCACAGGTAAGTGCTAAAATGGAGATTCTCTGTTTCTTTTTCTTTATT
ACAGAAAAAATAACTGAATTTGGCTGATCTCAGCATGTTTTTACCATACCTATTGGAATAAATAAAGCA
GAATTTACATGATTTTTAAACTATAAACATTGCCTTTTTAAAAACAATGGTTGTAAATTGATATTTGTG
GAAAATCATACTACATTGGTAGTTGGCACATTAAATGC
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Cuadro 18. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores
PIK3CAESFW y PIK3CAE5SRV

PIK3CAESFWy
PIK3CAESFW PIK3CAESRV PIK3CAESRV
Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero
Estructura
AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)
1 -2.36 -6.46 -5.41 -0.99 -5.37
2 -4.52 -4.89 -4.85

PIK3CAE21FW y PIK3CAE21RV

>NC 000003.12:179233997-179234597 Homo sapiens chromosome 3,
GRCh38.pl2 Primary Assembly
TGCTCCAAACTGACCAAACTGTTCTTATTACTTATAGGTTTCAGGAGATGTGTTACAAGGCTTATCTAG
CTATTCGACAGCATGCCAATCTCTTCATAAATCTTTTCTCAATGATGCTTGGCTCTGGAATGCCAGAAC
TACAATCTTTTGATGACATTGCATACATTCGAAAGACCCTAGCCTTAGATAAAACTGAGCAAGAGGCTT
TGGAGTATTTCATGAAACAAATGAATGATGCACATCATGGTGGCTGGACAACAAAAATGGATTGGATCT
TCCACACAATTAAACAGCATGCATTGAACTGAAAAGATAACTGAGAAAATGAAAGCTCACTCTGGATTC
CACACTGCACTGTTAATAACTCTCAGCAGGCAAAGACCGATTGCATAGGAATTGCACAATCCATGAACA
GCATTAGAATTTACAGCAAGAACAGAAATAAAATACTATATAATTTAAATAATGTAAACGCAAACAGGG
TTTGATAGC

Cuadro 19. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores
PIK3CAE21FW y PIK3CAE21RV

PIK3CAE21FWy
PIK3CAE21FW PIK3CAE21RV PIK3CAE21RV
Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero
Estructura
AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)
1 -8.18 -2.98 -8.18
2 -4.9
PTENESFW y PTENESRV

>NC 000010.11:87932647-87933747 Homo sapiens chromosome 10, GRCh38.pl2
Primary Assembly
GCTCTACCTCTAATATGTGACCTATGCTACCAGTCCGTATAGCGTAAATTCCCAGAATATATCCTCCTG
AATAAAATGGGGGAAAATAATACCTGGCTTCCTTAATGATTATATTTAAGACTTATCAAGAGACTATTT
TCTATTTAACAATTAGAAAGTTAAGCAATACATTATTTTTCTCTGGAATCCAGTGTTTCTTTTAAATAC
CTGTTAAGTTTGTATGCAACATTTCTAAAGTTACCTACTTGTTAATTAAAAATTCAAGAGTTTTTTTTT
CTTATTCTGAGGTTATCTTTTTACCACAGTTGCACAATATCCTTTTGAAGACCATAACCCACCACAGCT
AGAACTTATCAAACCCTTTTGTGAAGATCTTGACCAATGGCTAAGTGAAGATGACAATCATGTTGCAGC
AATTCACTGTAAAGCTGGAAAGGGACGAACTGGTGTAATGATATGTGCATATTTATTACATCGGGGCAA
ATTTTTAAAGGCACAAGAGGCCCTAGATTTCTATGGGGAAGTAAGGACCAGAGACAAAAAGGTAAGTTA
TTTTTTGATGTTTTTCCTTTCCTCTTCCTGGATCTGAGAATTT
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Cuadro 20. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores PTENESFW

y PTENESRV
PTENESFW y
PTENESFW PTENESRV PTENESRV
Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero
Estructura

AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)

1 -3.91 -5.67 -5.64

2 -4.53 -4.65

3 -4.62

SMADA4ESFW y SMAD4ESRV

>NC 000018.10:51078080-51078480 Homo sapiens chromosome 18, GRCh38.pl2
Primary Assembly
CIGTTACTTCTTGGCACTTTAGCAGAGAAGTTATATGCTGAGGAGAATGAAATACAGAAAGCTGGTCAC
TTGATTAATTTAGAATGTAGGGAGGATGGGAAGAGATCACCCTGTCCCTCTGATGTCTTCCAAATCTTT
TCTGTTAGGTCTGTCAGCTGCTGCTGGAATTGGTGTTGATGACCTTCGTCGCTTATGCATACTCAGGAT
GAGTTTTGTGAAAGGCTGGGGACCGGATTACCCAAGACAGAGCATCAAAGAAACACCTTGCTGGATTGA
AATTCACTTACACCGGGCCCTCCAGCTCCTAGACGAAGTACTTCATACCATGCCGATTGCAGACCCACA
ACCTT

Cuadro 21. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores

SMAD4ESFW y SMAD4ESRV
SMADA4ESFW y
SMAD4ESFW SMAD4ESRV SMAD4ESRV
Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero
Estructura

AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)

1 -4.9 -0.8 -8.05

2 -4.9

STK11E6FW y STK11E6RV

>NC 000019.10:1221105-1221505 Homo sapiens chromosome 19, GRCh38.pl2
Primary Assembly
CTTGACTGACCACGCCTTTCTTCCCTCCCCTCGAAATGAAGCTACAACATCACCACGGGTCTGTACCCC
TTCGAAGGGGACAACATCTACAAGTTGTTTGAGAACATCGGGAAGGGGAGCTACGCCATCCCGGGCGAC
TGTGGCCCCCCGCTCTCTGACCTGCTGARAAGGTGGGAGCCTCATCCCTCTGCCCGCAGCCCCAGGGAGG
CGGGGCTTTTGTGCAGAAATGTAGGGTTGGGG

TPS3EX2FW y TPS3EX2RV

>NC 000017.11:c7676637-7676337 Homo sapiens chromosome 17, GRCh38.pl3
Primary Assembly
CTTTTCCTCTTGCAGCAGCCAGACTGCCTTCCGGGTCACTGCCATGGAGGAGCCGCAGTCAGATCCTAG
CGTCGAGCCCCCTCTGAGTCAGGAAACATTTTCAGACCTATGGAAACTGTGAGTGGATCCATTGGAAGG
GCAGGCCCACCACCCCCACCCCAACCCCAGCCCCCTAGCAGAGACCTGTGGGAAGCGAAAATTCCATGG
GACTGACTTTCTGCTCTTGTCTTTCAGACTTCCTGAAAACAACGTTCTGGTAAGGACAAGGGTTGGGCT
GGGGACCTGGAGGGCTGGGGACCTG
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Cuadro 22. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores TPS3EX2FW

y TPS3EX2RV
TP53EX2FW y
TP53EX2FW TP53EX2RV TP53EX2RV

Estructura Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero
AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)

1 -7.05 -4.17

2 -3.92

TP53EX4FW y TPS3EX4RV

>NC 000017.11:c7676354-7675954 Homo sapiens chromosome 17, GRCh38.pl2
Primary Assembly
TCTGACTGCTCTTTTCACCCATCTACAGTCCCCCTTGCCGTCCCAAGCAATGGATGATTTGATGCTGTC
CCCGGACGATATTGAACAATGGTTCACTGAAGACCCAGGTCCAGATGAAGCTCCCAGAATGCCAGAGGC
TGCTCCCCCCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCTCCTACACCGGCGGCCCCTGCACCAGCCCCCTCCTGGCC
CCTGTCATCTTCTGTCCCTTCCC

Cuadro 23. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores TPS3EX4FW
y TPS3EX4RV

TP53EX4FW y
TP53EX4FW TP53EX4RV TP53EX4RV

Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero

AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)

Estructura

1 -7.14
-5.13
-5.12
-4.53

E VS S

TPS3ES-6FW y TPS3E5-6RV

>NC 000017.11:c7675424-7674685 Homo sapiens chromosome 17, GRCh38.pl2
Primary Assembly
ACGCCAACTCTCTCTAGCTCGCTAGTGGGTTGCAGGAGGTGCTTACGCATGTTTGTTTCTTTGCTGCCG
TCTTCCAGTTGCTTTATCTGTTCACTTGTGCCCTGACTTTCAACTCTGTCTCCTTCCTCTTCCTACAGT
ACTCCCCTGCCCTCAACAAGATGTTTTGCCAACTGGCCAAGACCTGCCCTGTGCAGCTGTGGGTTGATT
CCACACCCCCGCCCGGCACCCGCGTCCGCGCCATGGCCATCTACAAGCAGTCACAGCACATGACGGAGG
TTGTGAGGCGCTGCCCCCACCATGAGCGCTGCTCAGATAGCGATGGTGAGCAGCTGGGGCTGGAGAGAC
GACAGGGCTGGTTGCCCAGGGTCCCCAGGCCTCTGATTCCTCACTGATTGCTCTTAGGTCTGGCCCCTC
CTCAGCATCTTATCCGAGTGGAAGGAAATTTGCGTGTGGAGTATTTGGATGACAGAAACACTTTTCGAC
ATAGTGTGGTGGTGCCCTATGAGCCGCCTGAGGTCTGGTTTGCAACTGGGGTCTCTGGGAGGAGGGGTT
AAGGGTGGTTGTCAGTGGCCCTCCAGGTGAGCAGTAGGGGGGCTTTCTCCTGCTGCTTATTTGACCTCC
CTATAACCCCATGAGATGTGC
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Cuadro 24. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores TP53E5-6FW
y TP53E5-6RV

TP53E5-6FW y

TP53E5-6FW TP53E5-6RV TP53E5-6RV
Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero
Estructura
AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)
1 -7.34 -3.56 -5.38
2 -5.16 -4.4
TPS3EX7FW y TP53EX7RV

>NC 000017.11:c7674630-7674030 Homo sapiens chromosome 17, GRCh38.pl2
Primary Assembly
AGGAAGGAGAATGGCGTGAACCTGGGCGGTGGAGCTTGCAGTGAGCTGAGATCACGCCACTGCACTCCA
GCCTGGGCGACAGAGCGAGATTCCATCTCAAAAAAAAAAAAANAAGGCCTCCCCTGCTTGCCACAGGTC
TCCCCAAGGCGCACTGGCCTCATCTTGGGCCTGTGTTATCTCCTAGGTTGGCTCTGACTGTACCACCAT
CCACTACAACTACATGTGTAACAGTTCCTGCATGGGCGGCATGAACCGGAGGCCCATCCTCACCATCAT
CACACTGGAAGACTCCAGGTCAGGAGCCACTTGCCACCCTGCACACTGGCCTGCTGTGCCCCAGCCTCT
GCTTGCCTCTGACCCCTGGGCCCACCTCTTACCGATTTCTTCCATACTACTACCCATCCACCTCTCATC
ACA

TPS3ESFW y TP53ESRV

>NC 000017.11:c7674011-7673528 Homo sapiens chromosome 17, GRCh38.pl2
Primary Assembly
GGACCTCTTAACCTGTGGCTTCTCCTCCACCTACCTGGAGCTGGAGCTTAGGCTCCAGAAAGGACAAGG
GTGGTTGGGAGTAGATGGAGCCTGGTTTTTTAAATGGGACAGGTAGGACCTGATTTCCTTACTGCCTCT
TGCTTCTCTTTTCCTATCCTGAGTAGTGGTAATCTACTGGGACGGAACAGCTTTGAGGTGCGTGTTTGT
GCCTGTCCTGGGAGAGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAATCTCCGCAAGAAAGGGGAGCCTCACCACGAG
CTGCCCCCAGGGAGCACTAAGCGAGGTAAGCAAGCAGGACAAGAAGCGGTGGAGGAGACCAAGGGTGCA
GTTATGCCTCAGATTCACTTTTATCACCTTTCCTTGCCTCTTTCCTAGCACTGCCCAACAACACCAGCT
CCTCTCCCCAGCCAAAGAAGAAACCACTGG

Cuadro 25. Formacion de estructuras de lazo, homodimeros y heterodimeros para los cebadores TPS3ESFW y

TP53E8RV
TP53ESFW y
TP53E8FW TP53E8RV TP53E8RV
Lazo Homodimero Heterodimero Lazo Homodimero
Estructura
AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol) AG(Kcal/mol)
1 -4.85 -6.36 -0.82 -6.02
TP53E9FW y TPS3E9RV

>NC 000017.11:c7673864-7673164 Homo sapiens chromosome 17, GRCh38.pl2
Primary Assembly
AGCTTTGAGGTGCCTGTTTGTGCCTGTCCTGGGAGAGACCGGCGCACAGAGGAAGAGAATCTCCGCAAG
AAAGGGGAGCCTCACCACGAGCTGCCCCCAGGGAGCACTAAGCGAGGTAAGCAAGCAGGACAAGAAGCG
GTGGAGGAGACCAAGGGTGCAGTTATGCCTCAGATTCACTTTTATCACCTTTCCTTGCCTCTTTCCTAG
CACTGCCCAACAACACCAGCTCCTCTCCCCAGCCAAAGAAGAAACCACTGGATGGAGAATATTTCACCC
TTCAGGTACTAAGTCTTGGGACCTCTTATCAAGTGGAAAGTTTCCAGTCTAACACTCAAAATGCCGTTT
TCTTCTTGACTGTTTTACCTGCAATTGGGGCATTTGCCATCAGGGGGCAGTGATGCCTCAAAGACAATG
GCTCCTGGT
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E. Elaboracion de PCR

Cuadro 26. Informacion de cebadores proporcionados por INVEGEM para la amplificacion de las regiones de

los genes de interés

Secuencia
Cebador Direcciéon Amplicon
(5-3)
(pb)

BR105-F F CTCTTAAGGGCAGTTGTGAG

BR105-R R ATGGTTTTATAGGAACGCTATG 278
BRI111A-F F GGAATTAAATGAAAGAGTATGAGC 206
BRI11A-R R CTAAGCCAGGCTGTTTGCTT

BR115-F F CAGACTTCTAGGCTGTCTTGC

BRI115-R R GTGTTTGTTCCAATACAGCAG 78
BR210I-F F TATGTCCAAATTTAATTGATAAT

BR210I-R R AAACACAGAAGGAATCGTCATC 320
BR211Q-F F CTGCCCCAAAGTGTAAAGAAAT 33
BR211Q-R R AATGACTGAATAAGGGGACTGAT
BR218B-F F GCAGATACCCAAAAAGTGGC
BR218B-R R TCTGGACCTCCCAAAAACTG 38
BR223-F F ACTTCTTCCATTGCATCTTTCTCA

BR223-R R AAAACAAAACAAAAATTCAACATA 2%
CKITE17F F TGGTTTTCTTTTCTCCTCCAA
CKITE17R R TGCAGGACTGTCAAGCAGAG 18>
KRAS2F F AGGCCTGCTGAAAATGACTGAA

KRAS2R R AAAGAATGGTCCTGCACCAG i
KRAS3F F GGATTCCTACAGGAAGCAAGT

KRAS3R R TGGCAAATACACAAAGAAAGC 140
NRAS3F F GTGGTTATAGATGGTGAAACCTGT

NRAS3R R TGGCAAATACACAGAGGAAGC 2

Cuadro 27. Mezcla de reaccion, programa de PCR y temperatura de hibridacion para la amplificacion de las

regiones de los genes de interés utilizando los cebadores disefiados

Modificacién
Cebador Receta  Programa Ta (°C)
Programa

AKTIE3FW

1 3 - 51
AKTIE3RV
APCE14FW

1 3 - 53
APCE14RV
APCE14AFW

1 2,3,4 - 51,52,52.5,53*
APCEI4ARV
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Modificacion

Cebador Receta  Programa Ta (°C)
Programa
BRAFE15FW
1 2 - 53
BRAFE15RV
CDHIEI2FW
1 2 - 53.5
CDHI1E12RV
EGFRE21FW
1 2 - 53
EGFRE21RV
FBXW7E10FW
2 2 37 ciclos, 45 seg hibridacion 49
FBXW7E10RV
KRASE4FW
1 2 - 54.5
KRASE4RV
MSH6ESFW
1 3 - 53.5
MSH6E5SRV
PIK3CAE3FW
1,2 2 37 ciclos, 45 seg hibridacion 50, 51, 51.5, 52, 53*
PIK3CAE3RV
PIK3CAESFW
1 2 37 ciclos, 1 min hibridacion 50, 51, 51.5, 52, 53*
PIK3CAESRV
PIK3CAE21FW
1 2 - 54
PIK3CAE21RV
PTENESFW
1 2 - 50.5
PTENES5SRV
SMAD4ESFW
1 2 - 52
SMAD4ESRV
STK11E6FW
1 3 - 52
STK11E6RV
TP53EX2FW
1 2 - 54
TP53EX2RV
TP53EX4FW
1 3 - 54
TP53EX4RV
TPS3ES-6FW
1 2 - 52
TP53ES5-6RV
TP53EX7FW
1,2 2,3 -, 45 seg hibridacion 53.5, 54, 54.5, 55%*
TP53EX7RV
TP53E8FW
1 3 - 52
TP53E8RV
TP53E9FW
1 3 - 54
TP53E9RV
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Cuadro 28. Mezcla de reaccion, programa de PCR y temperatura de hibridacion para la amplificacion de las

regiones de los genes de interés utilizando los cebadores proporcionados por INVEGEM

Modificacion
Cebador Receta Programa Ta (°C)
Programa
BR105-F
2 - 60.5
BR105-R
BR111A-F
1 1 - 56
BR111A-R
BR115-F
1 2 - 50
BR115-R
BR210I-F 37 ciclos, 1 min
1 2 57.5
BR210I-R hibridacion
BR211Q-F
1 2 37 ciclos 63
BR211Q-R
BR218B-F 40 ciclos, 1 min
1 2 62.5
BR218B-R desnaturalizacion
BR223-F
1 1 - 57
BR223-R
CKITE17F
4 5 * 56*
CKITE17R
KRAS2F
1 2 - 51.5
KRAS2R
KRAS3F
3 6 - 53
KRAS3R
NRAS3F
3 6 - 54
NRAS3R

Cuadro 29. Mezcla de reaccion 1 para la amplificacion de las regiones de interés de los distintos genes

Concentracion Concentracion

Componentes nicial final Volumen
Buffer 10x Ix 2.5ulL
MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.0 uL
dNTPs 10 mM 200 uM 2.0 uL
Primer Sentido 100 uM 0.5 uM 2.5ul
Primer Antisentido 100 uM 0.5 uM 2.5ul
ADN Polimerasa 50/ uL 1U 0.2 uL
ADN n/a n/a 2 ul
Betaina M 5 uL
ddH20 n/a Llevara25pulL 7.3 uL
Volumen Total 25 uL
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Cuadro 30. Mezcla de reaccion 2 para la amplificacion de las regiones de interés de los distintos genes

Concentracion Concentracion

Componentes nicial final Volumen
Buffer 10x Ix 2.5ul
MgCl2 25 mM 1.5 mM 1.0 uL
dNTPs 10 mM 200 uM 2.0 uL

Primer Sentido 100 uM 0.5 uM 2.5ulL

Primer Antisentido 100 uM 0.5 uM 2.5ul
ADN Polimerasa 50/ uL 4U 0.8 uL
ADN n/a n/a 1 pL
Betaina M 5 uL
ddH20 n/a Llevara25pulL 7.7 uL

Volumen Total 25 uL

Cuadro 31. Mezcla de reaccion 3 para la amplificacion de las regiones de interés de los distintos genes

Concentracion Concentracion

Componentes nicial final Volumen
Buffer 10x 1x 5 uL
MgCl2 25 mM 1.5 mM 3uL
dNTPs 10 mM 200 uM 4 uL

Primer Sentido 100 uM 0.5 uM 2 ul

Primer Antisentido 100 uM 0.5 uM 2 ul

ADN Polimerasa 50/ uL 1U 0.5 uL
ADN n/a n/a 2 ul
ddH20 n/a Llevara 50 uL.  31.5 uL

Volumen Total 50 uL
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Cuadro 32. Mezcla de reaccion 4 para la amplificacion de las regiones de interés de los distintos genes

Concentracion Concentracion

Componentes nicial final Volumen
Buffer 10x Ix 5 uL
MgCl2 25 mM 1.5 mM 3uL
dNTPs 10 mM 200 uM 8 uL

Primer Sentido 100 uM 0.5 uM 2 ul

Primer Antisentido 100 uM 0.5 uM 2 ul
ADN Polimerasa 50/ uL 1U 0.5 uL
ADN n/a n/a 2 ul
Betaina M 10 uL
ddH20 n/a Llevara 50 uL.  17.50 pL
Volumen Total 50 uL

Cuadro 33. Programa de PCR 1 para la amplificacion de las regiones de interés de los distintos genes

Etapa Tiempo Temperatura (°C) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 5 min 96 1
Desnaturalizacion 30 seg 96
Hibridacion 30 seg * 30
Elongacion 45 seg 72
Elongacion final 7 min 72 1

Cuadro 34. Programa de PCR 2 para la amplificacion de las regiones de interés de los distintos genes

Etapa Tiempo Temperatura (°C) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 5 min 96 1
Desnaturalizacion 30 seg 96
Hibridacion 45 seg * 35
Elongacion 1 min 72
Elongacion final 10 min 72 1

Cuadro 35. Programa de PCR 3 para la amplificacion de las regiones de interés de los distintos genes

Etapa Tiempo Temperatura (°C) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 5 min 94 1
Desnaturalizacion 30 seg 94
Hibridacion 1 min * 30
Elongacion 1 min 72
Elongacion final 10 min 72 1
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Cuadro 36. Programa de PCR 4 para la amplificacion de las regiones de interés de los distintos genes

Etapa Tiempo Temperatura (°C) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 2 min 95 1
Desnaturalizacion 30 seg 94
Hibridacion 30 seg * 35
Elongacion 30 seg 72
Elongacion final 10 min 72 1

Cuadro 37. Programa de PCR 5 para la amplificacion de las regiones de interés de los distintos genes

Etapa Tiempo Temperatura (°C) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 5 min 94 1
Desnaturalizacion 1 min 94
Hibridacion 45 seg 56 40
Elongacion 1 min 72
Elongacion final 7 min 72 1

Cuadro 38. Programa de PCR 6 para la amplificacion de las regiones de interés de los distintos genes

Etapa Tiempo Temperatura (°C) Ciclos
Desnaturalizacion inicial 2 min 95 1
Desnaturalizacion 30 seg 94
Hibridacion 45 seg * 30
Elongacion 1 min 72
Elongacion final 5 min 72 1

Cuadro 39. Resultados de las amplificaciones en las PCR implementadas en INVEGEM con muestras

problema
Muestra Gen Cebador Resultado
BR218B-F
BR-002 BRCA2 Exitosa
BR218B-R
BR105-F
BR-003 BRCAI Exitosa
BR105-R
BR211Q-F
BR-005 BRCA2 Exitosa
BR211Q-R
BR210I-F
BR-008 BRCA2 Exitosa
BR210I-R
BR223-F
BR-008 BRCA2 Exitosa
BR223-R
BRI111A-F
BR-012 BRCAI No exitosa
BR111A-R
BR-013 BRCAI BRI111A-F No exitosa
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Muestra Gen Cebador Resultado
BR111A-R
BR105-F
BR-017 BRCAI Exitosa
BR105-R
BR105-F
BR-028 BRCAI Exitosa
BR105-R
BR115-F
BR-057 BRCAI Exitosa
BR115-R
CDHI1E12FW
BR-33 CDH1 Exitosa
CDHI1E12RV
TP53E5-6FW
TS-001 TP53 Exitosa
TP53E5-6RV
APCE14AFW
TS-001 APC No exitosa
APCE14ARV
EGFRE21FW
TS-001 EGFR No exitosa
EGFRE21RV
BRAFEI5FW
TS-002 BRAF Exitosa
BRAFE15RV
TP53E5-6FW
TS-003 TP53 No exitosa
TP53E5-6RV
TP53E9FW
TS-005 TP53 No exitosa
TP53E9RV
MSH6ESFW
TS-006 MSH6 No exitosa
MSH6ESRV
PIK3CAESFW
TS-006 PIK3CA No exitosa
PIK3CAESRV
KRAS2F
TS-007 KRAS Exitosa
KRAS2R
PIK3CAE3FW
TS-007 PIK3CA No exitosa
PIK3CAE3RV
PIK3CAESFW
TS-007 PIK3CA No exitosa
PIK3CAESRV
SMAD4ESFW
TS-007 SMADA4 Exitosa
SMAD4E8RV
TP53ES8FW
TS-008 TP53 Exitosa
TP53E8RV
TP53E7FW
TS-009 TP53 No exitosa
TP53E7RV
PTENESFW
TS-010 PTEN No exitosa
PTENESRV
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Muestra Gen Cebador Resultado
BRAFEIS5FW
TS-011 BRAF Exitosa
BRAFE15RV
BRAFEI5FW
TS-013 BRAF Exitosa
BRAFE15RV
BRAFEI5FW
TS-014 BRAF Exitosa
BRAFE15RV
STK11E6FW
TS-015 STK11 Exitosa
STK11E6RV
PIK3CAE21FW
TS-018 PIK3CA No exitosa
PIK3CAE21RV
NRAS3F
TS-019 NRAS Exitosa
NRAS3R
KRAS2F
TS-020 KRAS Exitosa
KRAS2R
APCE14FW
TS-021 APC No exitosa
APCE14RV
KRASE4FW
TS-022 KRAS Exitosa
KRASE4RV
PIK3CAESFW
TS-022 PIK3CA No exitosa
PIK3CAESRV
BRAFEIS5FW
TS-023 BRAF Exitosa
BRAFE15RV
TP53ES8FW
TS-024 TP53 Exitosa
TP53E8RV
MSH6ESFW
TS-030 MSH6 Exitosa
MSH6E5SRV
KRAS2F
TS-032 KRAS Exitosa
KRAS2R
TP53E5-6FW
TS-032 TP53 Exitosa
TP53ES5-6RV
STK11E6FW
TS-037 STK11 Exitosa
STK11E6RV
TP53E5-6FW
TS-038 TP53 Exitosa
TP53ES5-6RV
TP53E5-6FW
TS-039 TP53 No exitosa
TP53ES5-6RV
KRAS2F
TS-041 KRAS Exitosa
KRAS2R
TS-041 TP53 TP53EX4FW Exitosa
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Muestra Gen Cebador Resultado
TP53EX4RV
TP53E5-6FW
TS-041 TP53 Exitosa
TP53E5-6RV
PIK3CAE21FW
TS-042 PIK3CA No exitosa
PIK3CAE21RV
TP53ES8FW
TS-043 TP53 No exitosa
TP53E8RV
AKTI1E3FW
TS-047 AKTI Exitosa
AKTI1E3RV
TP53EX4FW
TS-049 TP53 Exitosa
TP53EX4RV
TP53E9FW
TS-050 TP53 Exitosa
TP53E9RV
TP53ES8FW
TS-051 TP53 Exitosa
TP53E8RV
APCE14FW
TS-051 APC Exitosa
APCE14RV
EGFRE21FW
TS-051 EGFR Exitosa
EGFRE21RV
KRAS2F
TS-052 KRAS Exitosa
KRAS2R
TP53E5-6FW
TS-052 TP53 Exitosa
TP53E5-6RV
KRAS3F
TS-055 KRAS Exitosa
KRAS3R
TP53E5-6FW
TS-055 TP53 Exitosa
TP53E5-6RV
PIK3CAESFW
TS-056 PIK3CA No exitosa
PIK3CAESRV
TP53EX4FW
TS-060 TP53 Exitosa
TP53EX4RV
TP53EX2FW
TS-064 TP53 No exitosa
TP53EX2RV
PIK3CAE3FW
TS-064 PIK3CA No exitosa
PIK3CAE3RV
TP53E5-6FW
TS-065 TP53 No exitosa
TP53E5-6RV
KRAS2F
TS-067 KRAS Exitosa
KRAS2R
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Muestra Gen Cebador Resultado
TP53E5-6FW
TS-073 TP53 Exitosa
TP53E5-6RV
TP53EX4FW
TS-076 TP53 Exitosa
TP53EX4RV
TP53EX4FW
TS-079 TP53 Exitosa
TP53EX4RV
TP53ES8FW
TS-081 TP53 Exitosa
TP53E8RV
TP53E5-6FW
TS-083 TP53 Exitosa
TP53E5-6RV
TP53E5-6FW
TS-087 TP53 Exitosa
TP53E5-6RV
TP53ES8FW
TS-087 TP53 Exitosa
TP53E8RV
BRAFEI5FW
TS-092 BRAF Exitosa
BRAFE15RV
BRAFEI5FW
TS-094 BRAF Exitosa
BRAFE15RV
KRAS2F
TS-095 KRAS Exitosa
KRAS2R
PIK3CAE3FW
TS-095 PIK3CA No exitosa
PIK3CAE3RV
APCE14FW
TS-095 APC No exitosa
APCE14RV
CDHI1E12FW
TS-106 CDH1 Exitosa
CDHI1E12RV
BRAFEIS5FW
TS-106 BRAF Exitosa
BRAFE15RV
PTENESFW
TS-107 PTEN No exitosa
PTENESRV
TP53EX4FW
TS-114 TP53 Exitosa
TP53EX4RV
CKITE17F
TS-114 KIT No exitosa
CKITE17R
MSH6ESFW
TS-117 MSH6 No exitosa
MSH6E5SRV
KRAS2F
TS-128 KRAS Exitosa
KRAS2R
TS-139 PTEN PTENESFW Exitosa
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Muestra Gen Cebador Resultado

PTENESRV
TP53E5-6FW
TS-139 TP53 Exitosa
TP53E5-6RV
PIK3CAE21FW
TS-139 PIK3CA Exitosa
PIK3CAE21RV

F. Analisis de secuenciacion

Cuadro 40. Confirmacién de variantes por el método de Sanger de las muestras analizadas

Muestra Gen Variante Confirmacion
BR-003 BRCAI c.212+1G>A +
BR-008  BRCA2 c.1813delA -
BR-008  BRCA2 ¢.9097delA -
BR-017  BRCAI c.212+1G>A +
BR-028  BRCAI c.212+1G>A +
BR-057  BRCAI c.4547G>A -

BR-33 CDH1 c.1876T>G +
TS-001 P53 c.388C>T -
TS-002 BRAF c.1799T>A +
TS-007 KRAS c.35 G>A +
TS-007 SMAD4 c.1471G>T +
TS-008 P53 c.809T>C +
TS-011 BRAF c.1799T>A +
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Muestra Gen Variante Confirmacion
TS-013 BRAF c.1799T>A +
TS-014 BRAF c.1799T>A +
TS-015 STK11 c.827G>T +
TS-022 KRAS c.436G>A +
TS-023 BRAF c.1799T>A +
TS-024 P53 c.892G>T +
TS-030 MSH6 c.3260C>A +
TS-032 KRAS c.35G>A -
TS-032 P53 c.524G>A -
TS-037 STK11 c.827G>T +
TS-038 TP53  ¢.577_578delCAinsAG +
TS-041 P53 c.215C>G +
TS-041 P53 c.377A>G +
TS-047 AKTI c.155T>A +
TS-049 P53 c.215C>G +
TS-050 P53 €.9064C>T +
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Muestra Gen Variante Confirmacion
TS-051 P53 c.817C>T +
TS-051 APC c.4612dupA -
TS-051 EGFR c.2483T>C +
TS-052 KRAS c.35 G>A +
TS-052 P53 c.586C>T -
TS-055 P53 c.646G>A -
TS-060 P53 c.215C>G +
TS-067 KRAS c.35 G>A +
TS-073 P53 c.469G>T +
TS-076 P53 c.215C>G +
TS-079 P53 c.215C>G +
TS-081 P53 c.843C>G +
TS-087 P53 c.455 C>T +
TS-087 P53 c.809T>C +
TS-092 BRAF c.1799T>A +
TS-094 BRAF c.1799T>A -
TS-095 KRAS c.35 G>A -
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Muestra Gen Variante Confirmacion

TS-106 BRAF c.1799T>A +
TS-114 TP53 c.215C>G -
TS-128 KRAS c.38G>A +
TS-139 PTEN ¢.388C>G -
TS-139 TP53 c.672g>C -
TS-139  PIK3C4 c.3140A>G -

Figura 17. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra BR-003 con variante ¢.212+1G>A
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Figura 18. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra BR-008 con variante c.1813delA

ausente
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Figura 19. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra BR-008 con variante ¢.9097delA

ausente
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Figura 20. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra BR-017 con variante ¢.212+1G>A

presente
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Figura 21. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra BR-028 con variante ¢.212+1G>A

presente
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Figura 22. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra BR-057 con variante ¢.4547G>A

ausente
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Figura 23. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra BR-033 con variante ¢.1876T>G

presente
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Figura 24. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-001 con variante ¢.388C>T ausente
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Figura 25. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-002 con variante ¢.1799T>A

presente
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Figura 26. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-007 con variante ¢.35G>A presente
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Figura 27. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-007 con variante ¢.1471G>T

presente
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Figura 28. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-008 con variante ¢.809T>C presente
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Figura 29. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-011 con variante ¢.1799T>A
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Figura 30. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-013 con variante ¢.1799T>A

presente
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Figura 31. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-014 con variante ¢.1799T>A

presente
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Figura 32. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-015 con variante ¢.827G>T presente
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Figura 33. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-022 con variante ¢.436G>A presente
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Figura 34. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-023 con variante ¢.1799T>A

presente
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Figura 35. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-024 con variante ¢.892G>T presente
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Figura 36. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-030 con variante ¢.3260C>A

presente
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Figura 37. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-032 con variante ¢.35G>A ausente
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Figura 38. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-032 con variante ¢.524G>A ausente
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Figura 39. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-037 con variante ¢.827G>T presente
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Figura 40. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-038 con variante
¢.577_578delCAinsAG presente
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Figura 41. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-041 con variante ¢.215C>G presente
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Figura 42. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-041 con variante ¢.377A>G presente
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Figura 43. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-047 con variante c.155T>A presente
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Figura 44. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-049 con variante ¢.215C>G presente

T 50 100 10 g 3 30 350 a0 40 500 550 500 850 700 750 800 850 500 950 1000 1050 1,100 (SR

0 180 190 200 210 20 230 240
Consensus 5AAGACCCAGGTCCAGATGAAGCTCCCAGAATGCCAGAGGCTGCTCCCCEGCGTGGCCCCTGCACCAGCAGCTCCTACACCGGC!
o
1352 11,302 1372 11,302 11,402 11,412 11,422
e NC_000017 - TP53 CDS - TP53 ... -G—GG_G-G-G—G_G-GIGG-G—G-GG_G—G-G—GG.(
2 TPs3c0S 2
2 P53 CDS. 2
2 TP53.CDS 2
2 TP53.CDS 2
2 TPS3CDS
2 TP53.CDS 2
2 TP53.CDS
2 TPS3CDS
TP53 CDS
P53 mRNA
TP53 mRNA
P53 mRNA
P53 mRNA
TP53 mRNA
P53 mRNA
P53 mRNA
TP53 mRNA
P53 mRNA

Le REVTS494TP_4TPR.ab1

[+ FUDTS494TP_4TPF.ab1

Figura 45. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-050 con variante ¢.9064C>T

presente
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Figura 46. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-051 con variante ¢.817C>T presente
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Figura 47. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-051 con variante ¢.4612dupA

ausente
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Figura 48. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-051 con variante ¢.2483T>C

presente
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Figura 49. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-052 con variante ¢.35G>A presente
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Figura 50. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-052 con variante ¢.586C>T ausente
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Figura 52. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-060 con variante ¢.215C>G presente
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Figura 53. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-067 con variante ¢.35G>A presente
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Figura 54. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-073 con variante ¢.469G>T presente
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Figura 56. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-079 con variante ¢.215C>G presente
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Figura 58. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-087 con variante ¢.455C>T presente
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Figura 60. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-092 con variante ¢.1799T>A

presente
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Figura 61. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-094 con variante ¢.1799T>A ausente
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Figura 62. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-095 con variante ¢.35G>A ausente
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Figura 63. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-106 con variante ¢.1799T>A

presente
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Figura 64. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-114 con variante ¢.215C>G ausente
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Figura 65. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-128 con variante ¢.38G>A presente

5500 500 5810 5820 583 5840

Consensus ICTGAAAATGACTGAATATAAACT IGTGGTAGT TGGAGCTGGTGGCGTAGGCAAGAGTGCCTTGACGATACAGC TAATTCAGAATCATTTTGTGGA
Coverage ZI
0
5 5 5570 5580 5.580 5,800
Le NC_000012 H AT G AT ANTAAAGITN G I G GIEA GG CACETC GEG CECHIAG CRAAC!
[> |
KRAS CDS 2
KRAS CDS 2.0
KRAS CDS

nRNA 4
nRNA q
nRNA q

A\
ATGACTGAATATAAAC TTGA\"(JATA\'AGLTkATT\'AlJAATCATTTTGTV:\:A

L+ REVTS128K2_K2R.ab1
-




Figura 66. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-139 con variante ¢.388C>G ausente
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Figura 68. Electroferograma por secuenciacion de Sanger de muestra TS-139 con variante ¢.3140A>G ausente
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G. Analisis estadistico

1. Amplificar correctamente

Amplificacion
Exito Fracaso
Muestra 60 26
Probabilidad 0.698 0.302

2. Identificar la variante esperada

Variante
Exito Fracaso
Muestra 37 15
Probabilidad 0.712 0.288

3. Amplificar el material genético e identificar la variable correctamente

Amplificacion-Variante

Exito Fracaso

Probabilidad 0.496 0..504
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