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Resumen

El diagndstico molecular basado en acidos nucleicos ha mostrado ser de vital importancia en la
salud publica, especialmente en el diagndstico de enfermedades como el cancer o el diagndstico
de enfermedades infecciosas y control de epidemias. El desarrollo de sistemas que permitan
detectar acidos nucleicos y que confieran ciertas ventajas sobre los sistemas actualmente
disponibles es de gran interés. Algunas de los retos actuales son desarrollar sistemas facilmente
aplicables y de reducido coste, evitando el uso de instrumentacion compleja, sistemas que
permitan analisis a nivel de célula Unica o sistemas que permitan la deteccién de acidos nucleicos
en formato portatil y en el punto de atencidn del paciente. Con el objeto de aportar nuevos
enfoques y contribuir a algunos de estos retos, en esta tesis doctoral se exploran diferentes
métodos para la deteccion de acidos nucleicos: el marcaje por quimica dindmica (DCL, del inglés
“Dynamic Chemistry Labelling”), la nanotecnologia, la hibridacidn in situ fluorescente (FISH, del
inglés “Fluorescent in situ Hybridization”) y el método de amplificacion isotermal Circle-To-Circle

Amplification (C2CA).

El marcaje por quimica dindmica es un método de lectura de acidos nucleicos con el uso de
sondas de acidos nucleicos peptidicos (PNA, del inglés “Peptide Nucleic Acid”), que presentan un
esqueleto peptidico modificado quimicamente con una posicidon abasica frente a un nucleétido
bajo estudio. En esta posicion abasica se incorpora de forma especifica una SMART-Nucleobase
(nucleobase modificada quimicamente) con marcaje y complementaria al nucledtido bajo
estudio, por tanto, permitiendo la lectura de dcidos nucleicos con resolucion de una sola base.
En primer lugar, en esta tesis se ha integrado el marcaje por quimica dindmica junto con
nanotecnologia para capturar acidos nucleicos en fluidos biolégicos tales como plasma humano.
Las nanoparticulas de poliestireno destacan por su estabilidad en el medio bioldgico y por la
capacidad de ser conjugadas con cargas de diferente naturaleza, lo que permite su uso en
diferentes aplicaciones en biomedicina. Combinando ambas tecnologias los acidos nucleicos son
detectados con resolucidon de una sola base mediante citometria de flujo, una plataforma
disponible y accesible en todos los laboratorios clinicos y de investigacion. Con este enfoque se
ha llevado a cabo el estudio de variaciones de nucledtido correspondientes a mutaciones
puntuales en secuencias sintéticas que contienen el codén 12 de KRAS, un oncogén en el que la
aparicidon de mutaciones puntuales provoca el desarrollo de procesos tumorales. Asi mismo, se
ha validado la versatilidad del método empleando como diana sintética el miR-122, un micro-

ARN relacionado con el daio hepatico.
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En segundo lugar, en esta tesis se ha llevado a cabo la combinacién del marcaje por quimica
dindmica con la técnica de hibridacion in situ fluorescente (FISH) para la deteccién de acidos
nucleicos preservando su localizacién celular. Concretamente esta aplicacién se ha llevado a
cabo detectando la secuencia a-satélite humana in situ con resolucién de una base en lineas
celulares tumorales, abriendo la posibilidad de estudiar polimorfismos en secuencias repetidas
dificiles de secuenciar. Ademas, se ha estudiado la sensibilidad y especificidad de la deteccion
del nucledtido bajo estudio y se ha planteado como esta nueva aplicacion podria ser utilizada
para desarrollar Secuenciacion por Quimica Dindmica in situ de acidos nucleicos. Asi mismo, se
han llevado a cabo varias estrategias para la deteccidon de mutaciones puntuales presentes en el
ARN mensajero de KRAS in situ en lineas tumorales humanas. Sin embargo, el limite de deteccién
y la existencia de sefiales inespecificas han dificultado el desarrollo de esta aplicacién,
plantedndose las futuras posibilidades para aplicar quimica dindmica en combinacidn con
técnicas FISH como herramienta de diagnéstico de mutaciones presentes en ARN mensajero de

oncogenes in situ.

Finalmente, en esta tesis se ha aplicado el método isotermal de amplificacion de acidos nucleicos
Circle-To-Circle Amplification (C2CA) para detectar ARN viral del virus del Zika, causante de la
fiebre del Zika y varios brotes epidemioldgicos. C2CA es un método basado en varias rondas de
amplificacion Rolling Circle Amplification (RCA) con el uso de sondas Padlock que permite la
deteccion de cantidades minimas de acidos nucleicos y facilita su implementacion en sistemas
de microfluidica y portatiles de deteccidon. En esta tesis se establecen los limites de deteccion de
RCA y C2CA para detectar secuencias sintéticas correspondientes a ADN complementario del
virus del Zika, se analiza la capacidad de un set de sondas Padlock para detectar el virus del Zika
en células sanguineas periféricas mononucleares infectadas y se realiza un ensayo para evaluar

la eficacia de dos farmacos anti-flavivirales.

En definitiva, en esta tesis doctoral se aplican métodos y técnicas de deteccion de acidos
nucleicos alternativas al gold-standard de analisis de acidos nucleicos, la RT-gPCR, con el objeto
de aportar nuevos enfoques y mejoras en la deteccion de acidos nucleicos y con el objetivo final

de contribuir al diagndstico molecular.

22



Abstract

Nucleic acid-based molecular diagnosis has gained special importance in public health, especially
in the diagnosis of diseases such as cancer, or in the diagnosis of infectious diseases and control
of epidemic outbreaks. The development of systems that allow the detection of nucleic acids
and that confer certain advantages over those currently existing is of great interest. Some of the
current challenges are to develop easily applicable systems that avoid the use of complex
instrumentation, low-cost assays, specific assays that allow analysis at single-cell level, or assays
that are applicable to portable nucleic acid detection systems. In order to provide new
approaches and contribute to some of these challenges, this doctoral thesis explores different
methods for the detection of nucleic acids: dynamic chemistry labeling (DCL), nanotechnology,
Fluorescent in situ Hybridization (FISH) and Circle-To-Circle Amplification (C2CA) isothermal

amplification method.

Dynamic Chemistry Labeling (DCL) allows the reading of nucleic acids using peptide nucleic acid
(PNA) probes with a chemically modified backbone that contains an abasic position in front of
the nucleotide under study. In this abasic position, a SMART-Nucleobase (chemically modified
nucleobase) with different labelling and complementary to the nucleotide under study, is
specifically incorporated, therefore, allowing the reading of nucleic acids with single-base
resolution. First, DCL has been combined with nanotechnology to capture nucleic acids in
solution in human plasma. Polystyrene nanoparticles outstand for their stability among
biological media and their capacity to be conjugated with cargoes of different nature, taking part
in multiple applications in biomedicine. Combining both technologies, nucleic acids are detected
with one-base resolution by flow cytometry, a platform available and accessible in all clinical and
research laboratories. With this approach, we studied the detection of nucleotide variations
corresponding to point mutations in synthetic sequences that contain the codon 12 of KRAS, an
oncogene in which the appearance of point mutations leads to the development of
tumorigenesis. In addition, we also studied the detection of a synthetic sequence corresponding

to miR-122, a microRNA associated with liver damage.

Secondly, in this thesis DCL is combined with the fluorescent in situ hybridization (FISH)
technique for the detection of nucleic acids while preserving its cellular location. Specifically,
this application was carried out for detecting the human a-satellite sequence in situ with single-
base resolution in human tumor cell lines, opening the possibility of studying polymorphisms in

repeated sequences.
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In addition, the sensitivity and specificity has been studied and it has been proposed how this

new application could be used to develop in situ Dynamic Chemistry Sequencing of nucleic acids.

Next, several strategies were tested for the detection of point mutations present in KRAS
messenger RNA in situ in human tumor cell lines. However, the detection limit and the existence
of nonspecific signals in the biotin-streptavidin detection system prevented such detection,
raising a discussion about the possibilities of applying dynamic chemistry in combination with
FISH techniques as a diagnostic tool for mutations present in messenger RNA of oncogenes in

situ.

Finally, in this thesis the isothermal method of amplification of nucleic acids Circle-To-Circle
Amplification (C2CA) is validated for the detection of viral RNA. C2CA is a precise method based
on several rounds of Rolling Circle Amplification (RCA) using Padlock probes that allow the
detection of minimal amounts of nucleic acid and facilitates its implementation with microfluidic
and portable detection systems. In this thesis, the detection limits of RCA and C2CA were
established to detect synthetic sequences corresponding to Zika virus complementary DNA, and
an assay was carried out to validate both the capacity of a set of probes to detect the virus, and
the efficacy of two anti-flaviviral drugs in samples of infected peripheral blood mononuclear

cells.

In short, this doctoral thesis applies different methods and techniques for the detection of
nucleic acids alternative to the gold-standard for nucleic acid analysis, RT-gPCR, in order to
provide new approaches and improvements in the detection of nucleic acids, and with the

ultimate goal of contributing to molecular diagnostics.
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Objetivos

Objetivo 1. Combinar nanoparticulas de poliestireno bifuncionalizadas (Strep-FAM-NPs (13))
con marcaje por quimica dinamica (DCL) para capturar y detectar secuencias de KRAS y miR-

122 con resolucion de una base mediante citometria de flujo.

1.1. Preparar y caracterizar de las Strep-FAM-NPs (13).

1.2. Disefiar sondas PNA y DGL para deteccion de KRAS y miR-122.

1.3. Validar la capacidad de las Strep-FAM-NPs (13) para capturar heteroduplex
PNA:DNA y productos DCL en solucién, detectando las dianas sintéticas KRAS y miR-122

con resolucidn de una base mediante citometria de flujo.

1.4. Capturar secuencias KRAS en plasma humano, establecimiento una curva de

calibracion y limite de deteccién (LoD) de la técnica.

1.5. Discriminar desajustes en la secuencia correspondientes a la mutacion KRAS G12C.

Objetivo 2. Aplicar el marcaje por quimica dindmica junto con Hibridacion in situ Fluorescente
(FISH) para detectar secuencias génicas con resolucion de una base y detectar mutaciones

puntuales en ARN mensajero preservando su localizacién celular.

2.1. Disefiar sondas PNA y sondas DGL para deteccidn de secuencias a-satélite mediante
FISH. Validar métodos directos e indirectos de deteccidén de secuencias a-satélite y ARN

mensajero mediante sondas PNA en lineas celulares tumorales.

2.2. Optimizar el marcaje por quimica dinamica in situ para la deteccidon de secuencias
a-satélite humanas con resolucidon de una base mediante sondas DGL y FISH en lineas

celulares.

2.3. Establecer la sensibilidad y especificidad de incorporacién de SMART-Nucleobases
biotiniladas. Cuantificar de sefiales, analizar la eficiencia de deteccidn y realizar un

analisis cariotipico comparativo de las sefiales.

2.4. Desarrollar estrategias para deteccion de ARN mensajero de KRAS mediante sondas

PNA y co-localizacidn de sefiales.

25



2.5. Aplicar el marcaje por quimica dindmica in situ para detectar mutaciones puntuales

presentes en ARN mensajero de KRAS en lineas celulares tumorales.

Objetivo 3. Aplicar el método de amplificacidn isotermal Circle-To-Circle para deteccion de
ARN del virus del Zika, establecer de LoD de la técnica y realizar una evaluacion preliminar de

la eficacia de farmacos anti-flavivirales.

3.1. Validar el protocolo de deteccidn de secuencias sintéticas correspondientes al ADN

complementario del virus del Zika mediante 1RCA y C2CA.

3.2. Establecer una curva de calibracion 1RCA y C2CA para deteccién de la regién
codificante de la proteina C del virus del Zika. Establecer el limite de deteccién (LoD) de

1RCAy C2CA.

3.3. Aplicar C2CA para el andlisis por microscopia para detectar el virus del Zika. Realizar
una evaluacidn de la eficacia de farmacos anti-flavivirales mediante C2CA y realizar una

comparacion con el gold-standard RT-gPCR.

3.4. Analizar sistemas alternativos para deteccién de secuencias virales mediante 1RCA

y C2CA.
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Objectives

Objective 1. To combine bifunctionalized polystyrene nanoparticles (Strep-FAM-NPs (13)) with
dynamic chemistry labeling (DLC) in order to capture and detect KRAS and miR-122 sequences

with one-base resolution by flow cytometry.
1.1. Preparation and characterization of the Strep-FAM-NPs (13).
1.2. Design of the PNA and DGL probes for the detection of KRAS and miR-122.

1.3. Validation of the capability of Strep-FAM-NPs (13) to capture PNA:DNA
heteroduplex and DCL products, detecting KRAS and miR-122 synthetic targets with one-

base resolution by flow cytometry.

1.3. Capture of KRAS sequences in human plasma, establishing a calibration curve and

determining the limit of detection (LoD) of the technique.
1.4. Discrimination of mismatches corresponding to KRAS G12C in human plasma.

Objective 2. Application of DCL together with Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) for the
detection of gene sequences with one-base resolution, and the detection of point mutations

in messenger RNA while preserving its cellular location.

2.1. Design of PNA probes and DGL probes for the detection of a-satellite sequences by
FISH. Validation of direct and indirect methods of detection of a-satellite sequences and

messenger RNA using PNA probes in tumor cell lines.

2.2. In situ dynamic chemistry labeling optimization for the detection of human a-

satellite sequences with one-base resolution with DGL probes by FISH in tumor cell lines.

2.3. Determination of the sensitivity and specificity of the incorporation of biotinylated
SMART-Nucleobases. Quantification of signals and detection efficiency. Performance of

a comparative karyotypic analysis of signals.

2.4. Development of strategies for the detection of KRAS messenger RNA using PNA

probes and signal co-localization.

2.5. Application of in situ DLC to detect point mutations present in KRAS messenger RNA

in tumor cell lines.
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Objective 3. Application of Circle-To-Circle isothermal amplification method for detection of

Zika virus RNA, determination of LoD and evaluation of the efficacy of anti-flaviviral drugs.

28

3.1. Validation of the detection protocol of synthetic sequences corresponding to the

Zika virus complementary DNA using 1RCA and C2CA.

3.2. Establishment of 1RCA and C2CA calibration curve for the detection of the coding
region of Zika virus protein C. Determination of the limit of detection (LoD) of 1RCA and

C2CA.

3.3. Application of C2CA and analysis by microscopy for the detection of the Zika virus.
Preliminary evaluation of the efficacy of anti-flaviviral drugs and gold-standard RT-qPCR

comparison.

3.4. Analysis of alternative systems for the detection of viral sequences by 1RCA and

C2CA.



Abreviaciones

ADNCc ADN complementario
aM Attomolar
ARNr ARN ribosémico
ARNSsi ARN interferente pequefio
ARNt ARN transferente
C2CA Circle-To-Circle Amplification
glu = nucleobase que contiene una cadena
Cglu/Gglu/Aglu/Tglu lateral de acido propandico en la posicion
gamma.
CISH Chromogenic In Situ Hybridization
Cco Oligonucledtido de captura
CRC Cancer colorectal
DCL Dynamic Chemical Labelling
Dde Etil 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexiliden)
DILI Drug-Induced Liver Injury
DLS Dynamic Light Scattering
dNTPs Desoxynucleotidos trifosfato
DO Oligonucledtido de deteccién
DVB Divinilbenceno
FACS Fluorescence-Activated Cell Sorting
FAM 5(6)-carboxifluoresceina
EDA Food and Drug Administration of United
States
FISH Fluorescence In Situ Hybridization
FISSEQ Fluorescent in situ sequencing
fM Fentomolar
Fmoc 9H-fluoren-9-il-metoxicarbonilo
GFP Green Fluorescent Protein
HDA Helcase-Dependent Amplification
HOR High Order Repeat
HRCA Hyperbranched RCA
HRP Horseradish Peroxidase
HT-Q-FISH high throughput Q-FISH
ISH In Situ Hybridization
IVTA In Vitro Transcription Amplification
LAMP Loop-mediated isothermal amplification
LNA Locked Nucleic Acid
Lnc-ARNs ARNs largos no codificantes
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LoD Limit of Detection
MALDI-TOF Matrix-Assisted .Laser Des.orption/lonization
Time-Of-Flight
MDA Multidisplacement Amplification
MFI Median Intensity Fluorescence
mM Milimolar
NAAT Nucleic Acid Amplification Testing
NASBA Nucleic Acid Sequence-Based Amplification
NAT Nucleic Acid Testing
NDV Virulent Newcastle Disease
NGS Next-Generation Sequencing
nM Nanomolar
NSCLC Non-Small Cell Lung Cancer
PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell
PDAC Pancreatic ductal adenocarcinoma
PDI Polydispersity Index
PLP Padlock probe
pM Picomolar
PNA Peptide Nucleic Acid
POC Point Of Care
PS-NPs Polyestirene Nanoparticles
Q-FISH Quantitative FISH
RCA Rolling Circle Amplification
RCR Rolling Circle Replication
RO Renstriction oligo
RPA Recombinase Polymerase Amplification
RT-qPCR Real-Time Quantitative PCR
SA SMART-A
SA-PE Streptavidin-R-ficoeritrina
SC SMART-C
scRNA-seq single-cell RNA sequencing
SDA Strand-Displacement Amplification
SEM scanning electron microscopy
SG SMART-G
Specific High Sensitivity Enzymatic Reporter
SHERLOCK P & UnLOCyKingy P
SINEs Short Interdispersed
SKY-FISH Spectral Kariotyping Fluorescence In Situ

Hybridization

SMART-A-Biotina

SMART-Adenina-Deaza-PEG1;-Biotin
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SMART-C-Biotina

SMART-Citosina-PEG1,-Biotin
SMART-Citosina-Rex-PEG1;-biotina

SMART-G SMART-Guanina-deaza-enol-PEG1,-biotina
SMART-T SMART-Timina-Rex-PEG1,-biotina
SMLM Single-Molecule Localization Microscopy
smRNA-FISH Single molecule RNA FISH
SNF Single Nucleotide Fingerprint
SNP Single Nucleotide Polimorphisim
SNV Single Nucleotide Variations
SPPS Solid-Phase Peptide Synthesis
ssDNA Single-strand DNA
ST SMART-T
Strep Estreptavidina
TEM transmisidn electron microscopy
Tm Melting Temperature
TMA Transcription Mediated Amplification
TSA Tyramide Signal Amplification
WGA Whole Genome Amplification
WTS Whole Transcriptome Sequencing
XX Mini-PEG
YFP Yellow Fluorescent Protein

*Las siglas ADN y ARN se han mantenido en espafiol, sin embargo, cuando estas palabras aparecen como parte de

una abreviatura o técnica reconocida en inglés, se mantiene como DNA o RNA (por ejemplo, RNA-seq, scRNA-seq,

RNA-FISH o ssDNA).
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Introduccién general: Acidos nucleicos en
diagnéstico molecular. Tecnologias de deteccidn
de acidos nucleicos. Marcaje por Quimica
Dinamica (DCL)



Capitulo 1: Acidos nucleicos en diagndstico molecular

Capitulo 1. Introduccién general: Acidos nucleicos en diagnéstico
molecular. Tecnologias de deteccion de acidos nucleicos.
Marcaje por quimica dindmica (DCL)

1.1. Importancia de los acidos nucleicos en el diagndstico molecular

El diagndstico molecular comprende aquellas pruebas realizadas para identificar una
enfermedad a través del estudio de moléculas como marcadores presentes en una muestra
bioldgica. Estos marcadores pueden ser genéticos (acidos nucleicos -ADN o ARN-, o bien
proteinas [1]. Las técnicas de diagndstico basadas en la deteccién de dcidos nucleicos destacan
especialmente debido al amplio (y en constante crecimiento) conocimiento genético de las
enfermedades y debido a la especificidad, sensibilidad y reproducibilidad que caracteriza a estas
técnicas [2]. El diagndstico y tecnologias basadas en acidos nucleicos ha permitido abordar
importantes retos en la salud publica global, como son el diagndstico del cancer, tratamiento
personalizado del cancer, el diagndstico de enfermedades infecciosas o el control de brotes
epidemioldgicos [3,4]. La técnica gold-standard para analizar la expresiéon genética o la
deteccion de ADN o ARN patdgeno es la RT-qPCR debido a su sensibilidad y especificidad, si bien
otras técnicas son utilizadas dependiendo del objetivo, como son las técnicas de amplificacion
isotermal, las técnicas de secuenciacion de préxima generacidon (NGS, del inglés “Next-
Generation Sequencing”), técnicas de hibridacion in situ (ISH, del inglés “In Situ Hybridization”),
microarrays de ADN, deteccion de SNPs, o el uso de analogos de acidos nucleicos, como acidos
nucleicos peptidicos (PNAS, del inglés “Peptide Nucleic Acids”) o acidos nucleicos bloqueados

(LNAs, del inglés “Locked Nucleic Acids”) [2].

La investigacion en diagndstico molecular y tecnologias de ADN tienen un importante impacto
en la practica médica. Las investigaciones actuales tratan de mejorar la tecnologia basada en
ADN de modo que sean accesibles, faciles de usar, interpretar y que orienten la medicina
personalizada y de precision como estandar para una mejor atencion médica futura [5]. Ademas,
el diagnéstico molecular cuenta con un amplio mercado en constante crecimiento, empujado
principalmente por la necesidad de realizar diagndstico temprano de enfermedades infecciosas
y empujado por el aumento en la prevalencia de pacientes afectados por cancer, la aceptacion
de la medicina personalizada, asi como por el alto crecimiento del mercado en paises

emergentes [1,6,7].
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Capitulo 1: Acidos nucleicos en diagndstico molecular

1.1.1. Deteccidon de marcadores genéticos asociados a cancer

El cdncer es una enfermedad en la que interactian factores genéticos, ambientales y de habitos
de vida que pueden desembocar en el desarrollo de un tumor maligno. En el tumor maligno, las
células comienzan a dividirse sin control causando dafios en los tejidos cercanos y
eventualmente pueden diseminar hacia otros tejidos distintos dando lugar a la metastasis. Los
tumores aparecen por combinaciones de factores genéticos y exposicion a factores de riesgo
ambientales. Una pequefia porcidon (en torno al 5 %) de los tumores tiene caracter hereditario
como consecuencia de mutaciones germinales que se transmiten entre los miembros de la

familia [8].

El diagndstico del cancer se realiza principalmente a través de pruebas de laboratorio o pruebas
de imagen, o por combinacién de ambas. Las pruebas de laboratorio consisten en la deteccion
de marcadores en una muestra de tejido tumoral o bien fluidos biolégicos (como sangre, plasma
u orina) que revelan marcadores asociados al cancer [9]. Entre los test de laboratorio que se
realizan para el diagndstico y durante el tratamiento incluyen analiticas de sangre, contaje
linfocitario, analisis histopatoldgicos y deteccion de mutaciones genéticas. El diagndstico
molecular permite detectar y clasificar el tumor como tumor primario, ndédulo o tumor

metastdsico, asi como identificar el estadio en el que se encuentra.

Todos los procesos tumorales tienen su origen en la apariciéon de mutaciones genéticas, que son
variaciones en la secuencia de nucledtidos u organizacién del ADN que pueden tener efectos
beneficiosos, neutrales o nocivos (como es el caso de la aparicidon de un tumor). Las mutaciones
pueden dividirse en gendmicas (cuando afecta al juego cromosémico de una célula),
cromosomicas (cuando afecta a una regidon cromosdémica, como son reordenamientos,
translocaciones, inserciones o deleciones) o puntuales (afecta a un solo nucledtido pudiendo
alterar o no el marco de lectura de dicha secuencia). También existen mutaciones en la
composicion quimica del ADN, llamadas mutaciones epigenéticas [10]. Dependiendo del tipo de
mutacion, existen numerosos métodos y kits validados para su deteccién (en la siguiente
referencia se incluye una lista de kits aprobados por la FDA (The United States Food and Drug
Administration) para detectar mutaciones genéticas [11]). Las mutaciones gendmicas o
cromosdmicas son detectadas generalmente mediante kits basados en técnicas ISH. Las
mutaciones que afectan a un ndmero reducido de nucleétidos, mutaciones puntuales o SNPs
son estudiados mediante técnicas basadas en RT-gPCR, en combinacién con diferentes tipos de
guimica y sondas de deteccion, dependiendo de la frecuencia de mutacién (Tabla 1), mediante

técnicas de secuenciacidon de préxima generacién (NGS) o mediante microarrays de ADN [12].
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Tabla 1. Diferentes técnicas de deteccion de mutaciones puntuales presentes en oncogenes. Adaptado

de la referencia [13] con permiso de Elsevier.

.. . ] Sensibilidad .
Técnicas disponibles Caracteristicas
(% ADN mutado)

Secuenciacion directa:

Método Sanger 25% -Requiere mayor cantidad de ADN mutado
para su deteccién
Pirosecuenciacién 5-10% -Detecta cualquier mutacién
-Equipamiento especial: pirosecuenciador

PCR cuantitativa en tiempo real:

Sondas TagMan 10% ., . .
-Deteccidn de mutaciones especificas

Scorpions ARMS 1% -Requiere un termociclador en tiempo real
(o]

Técnicas de enriquecimiento
del alelo mutado:
-Se precisan sondas PNA o LNA que no son
PNA-LNA PCR clamp 1-0.1% comerciales

COLD-PCR 1-01% -Amplia experiencia en biologia molecular
- — V. (o]

-Sélo detecta mutaciones especificas

PCR-RLFP (analisis de

. ) 5% -Sélo detecta mutaciones que generan lugar
polimorfismos de fragmentos

o de restriccion
de restriccion)

dHPLC (Denaturing High- o -Detecta cualquier mutacion.
Performance Liquid >% -Instrumentacion: HPLC
Chromatografy) -Requiere experiencia en HPLC

HRM (High Resolution Melting) 1% -Requiere experiencia en biologia molecular
i esolution Meltin
8 & 0 -Requiere equipamiento especial

Por otro lado, los marcadores genéticos pueden utilizarse para tener informacion individual del
estado mutacional de genes claves en determinados canceres y guiar la aplicacién de una terapia
concreta [5]. Un ejemplo lo constituyen los farmacos trastuzumab y cetuximab que estan
indicados en pacientes de cancer de mama con mutaciones de sobre-expresidn en el oncogén
HER2 y en pacientes de cancer colorectal con mutaciones en el oncogén KRAS y sobreexpresion

del oncogén EGFR.
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1.1.2. Deteccion de micro-ARNs

Los micro-ARNs son pequefios ARNs no codificantes de 21-25 nucleétidos que generalmente
inhiben la traduccion de ARN mensajero (ARNm) guiando la unidn de proteinas argonauta (AGO)
a regiones 3’ UTR de los ARNm. Un Unico microARN puede asociarse a cientos de ARNm y un
ARNm puede estar regulado por numerosos microARNSs. A través de este silenciamiento génico
los microARNs participan en la regulacion de la expresion génica y por tanto cumplen
importantes funciones en distintos procesos bioldgicos de mamiferos, como son el desarrollo
embrionario, diversas funciones fisioldgicas, funciones en el sistema inmune o en el

metabolismo [14,15].

La desregulacion de los microARNs puede afectar en estos procesos bioldgicos, causando
patologias, incluida la iniciacién de un tumor, su progresion o la aparicién de metastasis. Los
mecanismos que pueden llevar a cabo la desregulacién de los microARNs son numerosos, por
ejemplo, la expresiéon anormal de microARNs en células tumorales comparadas con células sanas
normalmente se asocia a alteraciones en la secuencia debido a mutaciones o en el nimero de
copias de genes que codifican microARNs, asi como alteraciones de localizaciones génicas

(amplificaciones, deleciones o translocaciones de genes codificantes de microARNs).

Debido a la corta longitud de los microARNSs y la carencia de cola poli-A en estos, se analizan por
métodos especificos de RT-qPCR. Los microARNs son extraidos del material bioldgico,
retrotranscritos con el uso de sondas que forman horquillas y actian como primer de la
retrotranscripcidn, se afiaden adaptadores, son amplificados mediante PCR, y finalmente
detectados usando sondas TagMan. Otra estrategia eficaz en la deteccidon de microARNs incluye
el uso de sondas LNA, que destacan por su alta afinidad por la diana, permitiendo iniciar una
transcripcion inversa, que, tras la adicidn de adaptadores, se realiza la amplificacidon por PCR y
la deteccién mediante sondas TagMan [16]. Las sondas LNA han mostrado ser muy eficaces en

la deteccion de microARNs [17,18].

1.1.3. Nucleic Acid Testing (NAT) de enfermedades infecciosas

El término Nucleic Acid Testing (NAT) en enfermedades infecciosas hace referencia al analisis de
acidos nucleicos de organismos patdgenos (virus, bacterias u hongos) en una muestra bioldgica
para diagnosticar una determinada enfermedad [19]. Las pruebas principales para diagnosticar

este tipo de enfermedades son inmunoensayos basados en la especificidad de unién antigeno-
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anticuerpo (o interacciones andlogas de proteinas) y en pruebas NAT, basadas en la deteccidn
de acidos nucleicos. La eleccion del tipo de ensayo dependerd de las circunstancias en el
diagndstico, por ejemplo, los inmunoensayos son rdpidos y permiten conocer si existen
anticuerpos frente a un patégeno en pacientes que han cursado la enfermedad, mientras que
las pruebas NAT son muy sensibles y especificas y permiten saber si el paciente estd infectado

con el patdgeno en el momento en que se realiza la prueba [20].

Las pruebas basadas en NAT tienen la ventaja frente a los inmunoensayos de poder amplificar
secuencias especificas generando una sensibilidad de deteccidn muy superior y especifica. Por
ello permiten detectar cantidades minimas de patdgenos presentes en la sangre de pacientes
manteniendo una alta especificidad. Ademas, son capaces de detectar ADN o ARN de varios
patdgenos simultdneamente (término conocido como multiplexing), monitorizar la carga viral,
detectar la resistencia de bacterias o genotipar el patégeno. Para realizar una prueba NAT las
muestras bioldgicas deben ser procesadas para la extraccion de dcidos nucleicos y, en algunos
casos, llevar a cabo la amplificacion del material genético. Cuando se introduce esta
amplificacion, la técnica se conoce como NAAT (del inglés “Nucleic Acid Amplification Testing”),
y si el método de amplificacion es isotermal se conoce como INAAT (del inglés “Isothermal

Nucleic Acid Amplification Testing”) [21,22].

Aunque numerosas pruebas para detectar patdgenos estan basadas en PCR, esta técnica no esta
exenta de limitaciones. La PCR requiere altas temperaturas, cambios de temperatura precisos
(con una variacién de en torno a 1 grado) y rapidos (> 5 2C/ s) que dificultan su implementacion
en sistemas portatiles y no son éptimos para el diagndstico en el punto de atencién (POC, del
inglés “Point-Of-Care”) del paciente. Las altas temperaturas (hasta 95 2C) requeridas en la PCR
son dificiles de implementar en disefios para analisis basados en chips. Por ejemplo, durante el
primer brote de la pandemia COVID19, el uso, casi exclusivo, de técnicas basadas en PCR para
identificar el virus SARS-Cov2 generd problemas de abastecimiento, asi como la necesidad de
trabajar exclusivamente con moléculas de ARN aisladas [23,24]. Una de las alternativas a la PCR
son los métodos de amplificacion isotermal, utilizados en pruebas NAT para diagnosticar
enfermedades causadas por patégenos, debido a que su temperatura constante de reaccion y
sensibilidad facilita su acoplamiento con sistemas de microfluidica y el disefio de kits de bajo

costo [19].
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1.2. Tecnologias de amplificacion, hibridacion y deteccidn de acidos nucleicos

Las secuencias de acidos nucleicos especificas son detectadas mediante el uso de sondas
complementarias que hibridan con dicha diana o bien intercalantes que permiten detectar estos
acidos nucleicos. Las sondas utilizadas presentan diferentes tipos de marcajes, como isétopos
radiactivos, marcajes fluorescentes o biomoléculas como biotina para ser reconocida por
complejos marcados con estreptavidina. Los ensayos de hibridacidon pueden tener lugar en fase

solucién o en fase sélida, dependiendo de la aplicacidén de cada tecnologia [25].

En la mayoria de casos se lleva a cabo una etapa de amplificacién. Esta etapa puede ser una
amplificacidon de la diana o una amplificacion de la sefial post-hibridacién de la diana. La
amplificacidn de la diana se puede llevar a cabo mediante métodos basados en RT-qPCR o bien
métodos isotermales mientras que la amplificacion de la seial post-hibridacién se lleva a cabo
mediante métodos basados en inmunoensayos que amplifican la sefial detectada o bien

mediante enzimas que depositan marcadores en el entorno de la diana.

1.2.1. Quimica de deteccion de RT-qPCR

La técnica gold-standard para el andlisis de acidos nucleicos es la PCR cuantitativa en tiempo
real (RT-gPCR por sus siglas en inglés “Real-Time quantitative PCR”), debido a su alta
especificidad, sensibilidad y reproducibilidad. Fue introducida en 1992 por Higuchi y sus
colaboradores y permite cuantificar casi cualquier secuencia presente en una muestra bioldgica
compleja, debido a la alta eficacia de las diferentes quimicas de deteccién e instrumentos

altamente sensibles disponibles [26].

En la fase exponencial de la RT-gPCR existen varias estrategias de deteccion dependiendo del
objetivo del ensayo realizado. Una de las estrategias mds frecuentes consiste en usar
intercalantes de ADN, como pueden ser SYBR Green o SYBR Gold, que emiten fluorescencia
cuando se unen al surco menor del ADN bicatenario. Aunque el uso de intercalantes es un
método flexible, tiene como desventaja que se une inespecificamente a cualquier ADN
bicatenario que se acumule tras la reaccidn, incluyendo productos no especificos y dimeros de
primers. Por tanto, en el ensayo no pueden detectarse varias dianas a la vez (multiplexing) y
debe de optimizarse individualmente para detectar cada producto que se esta amplificando a
través de temperaturas de disociacién (melting curves). Otra estrategia es el uso de sondas
especificas de hibridacion (Figura 1), oligonucleétidos marcados con fluorescencia que se unen

especificamente a la secuencia que se va a amplificar. Con estas sondas el ensayo es muy
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especifico y se evita la deteccidn de productos amplificados inespecificos, ademas, permite

realizar multiplexing, si bien su desventaja es que el ensayo se encarece [27].
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Figura 1. Esquema de alguna de las principales sondas de hibridacion especificas utilizadas en la

deteccion de la RT-qPCR. Adaptado de la referencia [28] con permiso de Elsevier.

Las sondas TagMan o sondas de hidrdlisis presentan un fluoréforo en el extremo 5’ y un
quencher (molécula que evita la emision de fluorescencia del fluréforo) en el extremo 3’. Cuando
la sonda no hibrida su diana, fluoréforo y quencher permanecen cercanos, bloqueandose la
emision de fluorescencia. Cuando la sonda TagMan se une a su diana, la actividad de la ADN
polimerasa hidroliza la sonda, liberandose el fluoréforo y el quencher y por tanto emitiéndose
una fluorescencia detectable (Figura 1A). Las sondas Scorpion forman una horquilla en el
extremo 5 que contiene la secuencia especifica y el quencher, mientras que el extremo 3’
contiene la secuencia primer. La extensién de la ADN polimerasa cambia la conformacién de la
horquilla liberando el fluoréforo (Figura 1B). Las sondas FRET usan dos sondas con un fluoréforo
donador y otro aceptor de modo que al unirse a su secuencia diana de forma contigua, se
produce una transferencia de energia que aumenta la fluorescencia (Figura 1C). En las sondas
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molecular beacons una horquilla mantiene unidos el fluoréforo y el quencher. Cuando la sonda
se une a su diana especifica, la horquilla se abre y, alejdndose ambos y por tanto emitiéndose

fluorescencia (Figura 1D) [28].

1.2.2. Métodos de amplificacién isotermal

Los métodos de amplificacidn isotermal de acidos nucleicos incluyen aquellos en los que se
producen copias de un acido nucleico diana a una temperatura constante y de forma répida. En
contraste con las técnicas basadas en PCR, no se requieren ciclos de temperatura complejos
para llevar a cabo la desnaturalizacién, anillamiento y subsecuente extensidn. Esta caracteristica
hace compatible este tipo de amplificacién con sistemas de microfluidica y portatiles que
facilitan el diagndstico en el POC del paciente. Ademas, la temperatura constante facilita la

reaccién en células, de modo que son utilizadas en técnicas ISH y de bioimagen [29,30].

1.2.2.1. Amplificacion isotermal de ARN: Transcription-Mediated Amplification (TMA)
y Nucleic Acid Sequence-Based Amplification (NASBA)

En ambas técnicas la diana es ARN vy se utiliza un primer para iniciar la retrotranscripcion. El
primer contiene una secuencia promotora de la ARN polimerasa T7. Tras la retrotranscripcion
se forma un hibrido ARN:ADN que es degradado utilizando una ARNasa exdgena en el caso de
NASBA o bien por la actividad ARNasa H interna de la retrotranscriptasa en el caso de TMA. A
continuacién, la cadena de ADN es hibridada con un nuevo primer, que inicia la sintesis de una
doble cadena de ADN por la retrotranscriptasa. Esta doble cadena de ADN es utilizada por la
enzima ARN polimerasa T7 para iniciar la transcripcién, lo que se traduce en la formacion

exponencial de réplicas de ARN (Figura 2) [31].

Gen-Probe (San Diego, Ca) tiene varios ensayos TMA combinados con sondas molecular beacons
para detectar bacterias como Listeria, Salmonella y Campylobacter en alimentos. Se han
desarrollado kits de diagndstico basados en NASBA para la deteccidn de virus, como rotavirus,
norovirus, astrovirus o enterovirus y la compafiia Organon Teknika ha comercializado varios kits
de deteccién de bacterias como Listeria monocytogenes, Streptococcus pneumoniae entre otras.
Otros kits basados en TMA y NASBA han sido desarrollados para deteccién de diferentes

patdgenos y virus [32].
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Figura 2. Esquema Transcription-Mediated Amplification (TMA). El ARN diana es hibridado con un primer
que contiene una region promotora de la ARN polimerasa T7. Una enzima transcriptasa inversa sintetiza
una cadena de ADN complementaria, tras lo cual la actividad ARNasa H degrada la cadena de ARN de
partida. Un nuevo primer permite formar una doble cadena ADN que contiene la region promotora de la
ARN polimerasa T7. Esta enzima reconoce dicha region promotora llevando a cabo formacion de copias
de ARN que pueden ser nuevamente retrotranscritas, lo que se traduce en una amplificacion exponencial.

Reproducido de la referencia [31].

1.2.2.2. Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

La amplificacién mediada por bucle (LAMP, del inglés “Loop-mediated isothermal amplification”
(LAMP) utiliza de 4 a 6 primers que reconocen 6-8 regiones de ADN bicatenario diana. Una ADN
polimerasa con alta capacidad de desplazamiento de cadena inicia la sintesis desplazando una
de las hebras. A continuacién, se utiliza un nuevo primer para iniciar la sintesis y desplazar la

hebra recién sintetizada, que formara un bucle al contener secuencias complementarias
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contenidas en el primer. Esta hebra en buble es hibridada con un nuevo primer que sintetiza
una nueva hebra que forma la estructura LAMP en mancuerna. Ahora, utilizando un nuevo par
de primer se pueden suceder varias amplificaciones formando concatdmeros de estas
estructuras (Figura 3) [31,33,34]. El producto de ADN formado es de gran longitud (mas de 20
kilobases) y contiene miles de repeticiones que facilita su detecciéon con sondas marcadas con
fluoréforos o biomoléculas. Los productos formados de LAMP también pueden detectarse con

otras estrategias, como el uso de intercalantes o mediante ensayos de flujo lateral.
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Figura 3. Esquema Loop-Mediated isothermal Amplification (LAMP). El uso de un par de primers permite
la sintesis de una hebra desplazando una de las hebras originales de la doble cadena de ADN diana. El uso
de un nuevo par de primer permite formar la estructura LAMP en mancuerna (B5). A partir de esta,
combinaciones diferentes de primers permiten llevar a cabo varias rondas de amplificacion, formando
concatameros que son fdcilmente detectables con diferentes estrategias. Reproducido de la referencia
[31].
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La compainiia Eiken Chemical (Tokyo, Japan) ha desarrollado kits de deteccidn de patdgenos en
alimentos o en el medioambiente mediante LAMP, concretamente para detectar Salmonella,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Campylobacter, Legionella, Giardia y Cryptosporodium.
También ha sido implementada en lllumigene (Meridian Bioscience, Cincinnati, OH, USA) para
el diagndstico de Clostridium difficile, Mycoplasma pneymonia y Streptococcus. Amplex
Biosystems también han desarrollado kits de deteccién de enterobacterias productoras de

carbapenemasas. Todos estos kits pueden ser llevados a cabo entre 15 a 30 minutos [32].

1.2.2.3. Helicase-Dependent Amplification (HDA)

La amplificacion dependiente de helicasa se basa en la capacidad de esta enzima para
desenrollar la doble cadena de ADN. Una vez separada, se unen proteinas de uniéon a ADN
monocatenario (proteinas SSB). A continuacidn, el uso de un par de primers permite su
extensién mediante la ADN polimerasa [35] (Figura 4). HDA se ha empleado en varios
dispositivos de diagndstico y pruebas aprobadas por la FDA. BioHelix (Beverly, MA, USA),
desarrolladores de HDA, han comercializado diversos kits para la deteccién de Staphilococcus
aureus, HIV-1 o herpexvirus. También se han desarrollado HDA/microarrays para la deteccidén

de Neisseria gonorrhoeae asi como para SARS-coronavirus con posibilidad de multiplexing [32].
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Figura 4. Esquema Helicase-Dependent Amplification (HDA). La enzima helicasa desenrolla la cadena de
doble hélice de ADN. Una vez separada, las proteinas de union a ADN monocatenario (SSB) evitan la
rehibridacion de las hebras. El uso de un par de primers permite la extension por la ADN polimerasa.

Reproducido de la referencia [29].
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1.2.2.4. Strand displacement Amplification (SDA) y Multidisplacement Amplification
(MDA)

Strand Displacement Amplification (SDA) se basa en el uso de dos primers que hibridan en una
misma diana, uno de ellos con una secuencia de restriccién. A continuacion, la ADN polimerasa
(tipicamente ADN polimerasa Bst, fragmento grande o fragmento Klenow (3'-5 'exo—)) extiende
ambos primers, desplazando la cadena sintetizada con la secuencia de restriccién. La actividad
de enzimas exonucleasas generan una mella en la cadena que permite que ocurra una nueva
extensién por la ADN polimerasa desplazando el resto de cadena. Esto ocurre repetidas veces,
generando una amplificacién exponencial de la diana [36]. BD Diagnostics tiene comercializados
kits de deteccidon de Chlamydia trachomatis y Neisseria gonorrhoeae y se han desarrollado kits

integrados a sistemas de deteccién automaticos [32].

Multidisplacement amplification (MDA) se inicia con el uso de random primers hexameros que
hibridan a lo largo del ADN diana, generalmente ADN gendmico. A continuacién, una enzima
con alta actividad de desplazamiento como la enzima phi29 o Bst lleva a cabo la extension a
partir de estos primers iniciadores, desplazando la cadena en sintesis mds proxima. En la cadena
desplazada hibridan nuevos random primers hexdmeros que inician una nueva sintesis,
desplazando la cadena préxima y continuando el ciclo (Figura 5). Esto genera una amplificacion
exponencial que genera productos de reaccion extremadamente largos (mdas de 30 kb) y
altamente ramificados a través del mecanismo de desplazamiento mdltiple, pudiendo ser

detectados mediante diferentes estrategias [37].
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Figura 5. Esquema Multidisplacement Amplification (MDA). El uso de random primers hexdmeros

hibridan a lo largo del ADN gendmico. Una enzima ADN polimerasa con alta capacidad de desplazamiento
inicia la sintesis desplazando las cadenas adyacentes, a las que se unen nuevos random primers hexdmeros

y continuan el ciclo de amplificacién, generando productos de gran longitud (hasta 30 kb).

MDA es una técnica utilizada en Whole Genome Amplification (WGA). WGA incluye aquellos
métodos de amplificacidon de todo el genoma (generalmente basados en PCR o en MDA) para
producir, indiscriminadamente, copias de todo el genoma que faciliten su posterior andlisis. Es

una técnica que permite analizar muestras con una cantidad de ADN limitada [36,38].

1.2.2.5. Recombinase Polymerase Amplification (RPA)

En la técnica Recombinase Polymerase Amplification (RPA) se utilizan tres enzimas: una enzima
recombinasa, una enzima ADN polimerasa con capacidad de desplazamiento de hebra y
proteinas de union a ADN monocatenario (SSB). En primer lugar, la enzima recombinasa abre la
doble cadena y anilla primers con una secuencia homdloga a una de las hebras del duplex. Las
proteinas SSB evitan que estas hebras rehibriden, y la ADN polimerasa extiende los primers

generando dos cadenas de ADN bicatenario. Este ciclo se repite cientos de veces generando un
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producto amplificado de gran longitud que puede ser detectado con diferentes métodos (Figura
6) [39]. TwistDX (Cambridge, UK) comercializa una variedad de productos RPA para la deteccidn
de Salmonella y Listeria monocytogenes y Campylobacter, junto con kits de deteccién isotermal
en sistemas portatiles [32].
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Figura 6. Esquema Recombinase Polymerase Amplification (RPA). Las recombinasas permiten el
apareamiento de primers para iniciar la sintesis mediante una ADN polimerasa con capacidad de
desplazamiento de hebra, que, tras la extension, forma un producto de doble cadena de ADN que permite

volver a iniciar la reaccion. Reproducido de la referencia [40].
1.2.2.6. Specific High Sensitivity Enzymatic Reporter UnLOCKing: SHERLOCK

Combinado con la técnica RPA se ha desarrollado SHERLOCK (del inglés “Specific High Sensitivity
Enzymatic Reporter UnLOCKing”). En este método de deteccién de acidos nucleicos, tras la
amplificacion por RPA, se lleva a cabo una transcripcion mediada por la enzima ARN polimerasa
T7,y el ARN formado es detectado (con resolucion de una base) mediante la actividad colateral
de la enzima Casl13, que cuando detecta el ARN amplificado hidroliza una sonda reportera,
separando un fluoréforo del quencher y pudiendo detectarse por emisidn de fluorescencia
(Figura 7). Mediante esta tecnologia se ha detectado y distinguido el virus del Dengue y el virus

del Zika [41].
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Figura 7. Esquema SHERLOCK. A) Componentes del complejo CRISPR-Cas13 para reconocer el ARN diana.
La capacidad de corte de ARN de Cas13 estd mediada por dos dominios nucleasa eucariota y procariota
(HEPN, del inglés “Higher eukaryotic and prokaryotic nuclease domains). B) El complejo CRISPRCas13-ARN
es activado cuando se une a una sonda de ARN sensora complementaria, mediando su rotura y, por tanto,
separando el fluordforo del quencher y emitiendo fluorescencia. C) Proceso SHERLOCK: El ADN bicatenario
o ARN diana es amplificado mediante RPA y transcrito por la enzima ARN polimerasa T7. Los ARN
transcritos son incubados con Cas13a, que cuando detecta la diana especifica media la rotura de la sonda
sensora, liberando el fluordforo, y generando una sefial. Reproducido de la referencia [41] con permiso de

Springer Nature.

1.2.3. Técnicas de hibridacion in situ (ISH)

Las técnicas de hibridacién in situ (ISH) permiten detectar secuencias génicas preservando su
localizacién en la célula o en un tejido. Los métodos descritos anteriormente requieren la
extraccién del material genético de una muestra biolégica y una homogenizacién previa al
analisis. En cambio, en ocasiones es necesario conocer la localizacién de las secuencias génicas
ya que aporta informacion importante sobre procesos bioldgicos, funciones de los acidos

nucleicos o revela alteraciones genéticas relacionadas con una enfermedad [42,43].

Las técnicas ISH permiten localizar tanto ADN gendmico como ARN citoplasmatico, como ARN
mensajero, microARNSs o Inc-ARNs (del inglés “long non-coding RNAs”). Para ello, la muestra es
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fijada en un portaobjetos y tratada para ser incubada con sondas que hibridan la secuencia
diana. En el enfoque mas clasico de deteccién de ADN gendmico, se utilizan sondas clonales con
longitud de miles de pares de bases y cientos de nucledtidos modificados y unidos a fluoréforos
o moléculas como biotina, o bien se utilizan sondas cortas marcadas con fluoréforos que
hibridan con una diana abundantemente expresada (Figura 8). La deteccion de ARN
citoplasmatico es llevado a cabo a través de estrategias de amplificacion de sefial que incluyen

el uso de set de sondas, reconocimiento de anticuerpos o reacciones enzimaticas [42,44].

Figura 8. Imdgenes de dos métodos diferentes de FISH. A) Deteccion de los locus BCR/ABL mediante
sondas clonales en la linea celular HT-29 (ATCC® HTB-38™). Una mutacidn de reordenamiento que fusiona
estos genes implica la aparicion de determinadas leucemias. B) Deteccion de regiones repetidas

centroméricas mediante PNA-FISH en la linea celular HT-29 (ATCC® HTB-38™).

La deteccidn de la secuencia diana puede realizarse con métodos directos o métodos indirectos.
En los métodos directos la sonda lleva incorporados fluoréforos detectando la secuencia diana
cuando hibridan con ella. Un ejemplo son sondas de gran longitud para detectar locus
especificos y marcadas con numerosos fluoréforos o el uso de un set de sondas cada una de
ellas marcada con uno o varios fluoréforos. En los métodos indirectos las sondas estan marcadas
con biomoléculas (como biotina o digoxigenina) y son reconocidas, bien por anticuerpos o bien
por enzimas que toman un sustrato y generan una amplificacién de la sefial. El método indirecto
tiene ventajas sobre el directo, ya que incluye una amplificacién de sefal que puede ser

detectada sobre la posible sefial inespecifica inherente a la técnica [42].

La sefial generada por la sonda al hibridar la diana es visualizada por microscopia. Cuando la
sonda esta marcada con moléculas fluorescentes, la técnica recibe el nombre de Fluorescent in
situ Hybridization (FISH), mientras que cuando se genera un sustrato visible por microscopia
convencional, la técnica recibe el nombre de Chromogenic in situ Hybridization (CISH), mas facil

de detectar e implementar en laboratorios clinicos [44].
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Las técnicas ISH pueden dividirse en numerosos métodos, dependiendo de cual es el objetivo
que se persigue. Destacan las técnicas ISH para estudiar desérdenes genéticos, detectando locus
especificos de genes, como la amplificacion del locus HER2, con alta frecuencia en cancer de
mama [45], translocaciones como las del gen BCR/ABL, que generan el cromosoma filadelfia,
frecuente en determinados tipos de leucemias, reordenamientos, duplicaciones de copias
génicas o deleciones que generan la aparicidon de una enfermedad. Las técnicas de RNA-FISH
para detectar ARN mensajerosy Inc-ARNs, se basan principalmente en el uso de un set de sondas
marcadas con fluoréforos que hibridan a lo largo de todo el ARN o bien sondas marcadas con
numerosas biomoléculas para su posterior reconocimiento y amplificacién de seial mediante
métodos enzimaticos, con enzimas como la peroxidasa de rabano (HRP del inglés “Horseradish
peroxidase”) o la alcalin-fosfatasa (AP del inglés “Alcalin phosphatase”) [46]. La deteccidn de
microARNSs supone una dificultad afiadida debido a su corta longitud. Uno de los métodos mas
robustos en la deteccion in situ de microARNs es mediante el uso de sondas LNAs en las que
existe una alta afinidad de unidn en el duplex LNA:ARN. Estas sondas llevan dos digoxigeninas

gue permiten ser detectadas con el uso de anticuerpos y reacciones enzimaticas [47].

Otras aplicaciones como Flow-FISH combinan la técnica con citometria de flujo para cuantificar
el nimero de copias de elementos genéticos abundantemente expresados, como secuencias
teloméricas, o SKY-FISH que permite visualizar los 23 pares de cromosomas a la vez, combinando
5 fluoréforos y un set de sondas, permitiendo detectar reordenamientos en todo el genoma.
Fiber-FISH es una técnica para la localizacion de alta resolucidn de la posicidn de genes. En esta
técnica el ADN se desproteiniza y se extiende linealmente de forma mecdnica en un
portaobjetos. Con una mayor resolucién permite detectar reordenamientos y deleciones
génicas. Hybrid-FISH utiliza una combinacién de excitacion/emisién de fluoréforos para generar
un espectro adicional a través de transmision éptica dinamica (DOT, del inglés “Dynamic Optical
Transmission”). Se utilizan tres fluoréforos que permiten generar 7 espectros de emisién como
resultado de un marcaje combinatorial, permitiendo realizar multiplexing y detectar numerosas

regiones en un ensayo [48].

1.2.4. Microarrays de ADN

Los microarrays de ADN consisten en un soporte sélido en el que se fijan covalentemente sondas
gue permiten analizar la expresién de cientos de genes al mismo tiempo. Su uso mas frecuente
es para estudiar la expresidon génica diferencial en diferentes condiciones, por ejemplo, en

material genético extraido de tejido de personas sanasy por otro lado material genético extraido
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de pacientes que sufren una enfermedad o para la deteccidn de SNPs o variaciones de copias.
En general se realizan andlisis a partir del ARN, que es extraido y retrotranscrito en ADN
complementario (ADNc) y marcado con fluorescencia para posteriormente hibridar con las
sondas fijadas en el microarray. Aquellos ARNs que hibriden generaran sefiales que son
detectadas por microscopia o por un escaner, identificando en tanto la expresién génica. Los
microarrays son particularmente Utiles para estudiar aberraciones citogenéticas en cancer, si
bien estan limitados por su limite de deteccién, haciendo necesario en ocasiones pasos previos

de amplificacién para poder detectar determinados ARNs [49].

1.2.5. Next-Generation Sequencing (NGS). RNA-seq. Nanostring

1.2.5.1. Next Generation Sequencing (NGS)

Next-Generation Sequencing (NGS) incluye aquellos métodos para secuenciar el genoma de
forma rapida y a un bajo coste. Las NGS incluyen a un amplio nimero de técnicas que pueden
ser agrupadas, en general, en preparacion de la muestra, secuenciacién e imagen y por ultimo
analisis de los datos. En todas las plataformas NGS se secuencian millones de fragmentos de
ADN que son analizados con herramientas informaticas para mapear y ensamblar el genoma.
Cada una de las mds de tres mil millones de bases del genoma se secuencia varias veces, lo que

proporciona resultados de datos precisos [12,50].

Los métodos de preparacion de la muestra se dividen en dos grupos: muestras clonalmente
amplificadas, en los que la muestra es amplificada previa secuenciacidn (existen dos métodos,
emulsidn por PCR y amplificacion en fase sélida) y muestras de molécula sencilla, en los que las
muestras son inmovilizadas en soportes sélidos y posteriormente se lleva a cabo la
amplificacion. Los métodos de secuenciacidn, segln la plataforma, se dividen en terminacidn
reversible ciclica, en secuenciacidn por ligacion, pirosecuenciacion y secuenciacién en tiempo

real (Figura 9) [51].

52



Capitulo 1: Tecnologias de amplificacidn, hibridacion y deteccién de acidos nucleicos

Sample/Genome Fragmentation (Adaptive End Repair &
P Focused Acoustic Shearing) Adapter Ligation
é é‘/‘ :2? N = §S ;“ ———
XN : —
22 ¢ A— 5

l Clonal Amplification

by Bridge PCR

by Emulsion PCR

= et daa Ok x L ﬂ Iyl

@ |I]||D ||D |DD I|I]|IDD ||D DD
DNA /

Clonal Amplification ‘

I! !l Il

polymerase DNA ligase

2 TACG DNA polymerase
@ 3 s
—: 10000 z
£ ) Y I X X

T v X XX J

"me PPi cCo000 '
ATP-
Sulfuryl ®
Ligase Luciferase Y et Te—Ce«—G «—T
< — ATP

W';’::::i’;"‘g I Sequencing by ligation l | Sequencing by synthesis |

Figura 9. Principales métodos NGS. A) La muestra es amplificada clonalmente por emulsién por PCR o por
PCR en puente en fase sdlida. B) Los tres métodos mds frecuentes utilizados son la pirosecuenciacion
(comercializado por Roche 454), la secuenciacion por ligacion (SOLID) y la secuenciacion por sintesis

(lllumina). Reproducido de la referencia [52] con permiso de Springer Nature.

-Secuenciacion por sintesis mediante terminacion reversible ciclica. En la secuenciacién por
terminacion reversible ciclica se utilizan nucleétidos asociados a un terminador reversible. En el
caso de lllumina/Solexa los fragmentos generados por clister se incuban con primers que inician
la secuenciacion, la ADN polimerasa y cada uno de los nucledtidos marcados con un fluoréforo
distinto. En el caso de Helico’s Bioscience los nucleétidos son marcados con el mismo fluoréforo

y se realizan incubaciones de cada nucleétido individualmente en un orden predeterminado.

-Secuenciacion por ligacion (SOLiD). Comercializada por Life Technologies, tras la PCR por
emulsion en este tipo de secuenciacion se une un primer a las moléculas de ADN monocatenario
en las beads. A continuacion, se incuban las 16 sondas marcadas fluorescentemente, se liga, se
realiza la lectura por imagen y se escinden los dos ultimos nucledtidos. A continuacidn, se repite

una ronda de ligacién, completando hasta 10 rondas de ligacion.

-Pirosecuenciacidon. Comercializada por Roche 454, se utilizan beads con ADN monocatenarios
amplificados mediante PCR en emulsién que se encuentran en pocillos y cada pocillo se incuba
con un nucleétido, que al incorporarse libera pirofosfato que reacciona con las enzimas

sulfurilasa y luciferasa y genera una sefial que detectable.
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Finalmente, las secuencias generadas deben ser ensambladas y alineadas, bien de novo o bien
utilizando una secuencia de referencia, dependiendo de la estrategia bioldgica seguida. Los
analisis computacionales permiten realizar estos ensamblajes y realizar los correspondientes
estudios de deteccidn de SNPs, variaciones de copias, expresion génica o descubrimiento de

nuevos transcritos.

1.2.5.2. RNA-seq

RNA-seq incluye diferentes métodos para estudiar el transcriptoma usando tecnologias de
secuenciaciéon de préxima generaciéon (NGS). Es una técnica utilizada para secuenciar el
transcriptoma de una poblacidn celular y estudiar la expresion génica, las diferentes isoformas
existentes, hallar nuevos transcritos, estudiar transcritos no codificantes, detectar SNPs,
mutaciones puntuales u otras variaciones en la secuencia. Mas del 90% de los datos generados
de RNA-seq han sido realizados con la tecnologia de secuenciacion de lectura corta de lllumina

[53,54].

RNA-seq se puede realizar en diferentes métodos que pueden clasificarse como secuenciacién
de lectura corta (short-read sequencing), secuenciacion de lectura larga (long-read sequencing)
o secuenciacién de lectura larga directa (long-read direct RNA-seq). En el primer caso, se
requiere la fragmentacion del ARN, sintesis de ADNc, ligaciéon de un adaptador, amplificacion
por PCR, seleccion de tamafio y secuenciacion. En el caso de lectura larga, el ARN no es
fragmentado, y puede llegar a evitar el paso de amplificacidn o seleccidn del tamafio. En el caso

de lectura larga directa, se afiaden adaptadores ligadores y se lleva a cabo secuenciacién.

Las principales tecnologias de secuenciacion en RNA-seq son comercializadas por Illumina,
Pacific Biosciences y Oxford Nanopore. Illumina sigue el principio de secuenciacidn por sintesis
por terminacion reversible ciclica, pudiendo hacer lecturas de 50 a 500 pares de bases. Pacific
Biosciences lleva a cabo secuenciacidén en tiempo real, en el que en un nanopozo con una
polimerasa inmovilizada se cuantifica la hebra en crecimiento por la incorporacién de
nucledtidos marcados con fluorescencia que generan una sefial recogida por detectores
pudiendo realizar lecturas de hasta 50 kb. Oxford Nanopore lleva a cabo secuenciacidon en
nanoporos, en el que se acoplan moléculas individuales donde se lleva a cabo la translocacion
de una hebra de ARN a través de un nanoporo, controlado por una proteina motora, que genera

cambios de corrientes que permiten generar lecturas de secuenciacién de 1 a 10 kb (Figura 10).
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Figura 10. Métodos de secuenciacion en RNA-seq. Illlumina utiliza el método de secuenciacion reversible
ciclica. Pacific Biosciences monitoriza la incorporacion de nucleobases marcadas con fluoréforos y Oxford
Nanopore analiza los cambios de corrientes de una proteina motora. Reproducido de la referencia [53] con

permiso de Springer Nature.

1.2.5.3. Nanostring

En ocasiones los pasos previos de preparacién de la muestra y amplificacion de ARN utilizados
en RNA-seq pueden interferir en la interpretacion de los resultados finales, introduciendo
errores en el analisis de la expresidn génica. Nanostring es una tecnologia basada en la captura
y contaje de moléculas de ARN en una mezcla compleja sin realizar amplificacidn previa. Para
ello utiliza una biblioteca de sondas multiplexadas basada en dos sondas para cada molécula de
ARN mensajero. La sonda de captura tiene una regién de 35 a 60 pares de bases complementaria
a un ARN mensajero diana particular y marcada con biotina. La sonda de deteccion contiene de
35 a 50 pares de bases complementarias al ARN mensajero, acoplada a una molécula de ADN
monocatenario hibridada con fragmentos de ARN cada uno de ellos con un fluoréforo, que
generan un cédigo de fluoréforos que puede ser detectado y analizado para cada molécula de
ARN especifica. De este modo, la sonda captura el ARN mensajero y la sonda de deteccién
permite detectarlo a través del cddigo de fluordforos. La estructura es capturada en un soporte
solido marcada con estreptavidina, detectando el cddigo de fluoréforos (Figura 11). Mediante
esta plataforma pueden estudiarse transcritos, expresion génica, pero no descubrir nuevos

transcritos [55,56].
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Figura 11. Sondas utilizadas en Nanostring. El ARN mensajero se detecta mediante dos sondas, una de
captura marcada con biotina y otra sonda reportera unida a un ADN monocatenario al que se unen
numerosas sondas marcadas con fluoréforos que generan un cddigo de fluorescencia para detectar cada

molécula de ARN individual. Reproducido de la referencia [56] con permiso de Springer Nature.

1.3. Andlogos de acidos nucleicos

Los analogos de acidos nucleicos son compuestos con una estructura similar a la de los acidos
nucleicos [57,58]. Existen compuestos cuyo esqueleto es analogo a los acidos nucleicos, por
ejemplo, los acidos nucleicos bloqueados (LNAs) o acidos nucleicos peptidicos (PNAs). Asi
mismo, existen analogos a las bases nitrogenadas, como bases con fluoréforos incorporados, 2-
aminopurina, que presenta fluorescencia en solucién pero no cuando se encuentra incorporada

en la cadena, o como las bases universales, que forman pares con todas las bases [59].

1.3.1. Acidos nucleicos bloqueados (LNAs)

En los acidos nucleicos bloqueados o ARN inaccesibles (LNAs), los restos de ribosa se encuentran
modificados de forma que el oxigeno 2’ esta unido con el carbono 4’, bloqueando la flexibilidad
del esqueleto (Figura 12). Los LNAs pueden ser insertados en bases de oligonucledétidos de ARN
o ADN, y la eliminacidn de la flexibilidad del esqueleto azucar fosfato se traduce en un aumento
de la afinidad por su diana, que queda reflejado en el aumento de la temperatura de fusién (Tm,
del inglés “Melting Temperature”) de 2 a 4 2C por cada base LNA [57,60]. Los LNAs mantienen

propiedades similares a la de los 4cidos nucleicos, como esqueleto de azucar fosfato cargado
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negativamente o una solubilidad similar a la de acidos nucleicos. Estas propiedades junto a su
afinidad mejorada para hibridar con cadenas de ADN y ARN han permitido el uso de LNAs en
aplicaciones como antisense, terapias antigene (tienen baja toxicidad en animales), en
procedimientos de PCR, en procedimientos de hibridacién in situ (FISH), en deteccién de SNPs,
en screening de microarrays, entre otros. Tal y como se vio en el apartado 1.2.3., una de las

aplicaciones que mas destaca de los LNAs es en la deteccidn de microARNs mediante FISH

[42,61].
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Figura 12. Estructura de monémero de ADN y estructura de monémero de LNA. En los LNA un puente
metilo entre el oxigeno 2’y el carbono 4’ elimina la flexibilidad de la cadena de azucar fosfato, confiriendo

una mayor afinidad de union a ADN y ARN.

1.3.2. Acidos nucleicos peptidicos (PNAs)

Las sondas PNA son andlogos de ADN en los que el esqueleto de fosfato deoxiribosa es sustituido
con un esqueleto peptidico de unidades N-(2aminoetil)-glicinas en los cuales las bases purinas y
pirimidinas estan unidas covalentemente (Figura 13, Figura 14). Una de las caracteristicas del
esqueleto peptidico de los PNAs es la ausencia de cargas negativas, lo que evita fuerzas de
repulsién en el proceso de hibridacién, lo que se traduce en una afinidad superior de hibridacion
en el heteroduplex PNA:ADN o PNA:ARN que en el homoduplex ADN:ADN o ARN:ARN por si
mismo. Esto queda reflejado en la alta temperatura de fusién (Tm) que presentan estas sondas,

hasta 1 2C superior por cada base con respecto a su oligonucleétido de ADN analogo [62,63].
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Figura 14. Esquema de hibridacion de PNA con ADN. Esquema de duplex PNA:ADN, en el que las bases

nitrogenadas hibridan por puentes de hidrégeno con un PNA de esqueleto peptidico.

Otra de las caracteristicas de esta mayor afinidad es la capacidad de estas sondas para invadir

dobles cadenas e hibridar con su diana. Esta ventaja ha sido explotada para usar sondas PNA

para invadir la doble hélice de ADN, haciendo determinadas regiones accesibles sin necesidad
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de desnaturalizar la cadena con altas temperaturas. La ausencia de cargas también facilita a
estas sondas su transporte a través de la membrana lipidica, lo que facilita la aplicacidn de estos
PNA en terapias antisense y antigene. También se utilizan para unir péptidos, pequefas
moléculas o drogas a vectores plasmidicos sin alterar la funcién del plasmido. Los PNAs no
interaccionan con las ADN polimerasas, por lo tanto, no pueden intervenir en la extension de
primers. En PCR-clamping, se utilizan junto a otros primers para competir por la unién del
cebador e iniciar o no la PCR discriminando la presencia de variaciones de nucledtido. Otra de
las aplicaciones es PNA-FISH, donde los PNA se utilizan junto con la técnica hibridacién in situ
fluorescente (FISH) para detectar secuencias repetidas como secuencias teloméricas o ARN
ribosémico. Con esta deteccidn se realizan estudios de longitud telomérica, envejecimiento y

cancer y estudios de identificacién de poblaciones bacterianas o presencia de patdgenos [64].

Los PNA como hebras individuales carecen de una conformacion bien definida, sin embargo, una
de las modificaciones de PNA mas interesantes en relacidn a la sintesis y su preorganizacion
conformacional es la introduccidon de un grupo quiral en la posicidon y del monémero de PNA.
Esto preorganiza al PNA en un motivo helicoidal derecho (RH) o izquierdo (LH) (Figura 15) que
hibrida con otra hebra de acido nucleico que contiene una secuencia de bases complementaria
y coincide con el sentido helicoidal [65—-67]. Concretamente, la introduccién de un grupo y-(S)-
quiral (Figura 15B) preparado a partir de L-aminoacidos genera una preorganizacién que

contribuye a mejorar la afinidad de union de los PNA vy la selectividad de la secuencia.
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Figura 15. Monémeros de PNA. A) Mondmero de PNA neutral. B) Monémero PNA quiral en el que se
introduce un motivo helicoidal derecho (y- (S) -estereocentro). C) Monémero PNA quiral en el que se
introduce un motivo helicoidal izquierdo (y- (R) -estereocentro). Los sustituyentes pueden estar cargados

positiva o negativamente.

Otra de las posibilidades al introducir un grupo quiral es introducir un grupo que confiera cargas
al PNA vy facilite su solubilidad y evite la agregacién. Las cadenas PNA cargadas negativamente
no disminuyen su afinidad de unidn, aunque la unidn es mas débil. En presencia de una
concentracién de sales media-alta, la introduccién de cargas negativas implica una unién mas

fuerte del PNA a ADN y ARN que la introduccidon de cargas positivas [68].
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1.4. Marcaje por Quimica Dinamica (DCL)
1.4.1. Sondas DGL®, SMART-Nucleobases y quimica dindmica

El marcaje por quimica dindmica (DCL, del inglés “Dynamic Chemistry Labelling”) es una
tecnologia de analisis de acidos nucleicos con resolucién de una base mediante el uso de sondas
de dacidos nucleicos peptidicos (PNAs) modificados quimicamente con una posiciéon abasica
frente a un nucledtido bajo estudio en una secuencia diana. Estas sondas PNA abdsicas son
llamadas como sondas DGL (Figura 16), comercializadas por Destina Genomica S.L. (Granada,

Espafia) [69,70].
Sonda DGL
N N N N
NS ~ ~ ~

NB NB T NB

Posicion abasica

0 Oﬁ// o] 0 H O

N~ T~ N JJ\ N N7 T~ N \)I\ N

H H H H
Mondémero PNA neutral Sitio abdsico

Figura 16. Estructura quimica de las sondas DGL. Las sondas DGL presentan un esqueleto peptidico de
mondmeros (N-(2aminoetil)-glicina con las nucleobases unidas a través del nitrégeno de la glicina. En la
sonda DGL hay ausencia de una base nitrogenada frente a un nucledtido bajo deteccion, existiendo una

amina secundaria.

Cuando las sondas DGL hibridan con su secuencia diana, se forma un bolsillo quimico con Ila
amina secundaria frente a un nucleétido bajo estudio en la secuencia. A continuacion, se utilizan

nucleobases modificadas quimicamente con un grupo aldehido (SMART-Nucleobases) (Figura

17).
NHz NH, o Q
SN N N NH
| 4 fN % NH |
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Figura 17. Estructura quimica de las SMART-Nucleobases.
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Siguiendo las reglas de apareamiento de Watson y Crick, la SMART-Nucleobase complementaria
al nucleétido bajo estudio se incorpora en el bolsillo quimico. A un pH ligeramente &cido, la
amina libre en la posicidn abasica de la sonda DGL ataca el grupo carbonilo del aldehido en la
SMART-Nucleobase, formando un ion iminio intermedio reversible. El tratamiento con un
agente reductor lleva a cabo la reduccién a una amina terciaria fijando irreversiblemente
(chemical lock-up) la incorporacién de la SMART-Nucleobase correcta (Figura 18, Figura 19).
Cada SMART-Nucleobase puede presentar distintos tipos de marcajes, como fluoréforos o
biomoléculas como biotina. Esto permite la identificacion de la SMART-Nucleobase incorporada

y, por tanto, la identificacién del nucledtido bajo estudio de forma especifica [69,71].
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Figura 18. Esquema DCL. A) El dcido nucleico diana contiene en su secuencia un nucleétido bajo estudio.
Tras la hibridacion de la sonda DGL, se forma un bolsillo quimico frente a este nucledtido, con una amina
secundaria expuesta. A continuacion, se incorpora de forma especifica una SMART-Nucleobase
complementaria al nucledtido bajo estudio siguiendo las reglas de apareamiento de Watson y Crick. Se
forma una estructura intermedia de ion iminio que finalmente se fija mediante uso de un agente reductor.
La SMART-Nucleobase incorporada es detectada dependiendo del marcaje. B) Reaccion entre la SMART-
Nucleobase y la posicion abdsica. A un pH ligeramente dcido, la amina libre en la posicion abdsica ataca
el grupo aldehido de la SMART-Nucleobase, formando un ion iminio intermedio en una reaccion reversible.

La reduccion a un iminio terciario estable fija la reaccion.
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Figura 19. Esquema ejemplo de la reaccion quimica que tiene lugar en DCL. El reconocimiento de la
secuencia diana genera un bolsillo quimico frente a un nucledtido desconocido, en este ejemplo, una
guanina. La incorporacion de la SMART-Citosina complementaria forma un iminio intermedio que es

reducido mediante cianoborohidruro sédico (NaBHsCN), formando una estructura estable.

Dependiendo de la plataforma de deteccidn de la reaccidn que se utilice para la lectura de los
acidos nucleicos, el grupo amino terminal de la sonda DGL puede ser modificado. Por ejemplo,
para espectrometria de masas se utiliza un grupo nucleofilico como NH; o SH para inmovilizar la
sonda DGL a un soporte. Ademas de espectrometria de masas, se han utilizado numerosas
plataformas para la lectura de DCL, como plataformas basadas en fluorescencia (Luminex,
FLUOstar Omega, citometria de flujo FACS (“Fluorescence Activated Cell Sorting”) y mediante
fotomultiplicador de Silicio (SiPM, “silicon photomultiplier)) o mediante métodos colorimétricos

(SpinTube Device).

1.4.3. Aplicaciones DCL
1.4.3.1. Analisis DCL mediante MALDI-TOF

La espectrometria de masas MALDI

“Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
— Time-Of-Flight”), fue la primera herramienta de lectura utilizada para analizar los resultados
obtenidos mediante DCL. Los primeros analisis mostraron la incorporacion selectiva de la
SMART-Nucleobase complementaria a la base nitrogenada bajo estudio en la posicién abasica
de la sonda DGL. Ademas, estos primeros resultados mostraron que la incorporacién de las
SMART-Nucleobases al hibrido DGL:ADN son mas eficientes cuando se realizan en una posicion

intermedia frente a aquellas realizadas en los extremos de la sonda. También se mostré que la
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guanina y la citosina se incorporan con un mayor rendimiento y de forma mds selectiva (ratio 5
veces mayor) que la adenina o la timina (atribuido al mayor nimero de enlaces de hidrégeno).
Ademads, se incorporaron bases purinicas con mayor rendimiento y selectividad que las
pirimidinas (A>T; G>C), lo que puede explicarse por mayores interacciones de apilamiento 1
asociado con los anillos de purina ciclicos. Los resultados también mostraron que la alteracion
de las concentraciones iniciales de las SMART-Nucleobases dieron lugar a diferentes
proporciones de productos, sin embargo, aumentando las concentraciones de aquellas bases
con menor rendimiento y selectividad en condiciones equimolares, resulté en mejores

rendimientos y proporciones maximas para la formacidn correcta del producto DCL [71,72].

Las reacciones en ausencia del ADN diana o en presencia de un ADN diana no complementario
demostraron la importancia de la formacion del hibrido DGL:ADN para acelerar la reaccién y
favorecer la incorporacidn selectiva de la SMART-Nucleobase. El estudio del efecto del pH
mostro que un pH ligeramente acido logra el equilibrio para proporcionar suficiente amina libre
en la posicidn abdsica de la sonda DGL para atacar el grupo carbonilo del aldehido en las SMART-
Nucleobases, pero lo suficientemente bajo para la protonacion del oxigeno carbonilo antes del
ataque nucleofilico. A través del andlisis de la reccion DCL mediante espectrometria de masas

MALDI-TOF se llevaron a cabo dos aplicaciones:

(1) Genotipado de fibrosis quistica mediante DCL. Los primeros trabajos de validacién del
marcaje por quimica dinamica fueron realizados para genotipar la fibrosis quistica de 12
pacientes. Se trata de una enfermedad genética recesiva letal que aparece como resultado de
mutaciones en el gen codificador del regulador transmembrana de la fibrosis quistica. Los
pacientes fueron genotipados para detectar la mutacion indel AF508 (delecion de 3 pares de
bases, que representa dos tercios de los casos de pacientes afectados por fibrosis quistica) y el
SNP G551D (responsable del 1-2 % de los casos de fibrosis quistica). El analisis del SNP se llevé a
cabo de forma directa mientras que el andlisis de la delecion se realizé con una sonda wild-type

y otra correspondiente a la mutacién (Figura 20) [71].
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Figura 20. Genotipado de la fibrosis quistica mediante DCL usando espectrometria de masas como
herramienta de lectura. A) El uso de una sonda DGL#1 y la incorporacion selectiva de SMART-T permite
identificar el SNP G551D. B) El uso de dos sondas DGL (DGL#2 y DGL#3) permite identificar la delecion
AF508 cuando existe una incorporacion selectiva de la SMART-A en la sonda DGL#2. C) Espectro
representativo MALDI-TOF de genotipado de un individuo heterocigoto para ambas mutaciones, donde se
observan todos los posibles patrones de incorporacion de SMART-NB. Reproducido de las referencias

[71,73].

(2) Identificacion de especies parasitarias de tripanosomas mediante DCL y lectura mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF. Mediante este método se llevd a cabo el analisis de un
producto de PCR de 155 pares de bases del gen de ARN ribosémico 28S, una region altamente
conservada para identificar patrones moleculares correspondientes a diferencias de una Unica
base (SNF del inglés, “Single Nucleotide Fingerprint”’) que permiten distinguir las especies de
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei y Leishmania spp. Mediante el uso de dos sondas DGL

se diferenciaron estas especies en una Unica reaccion [73,74].
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1.4.3.2. Andlisis DCL mediante plataformas de fluorescencia

(1) Desarrollo de un biochip para analisis de acidos nucleicos en la plataforma In-Check de
STMicroelectronics. En este chip se desarrollé una plataforma de analisis e identificacién de
acidos nucleicos combinando DCL y utilizando SMART-Citosina marcada con el fluoréforo FITC
en la plataforma In-Check de STMicroelectronics, con dos cdmaras independientes de reaccién
de PCR y un area secuencial de microarray para la captura e identificacién de acidos nucleicos
mediante fluorescencia. Este sistema fue utilizado para la deteccion del Mengo-Virus y del

microARN-122 [72].

(2) Deteccidon de miR-122 en suero de pacientes con especificidad de una base y limite de
deteccion (LoD, del inglés “Limit Of Detection”) 1,32 pM mediante el uso de la plataforma
Quanterix Simoa. Se logré una deteccidn de miR-122 en suero de pacientes, permitiendo
identificar pacientes con riesgo de DILI después de una sobredosis de acetaminofén. Ademas se
encontré la presencia de multiples isoformas de miR-122 en el suero de pacientes con DILI que

estaban en baja concentracién o no estaban presentes en individuos sanos [75].

(3) Deteccion y cuantificacion directa de miR-451a en plasma humano mediante la plataforma
de lectura FLUOstar Omega®. Deteccion directa y especifica de miR-451 sin necesidad de
extraccién de ARN y de amplificacién en plasma humano con un LoD 22.97 pM mediante sondas
DGL conjugadas a beads magnéticas y posterior deteccidn enzimatica con B-galactosidasa. La

plataforma de lectura fue FLUOstar Omega® [76].

(4) Deteccion y cuantificacion rapida y directa de miR-21 en lineas tumorales mediante las
plataformas de lectura FACS y FLUOstar Omega®. Deteccidn directa y especifica de miR-21 en
lineas tumorales sin necesidad de extraccién de ARN y de amplificacidn por PCR con un LoD de
35.84 pM, usando sondas DGL conjugadas a beads magnéticas y posterior deteccién enzimatica

con B-galactosidasa. La plataforma de lectura fue FACS y FLUOstar Omega® [77].

(5) Deteccion de miR-122 en pacientes DILI con dafio hepatico mediante la plataforma de
Luminex MAGPIX®. Deteccion y cuantificacién de miR-122 en suero de pacientes afectados por
DILI con un LoD de 1.11 pM. Se usaron sondas DGL conjugadas a beads magnéticas y se reveld
con Streptavidin-R-ficoeritrina (SA-PE), obteniendo valores medios de intensidad de

fluorescencia (MFI) mediante Luminex MAGPIX® [78].
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(6) Deteccion miR-21 en pacientes afectados de cancer de células pequefias no microciticas
(NSCLC, del inglés “Non-Small Cell Lung Cancer”). Lectura DCL con el fotomultiplicador de Silicio
(SiPM) para crear una plataforma de lectura para la detecciéon y cuantificacion de microARNSs sin
extraccién ni amplificacién previa, detectando miR-21 en pacientes afectados de NSCLC con un

LoD de 4.7 pmol / L [79].

1.4.3.3. Andlisis DCL mediante ensayo de colorimetria

(1) SpinTube: Ensayo colorimétrico para identificacion rapida de especies de tripanosomas por
DCL. Diferenciacién rapida de Trypanosoma cruzi y Leishmania Major mediante un ensayo de
hibridacion dot-blot mediante DCL en amplicones de PCR de genes conservados de la subunidad
28S de ARN ribosdmico (ARNr), que permite identificar ambas especies a través de diferencias
de un nucledtido (SNF). El ensayo estd acoplado a un dispositivo llamado SpinTube en el que
tiene lugar una reaccién enzimatica que genera una sefial colorimétrica visualmente detectable,

lo que supone una plataforma de diagndstico portatil, de bajo coste y facil uso (Figura 21) [80].
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Figura 21. Esquema Spin-Tube para deteccion de tripanosomas. Las sondas DGL se inmovilizan en
membranas nylon siguiendo patrones de manchas especificos. A continuacion, se afiaden los amplicones
de PCR que hibridan con las sondas y la incorporacion de la correspondiente SMART-Nucleobase marcada
con biotina. El reconocimiento de la biotina por estreptavidina alcalin-fosfatasa e incubacion con el
sustrato cromogénico (NBT/BCIP) genera un precipitado azul, generando un patrén de lectura a simple

vista. Reproducido de la referencia [80] con permiso de Springer Nature.
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Capitulo 2. Desarrollo de un enfoque basado en nanotecnologia
y marcaje por quimica dinamica para capturar y detectar acidos
nucleicos mediante citometria de flujo (Objetivo 1)

2.1. Introduccion

2.1.1. Justificacion

La importancia de los acidos nucleicos en el diagnéstico molecular, junto con la existencia de
algunas limitaciones de la PCR (como las descritas en la seccion 1.1.3), abre un espacio de
investigacion para desarrollar nuevos enfoques de deteccidn de acidos nucleicos. Especialmente
son de gran interés aquellas tecnologias que pueden ofrecer algunas ventajas como la deteccidn
de acidos nucleicos en una matriz bioldgica compleja, aun manteniendo la especificidad y
sensibilidad de la PCR, asi como aquellos métodos que permiten usar instrumentacion de facil

uso y con un bajo coste econdmico.

En este trabajo se ha desarrollado una prueba de concepto para aplicar la tecnologia de marcaje
por quimica dindmica (DCL) en solucién combinado con nanoparticulas de poliestireno
bifuncionalizadas para detectar 4cidos nucleicos con resolucion de una base mediante
citometria de flujo. La posibilidad de llevar a cabo DCL en solucién permite mejorar los procesos
de hibridacién entre las sondas y los dacidos nucleicos diana [81-83], mientras que las
nanoparticulas de poliestireno destacan por su estabilidad en el medio biolégico y por la
posibilidad de conjugar cargas de diferente naturaleza (como fluoréforos, moléculas pequenas,
haptenos o anticuerpos), significando una amplia versatilidad en sus aplicaciones [84—86]. Este
sistema se ha desarrollado para detectar acidos con resolucién de una base y llevar a cabo su
deteccion mediante citometria de flujo, dado que se trata de una plataforma de lectura
ampliamente utilizada e implementada en la rutina de laboratorios clinicos y de investigacidn,

y, por tanto, de facil acceso como alternativa para el analisis de acidos nucleicos.

La prueba de concepto ha sido desarrollada para detectar secuencias de acidos nucleicos
sintéticas correspondientes a KRAS conteniendo el coddn 12. La aparicién de mutaciones en el
gen KRAS puede conducir al desarrollo de cdncer, representando en torno a un 20-30 % de todas
las mutaciones encontradas en tumores humanos [87], predominantemente adenocarcinomas
(adenocarcinoma pancredtico, colorrectal, de pulmdn, de ovario, cervical y de tracto biliar)
[7,88,89]. En torno al 99 % de las mutaciones en KRAS son mutaciones puntuales que aparecen

en los codones 12, 13 y 61 del exdn 2. Adicionalmente, la prueba de concepto ha sido validada
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para detectar el micro-RNA 122 (microARN-122), un biomarcador especifico de dafio hepatico

[75,78,90], también asociado con desarrollo de carcinoma hepatocelular.

2.1.2. Nanoparticulas de poliestireno (PS-NPs)

2.1.2.1. Definicion y caracteristicas de las PS-NPs

La formacién de nanoestructuras, entre ellas nanoparticulas, permite desarrollar aplicaciones
de gran interés en campos como la electrdnica, la medicina y la biotecnologia. Debido a varias
ventajas que se detallardn mds adelante, en este trabajo se han desarrollado nanoparticulas de
poliestireno (PS-NPs) bifuncionalizadas para capturar y detectar los productos DCL formados en
solucidn. Las nanoparticulas de poliestireno estan formadas por la polimerizacion del estireno
junto con divinilbenceno (DVB), obteniendo poblaciones de nanoparticulas estables,
monodispersas y con morfologia esférica. Pueden ser sintetizadas mediante polimerizacion por
dispersidn o por emulsion libre de emulsionante, dependiendo del tamafio de la nanoparticula,

en sintesis, que puede variar desde 100 nm a 2 um [91].

Las PS-NPs destacan por su compatibilidad multietapa estandar, permitiendo diferentes
estrategias de conjugacion ortogonal, pudiendo llevar cargas de diferente naturaleza, por tanto,
proporciondandoles una amplia versatilidad en sus aplicaciones en biomedicina. La estabilidad de
las PS-NPs es una caracteristica que las diferencia de las nanoparticulas biodegradables. Las
nanoparticulas biodegradables sufren cambios en su estructura quimica, por tanto,
dependiendo de la aplicacién en la que se utilicen, las nanoparticulas biodegradables pueden

ser sensibles bajo determinadas condiciones ambientales [92].

Las PS-NPs son amino-funcionalizadas, permitiendo llevar a cabo conjugaciones de moléculas
mediante sintesis en fase sdlida de péptidos (SPPS, del inglés “Solid Phase Peptide Synthesis”)
basada en etapas de desproteccién y unién de moléculas a través de los grupos amino vy la
formacién de enlaces amida [91] . A su vez, las PS-NPs pueden ser multifuncionalizadas mediante
estrategias basadas en la completa ortogonalidad de grupos protectores. Por ejemplo, para la
bifuncionalizacion de las PS-NPs, en este trabajo se utiliza el grupo Fmoc (9H-fluoren-9-il-
metoxicarbonilo) y el grupo Dde (etil 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohexiliden) junto con
hidrocloruro de hidroxilamina e imidazol en N-metil-2-pirrolidona (NMP) para desproteger el
grupo Dde sin desproteger el grupo Fmoc, permitiendo llevar a cabo la conjugacién de dos

moléculas de diferente naturaleza en la nanoparticula. [93]. Las PS-NPs pueden ser sintetizadas
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siguiendo protocolos de sintesis organica en fase sélida en diferentes medios de reaccidn tanto

acuosos como organicos, lo que facilita llevar a cabo numerosos tipos de reacciones quimicas.

2.1.2.2. Caracterizacion fisicoquimica de las PS-NPs

La caracterizacion fisicoquimica de las PS-NPs es necesaria para el desarrollo de aplicaciones en
biologia y biomedicina. El tamafio, morfologia, concentracién, fluorescencia y carga de

moléculas conjugadas son algunas de estas caracteristicas que deben ser establecidas.

-Dispersion de luz dinamica (DLS, por sus siglas en inglés “Dynamic Light Scattering”). El
tamafio hidrodindmico de la poblacion de nanoparticulas es medido mediante la dispersion de
luz dinamica [94,95]. En esta técnica, las PS-NPs son incididas con un ldser monocromatico y las
fluctuaciones de intensidad de luz dispersa se miden como funcién del tiempo. De esta medida
se obtiene un tamafno de PS-NPs y un indice de polidispersidad (PDI, por sus siglas en inglés
“Polydispersity Index”). Este PDI presenta un valor entre 0 (la poblacién de nanoparticulas tiene
un tamafio homogéneo) y 1 (la poblacién de nanoparticulas tiene un tamafio heterogéneo). Por
tanto, aquellos valores cercanos a 0 indican que poblacién de nanoparticulas es monodispersa

y con tamaino homogéneo [96].

-Tamafio, morfologia y fluorescencia. Adicionalmente el tamafo y la morfologia de las
nanoparticulas puede analizarse empleando microscopia electrénica de transmisién (TEM, por
sus siglas en inglés “transmision electron microscopy”) [97,98] y microscopia electrdnica de
barrido (SEM, del inglés “scanning electron microscopy”). Cuando estas nanoparticulas son
funcionalizadas con fluoréforos, la emision de fluorescencia puede analizarse mediante
microscopia de fluorescencia y confocal asi como mediante espectrofluorometria y citometria

de flujo [98].

-Potencial zeta. La carga de la superficie de las nanoparticulas amino-funcionalizadas es positiva,
atrayendo iones negativos existentes en el medio de suspensién de las nanoparticulas. Estos
iones forman una monocapa en la nanoparticula seguida de una capa difusa que contiene iones
aun atraidos por la nanoparticula. El potencial medido entre el limite entre los iones de la capa
difusa que se movera con la nanoparticula y los que no lo hardn se denomina potencial zeta. La
medida del potencial zeta tiene valor para la prediccidn de la estabilidad en suspensién. La
medida del potencial zeta se emplea para monitorizar que la multifuncionalizacion muestra

suspensiones reticulares poliméricas homogéneas y estables [99,100].
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-Concentracion de nanoparticulas. La concentracion de las PS-NPs (nanoparticula por
microlitro) puede ser determinada por un ensayo basado en turbidimetria en el que se mide la
densidad dptica a 600 nm de la suspension de PS-NPs, basado en principios nefelométricos
[101]. La luz que atraviesa las suspensiones de NPs se dispersa mediante fendmenos de
reflexion, refraccion y difraccidn, y la intensidad de la luz dispersada, que es proporcional al

numero de NPs en suspensidn, se registra mediante un espectrofotémetro estandar.

-Cuantificacion de los grupos aminos. Una ventaja de las PS-NPs es la posibilidad de cuantificar
los grupos aminos primarios, asi como cuantificar la concentracién de las moléculas que se han
conjugado a las nanoparticulas. Dependiendo de la aplicacidn desarrollada puede ser necesario
conocer la concentracidn de las moléculas conjugadas en las nanoparticulas. Para ello se realizan

dos tipos de ensayos:

*Test de la ninhidrina. Se utiliza la reaccién de la ninhidrina para determinar los grupos

aminos primarios libre en las nanoparticulas [102].

*Test Fmoc. Se trata de un test colorimétrico para cuantificar los grupos aminos que se
encuentran protegidos por el grupo Fmoc. Para ello, las nanoparticulas son protegidas con
el grupo Fmocy después se miden la cantidad del aducto de piperidina-dibenzofulveno que
es liberado durante la desproteccidén. La concentracién del aducto permite calcular la

concentracién de estreptavidina presente en la nanoparticula [103].

2.1.2.3. Aplicaciones de las PS-NPs en biomedicina

Debido a su robustez en el medio bioldgico, la versatilidad de conjugar cargas de distinta
naturaleza y de determinar sus caracteristicas fisico-quimicas asi como el hecho de que son
biocompatibles intracelularmente, ha permitido desarrollar numerosas aplicaciones exitosas en

biomedicina y biotecnologia.

-Transporte y liberacidn intracelular de acidos nucleicos (ARNsi y ADN). Se han desarrollado
PS-NPs para la liberacion intracelular de ARNsi (ARN interferente pequefio) utilizando células
madre embrionarias de ratdon, permitiendo identificar poblaciones transfectadas positivas.
También se ha desarrollado un sistema de transfeccién de ADN plasmidico en células T de la
linea del hibridoma con una proteina fosfatasa enriquecida con un dominio prolina-glutamina-
serina-treonina, PEP y fusionada con una proteina fluorescente amarilla YFP (del inglés, “Yellow

Fluorescent Protein”) [95,104,105].
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-Transporte y liberacién intracelular de proteinas. Se han usado nanoparticulas para la
liberacion de proteinas (como la B-galactosidasay la proteina verde fluorescente (GFP, del inglés
Green Fluorescent Protein) [106] en varias lineas celulares (entre ellas, células embrionarias de

ratdn), pudiendo ser cuantificada dicha liberacidn.

-Sensores de pH en células vivas. Se han desarrollado nanoparticulas conjugadas con
fluoresceina como sensores de pH intracelular a través de instrumentaciones como

espectrofluorometria, microscopia de fluorescencia y citometria de flujo [107].

-Sensores de calcio intracelular. A través de la conjugacién de un sensor molecular de calcio en
las nanoparticulas se han realizado deteccion de cambios de concentracidon del calcio
intracelular en varias lineas celulares, pudiendo monitorizar los cambios de iones de calcio

durante periodos largos de tiempo [108].

-Sensores intracelulares de la caspasa-3/7 en células vivas apoptéticas. Se han utilizado
nanoparticulas como sensores intracelulares mediante la conjugacién de un control interno. En
particular se describe una aplicacion celular para rastrear sondas a lo largo del tiempo. Estas
nanoparticulas se utilizaron para monitorizar la apoptosis mediante citometria de flujo a través

de la deteccidn de caspasa-3/7 [86].

-Catalisis con nanoparticulas de paladio en células vivas. Se han desarrollado nanoparticulas
con paladio inmovilizado capaces de atravesar la membrana celular de células Hela sin toxicidad
celular, con futuras expectativas de aplicacidon en reacciones quimicas en sistemas vivos para

formar y romper enlaces C-C especificamente [91].

-Tratamiento y diagnoéstico del cancer de mama. Se han desarrollado nanoparticulas de
poliestireno trifuncionalizadas para el tratamiento y el diagndstico del cancer de mama triple
negativo. La triple funcionalizacién consiste doxorrubicina, farmaco utilizado para el tratamiento
del cancer de mama, el fluoréforo cianina rojo lejano Cy7, para la monitorizacion de las
nanoparticulas y el homing peptide CRGDK, que se une especificamente a la neuropilin 1 (Nrp-
1), sobreexpresado en cancer de mama triple negativo, permitiendo dirigir especificamente
estas nanoparticulas. El sistema fue validado en un modelo de ratén de xenotrasplante

ortotopico utilizando células TNBC [108].

2.1.2.4. Aplicacion de PS-NPs para capturar productos DCL en solucion

Las PS-NPs destacan por algunas de sus caracteristicas que las hacen idéneas para ser aplicadas

tanto en el diagndstico molecular como en terapia de enfermedades. Para la aplicacién
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desarrollada en este trabajo, las nanoparticulas de poliestireno presentan varias ventajas frente

a otro tipo de nanoestructuras [84]:

(1) Estabilidad en matrices biolégicas complejas. Las PS-NPs presentan una alta estabilidad en
medios bioldgicos complejos, por tanto, lo que las hace idéneas para capturar productos DCL en

fluidos biolégicos como plasma humano o suero.

(2) Conjugacion de cargas de diferente naturaleza. Gracias a la ortogonalidad de grupos
protectores, se pueden conjugar moléculas de diferente naturaleza, como fluordforos,
moleculas pequeiias, farmacos pequefios o proteinas como anticuerpos. Esto permite sintetizar
nanoparticulas con marcaje fluorescente junto con moléculas de alta afinidad (biotina-
estreptavidina / digoxigenina-antidigoxigenina), mostrando su versatilidad para desarrollar

estrategias de deteccion.

(3) Caracterizacion fisico-quimica y concentracion de la carga controlada. Las PS-NPs pueden
ser caracterizadas, por tanto, es posible monitorizarlas en su aplicacién y ademas es posible

conocer la concentracidn de la carga de moléculas conjugada en las nanoparticulas.

2.1.3. KRAS como acido nucleico diana

La familia de genes RAS son genes constitutivos que codifican proteinas envueltas en la
sefializacion celular de procesos como el crecimiento celular, la division celular y la apoptosis.
Los genes de esta familia mas destacables clinicamente son los proto-oncogenes KRASA y KRASB
(su nomenclatura proviene de la contraccidon de Kirsten rat sarcoma, el tumor donde fue
identificado por primera vez), HRAS (Harvey rat sarcoma) y NRAS (descubierto en el
neuroblastoma) [109]. Las cuatro isoformas codifican para una familia de proteinas RAS que
pertenecen a una superfamilia de proteinas llamadas pequefias GTPasas envueltas en la
sefializacion celular de numerosos procesos celulares. La expresion génica de las isoformas de
Ras muestra variaciones significativas entre los tejidos y durante el desarrollo. HRAS se
encuentra altamente expresado en cerebro, musculo y piel, mientras que KRAS estda altamente

expresado en intestino, pulmones y timo. NRAS se expresa en los testiculos y el timo [88].

Mutaciones en estos proto-oncogenes son encontrados en torno al 20-30% de todos los tumores
humanos [89]. En torno al 99% de las mutaciones que ocurren en los genes Ras son mutaciones
puntuales en el codén 12, 13 y 61. Estas mutaciones somaticas puntuales son tipicamente
heterocigotas y provocan una sustitucidn de aminodcido en la posicién 12, 13 y 64 modificando

la actividad GTPasa interna y por tanto acumuldndose en forma activa, manteniendo en tanto
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activas las rutas de proliferacién y supervivencia celular activas [89,109] y promoviendo el

desarrollo tumoral.

Las isoformas de Ras mutadas, asi como la posicidn y los tipos de sustitucién de las mutaciones
varian entre los cadnceres humanos. KRAS estd mutado en casi en un 25% de todos los canceres,
predominantemente en adenocarcinomas (pancredtico, colorectal, de pulmdn, cervical,
endometrial y del tracto biliar). NRAS esta mutado en al menos un 10% de todos los tumores,
con alta frecuencia en canceres especificos como melanoma o ciertas leucemias. Las mutaciones
de KRAS y NRAS son encontradas en tumores malignos mieloides. Finalmente, HRAS estd
mutado con baja frecuencia en carcinomas escamosos epiteliales como en cdncer de vejiga

[87,88,109].

Las mutaciones en Ras presentan una alta variabilidad. Por ejemplo, en el adenocarcinoma
ductal pancredtico (PDAC) el 90% de las mutaciones en KRAS ocurren en G12, mientras que en
melanoma el 90% de las mutaciones de NRAS ocurre en Q61. En cuanto a la sustitucion, tanto
en PDAC como en cancer de pulmdn de células no escamosas (NSCLC), la mutacién mas
frecuente es en G12, pero la mutacién predominante en PDAC es G12D (sustitucion de una
glicina por un aspartato), mientras que en NSCLC es G12C (sustitucion de glicina por cisteina) en

un 42% de los casos [87].

Actualmente, el diagndstico del estado mutacional de KRAS consiste en la evaluacién de tejido
tumoral, que debe ser seleccionado (conteniendo una proporcion de células tumorales
suficientes) para la extraccion del material genético. A continuacidn, existen numerosas técnicas
para analizar este material genético extraido y detectar el estado mutacional de KRAS, que
varian en sensibilidad, tiempo de duracién y costes (ver Tabla 1 en seccion 1.1.1 para mas
detalles de métodos de deteccién de mutaciones puntuales en KRAS). Una de las técnicas mas
utilizadas para detectar la mutacién de KRAS es el sistema Idylla (Biocartis, Bélgica). Este sistema
estd implantado en numerosos hospitales. Consiste en un sistema que integra la extraccidn de
acidos nucleicos, la retrotranscripcion y la RT-gPCR para detectar las mutaciones. Se pueden
analizar la presencia de hasta 39 mutaciones de genes de la familia RAS. La deteccidn estd
basada en la tecnologia PlexPrime y PlexZyme, que minimiza la sefial inespecifica y aumenta la

sefial de las variantes que contienen la mutacién puntual [110].

2.1.4. MiR-122 como acido nucleico diana

El micro-ARN-122 (miR-122) constituye un microARN especifico de tejido hepatico, exclusivo de

vertebrados y altamente conservado [111]. Se encuentra muy expresado en higado cumpliendo
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una importante funciéon de homeostasis. La funcién de miR-122 esta estrechamente ligada con
el metabolismo lipidico, concretamente con el metabolismo del colesterol, triglicéridos y
fosfatasa alcalina en sangre. La inhibicién de la expresidn de miR-122 da lugar a una
desregulacidon del metabolismo lipidico hepatico y sistémico, asi como una alteracion de la
diferenciacion de hepatocitos [112]. Esto sugiere que el miR-122 participa en la expresion génica
hepatica. Ademds, miR-122 constituye un importante supresor tumoral ya que, la expresion
reducida de miR-122 se asocia al desarrollo de hepatocarcinoma celular (HCC) [113] y parece
tener un papel importante en la replicacidn del virus de la hepatitis C (VHC). En cambio, la
sobreexpresién de miR-122 reduce las caracteristicas tumorogénicas de las lineas celulares HCC

[114,115].

Todas estas caracteristicas, incluida su presencia en fluidos bioldgicos, hacen al miR-122 un
potencial biomarcador. La presencia de miR-122 circulante en sangre es indicativo de dafo
hepatico, de distintos posibles origenes (alcohol, virus, quimicos) [115]. Se han desarrollado
varias terapias basadas en el uso de miR-122 mimico dirigido al tratamiento de HCC en los que
su expresion esta recudida y terapias basadas en anti-miR-122 dirigidas a tratar pacientes
infectados por VHC y por virus de la hepatitis B (VHB) [116]. Por otro lado, varios estudios han
mostrado que el miR-122 circulante puede ser biomarcador para el diagndstico de la lesion
hepatica inducida por farmacos (DILI, del inglés drug-induced liver injury). La DILI es causada por
medicacidon u otros componentes xenobidticos que pueden generar disfuncién hepatica y

generar signos similares a otras afecciones hepaticas [115,117].

La deteccion de mir-122 es llevada a cabo con métodos basados en RT-qPCR, sin embargo, los
pasos laboriosos de preparacion de la muestra relacionados con los métodos basados en PCR
dificultan la comparacion entre las muestras de microARNSs circulantes. Existen varios métodos
publicados para la deteccidon directa de miR-122, como son sistemas basados en sensores

electroquimicos [118,119] o sistemas basados en fluorescencia [75,78].

2.1.5. Combinacion de nanotecnologia y quimica dinamica para la deteccion de acidos

nucleicos con resolucidon de una base mediante citometria de flujo

La mayoria de las aplicaciones DCL se han desarrollado mediante la conjugacién de sondas DGL
en soportes sélidos como membranas de nylon o beads magnéticas, de modo que se pueden
utilizar plataformas de lectura estandar disponibles en los laboratorios de biologia molecular
(ver seccion 1.4.3). En este trabajo, se aplicard el uso de nanoparticulas de poliestireno

bifuncionalizadas con estreptavidina y el fluoréforo 5(6)-carboxifluoresceina (FAM), en adelante
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nombradas como Strep-FAM-NPs (13), para capturar y detectar los productos formados en la
reaccién DCL, de modo que la reaccidn ocurrird en primer lugar en solucion, y serad capturada
posteriormente por las nanoparticulas de poliestireno (Figura 22). Con este enfoque, el proceso
de hibridacidn entre la sonday la diana tiene lugar en solucién, lo que significa que la hibridacién
sera termodindmicamente favorable comparada con hibridaciones en fase sélida [81-83]. En
esta prueba de concepto se han utilizado 4cidos nucleicos diana sintéticos correspondientes a
KRAS y miR-122, marcados tanto con fluorescencia como con biotina para monitorizar la captura

y deteccion de estos acidos nucleicos.

A

) DOI reagents Strep-FAM-NPs (13)
are added P Sreadded FACS READOUT
/ .Q:.\'-). KRAS target detection

with single-nuclectide resolution
10 min

DCL reaction Strep-FAM-NPs (13)

802C— 5 min incubation Washing steps
40°C — 1 hour 252C 1 hour 30 min
e o B
KRAS target DCL product DCL product
in solution formation captured

P
SMART-Nuclecbase-Biotin
a”
Unknown { <]
nucleotide (11} Dynamic o
(1) Hybridisation incorporation ¢O¢
{111) Reduction

(IV) DCL product captured
by Strep-FAM-NPs (13)

DGL:DNA

DNAtarget heteroduplex

Figura 22. Deteccion de la secuencia KRAS con resolucion de una base usando DCL en solucion y Strep-
FAM-NPs (13) bifuncionales. A) Esquema de flujo de trabajo: 1) Se afiaden los reactivos DCL y se forma el
producto DCL; 2) Se afiaden Strep-FAM-NPs (13). Estas Strep-FAM-NPs (13) capturan el producto DCL. 3)
Se realizan los pasos de lavado; 4) Lectura mediante FACS (Fluorescence-activated Cell Sorting). B)
Representacion esquemdtica de la etapa de hibridacion (1), sequida de la incorporacion dindmica de la
SMART-Nucleobase (ll) complementaria al nucleétido bajo estudio y marcada con biotina. A continuacion,
tiene lugar una reduccion utilizando NaBH3CN como agente reductor, fijando la reaccion (lll). Finalmente,

el producto DCL es capturado por Strep-FAM-NPs (13) (V). Reproducido de la referencia [120].

La citometria de flujo ha sido ampliamente utilizada para detectar proteinas de expresién celular
(mediante anticuerpos fluorescentes), asi como ADN y ARN celular (mediante sondas

moleculares o compuestos intercalantes de 4acidos nucleicos) asi como otras moléculas
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celulares. Un ejemplo son las técnicas que combinan la hibridacion in situ fluorescente junto con
la citometria de flujo para detectar expresion de acidos nucleicos en células [121,122].
Principalmente esta técnica se utiliza para detectar genes abundantemente expresados o
elementos gendmicos repetitivos. Otros tipos de andlisis permiten la deteccion de ARN
mensajero, mediante la unién de multiples sondas en dicho ARN, generando una sefial suficiente

para ser detectada por citometria de flujo [122].

Pero la citometria de flujo no esta limitada al analisis de moléculas en células. Cualquier particula
en suspension que presente los marcajes adecuados puede ser detectada y analizada con una
alta sensibilidad. Es por esto que la citometria de flujo constituye una plataforma de lectura de
estas particulas, que permite analizar matrices sélidas como biosensores o microarrays para la
deteccién de moléculas. Aprovechando estas caracteristicas, y considerando su disponibilidad
en laboratorios de todo tipo, este trabajo se ha desarrollado utilizando la citometria de flujo

(FACS) como plataforma de lectura de acidos nucleicos.
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2.2. Resultados

2.2.1. Preparacion de nanoparticulas bifuncionales Strep-FAM-NPs (13)

Las nanoparticulas de poliestireno bifuncionalizadas para capturar los productos biotinilados
formados por la reaccién DCL en solucién, fueron disefiadas y sintetizadas para llevar unidas
moléculas de estreptavidina y del fluoréforo 5(6)-carboxifluoesceina (FAM). Las PS-NPs amino
funcionalizadas (1) fueron sintetizadas siguiendo protocolos SPPS previamente descritos [91].
Para asegurar la funcionalizacién covalente eficiente de la estreptavidina y de FAM de un modo
controlado, se llevd a cabo una estrategia basada en la completa ortogonalidad entre los grupos
protectores 9-fluorenilmetilocarbonilo (Fmoc) y el grupo 1-(4,4-dimetil-2,6-dioxociclohex-1-
iliden)-3-etilo (Dde) [93]. Los agentes de acoplamiento utilizados fueron oxyma y N,N’-
diisopropilcarbodiimida (DIC). La funcionalizacidn de las NPs en FAM-NPs (10) se logrd
eliminando el grupo protector Dde de la lisina. El fluoréforo se acoplé a la amina libre resultante
de la desproteccién. A continuacién, se llevd a cabo la desproteccién del grupo Fmoc,
obteniendo FAM-NPs (11). A continuacidn, la estreptavidina fue conjugada a través de un grupo
glutaraldehido obteniendo las Strep-FAM-NPs (13). Finalmente fueron incubadas con una
solucidn de Poloxdmero 407 para favorecer su solubilidad en PBS [123,124]. En la Figura 23 se
muestra en detalle la ruta de sintesis seguida para el desarrollo de las Strep-FAM-NPs (13). La
descripcién completa de la sintesis de las Strep-FAM-NPs (13) esta detallada en la seccién

6.2.2.3.
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Figura 23. Esquema de sintesis de bifuncionalizacion de las PS-NPs (1) para la obtencion de Strep-FAM-

NPs (13). Las PS-NP aminofuncionalizadas (1) se bifuncionalizaron siguiendo protocolos de SPPS para

obtener Strep-FAM-NPs (13). Reactivos y condiciones: (i) Fmoc-Gly-OH, Oxyma, DIC (1.400 rpm, 2h, 60°C);

(ii) piperidina al 20% en DMF (1.400 rpm, 3 x 20 min, 252C); (iii) Fmoc-PEG-OH, Oxyma, DIC (1.400 rpm, 2

h, 602C); (iv) Fmoc-Lys-Dde (OH), Oxyma, DIC 1.400 rpm, 2 h, 60°C); (v) 3,5 hidroxilamina.HCl, imidazol,

NMP (1.400 rom, 1h, 25°C); (vi) FAM, Oxyma, DIC (1.400 rpm, 2h, 60°C); (vii) glutaraldehido al 25% en PBS

(1.400 rpm, 16 h 25 ° C); (viii) 0.3 ug / mL de estreptavidina en PBS (1.400 rpm, 25 °C, 16 h).
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2.2.2. Caracterizacion de las nanoparticulas bifuncionales Strep-FAM-NPs (13)

Una vez sintetizadas, las Strep-FAM-NPs (13) fueron caracterizadas. La distribucion del tamafio
de las nanoparticulas fue determinada por dispersién dinamica de luz (DLS), mostrando una
poblacién monodispersa. El didmetro hidrodindmico fue 357.2 + 0.9 nm con un indice de
polidispersidon (PDI) de 0.066 (Figura 24A). El tamafio fue corroborado por microscopia de
trasmisién electrénica (TEM) (Figura 24E). El valor del potencial zeta de las Strep-FAM-NPs (13)
en agua fue ligeramente negativo (-37.1 mV £ 0.8), comparado con las FAM-NPs (10) y amino-
metil-NPs (1), los cuales fueron -16.5 mV + 0.8 y +79.6 mV % 0.9, respectivamente (Figura 24B)

En los tres casos, el potencial zeta mostré una carga homogénea de las nanoparticulas.

La eficiencia de la conjugacién del fluoréforo FAM a las nanoparticulas fue monitorizada
utilizando técnicas basadas en fluorescencia. La Figura 24C muestra un grafico de dispersion
representativo de citometria de flujo, mostrando un incremento de fluorescencia en el canal
FITC de las Strep-FAM-NPs (13) comparadas con las aminometil-PS-NPs sin bifuncionalizar

(aminometil-PS-NPs (1)). Este resultado fue confirmado por microscopia confocal (Figura 24D).
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Figura 24. Caracterizacion de las Strep-FAM-NPs (13). A) Distribucion del tamarfio determinada por DLS;
B) Valores del potencial zeta de las amino-metil PS-NPs (1) (azul) comparado con las FAM-NPs (10) (verde
oscuro) y las Strep-FAM-NPs (13) (verde claro); C) Grdfico de dispersion obtenido por citometria de flujo
representativo de las amino-metil PS-NPs (1) (azul) y las Strep-FAM-NPs (13) (verde); D) Andlisis por
microscopia confocal (objetivo 63x, barra de escala 20 um, canal FITC) y E) evaluacion de la morfologia y

tamaiio por microscopia de transmision electrénica (TEM).
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2.2.3. Determinacion de la concentracion de Strep-FAM-NPs (13) usando un método

espectrofotométrico

La concentracién de las NPs (NPs/uL) fue determinada por un método espectrofotométrico
basado en la turbidimetria de la suspensién de nanoparticulas [101]. La curva de calibracion
estandar es obtenida de muestras con una concentracidon conocida de PS-NPs (1). La curva de
calibracién se ajusta a un modelo de regresién lineal, mediante el cual se pudo determinar el
numero de NPs por microlitro correspondiente a una unidad de DO600 para cada tamafo. Por
lo tanto, en base a las curvas de calibracién obtenidas utilizando lotes iniciales de suspensiones
de NPs, se puede determinar el nimero de NPs en lotes finales midiendo su densidad éptica a

600 nm (Figura 25).
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Figura 25. Curva de calibracién de concentracion de PS-NPs (1) (OD 600). La concentracion de

nanoparticulas por microlitro a una D.O. de 600 nm es de 8.8 x 10°.

2.2.4. Determinacion de la concentracion de estreptavidina conjugada en las Strep-

FAM-NPs (13)

La cantidad de estreptavidina unida a las NPs (0,06236 mmol / mL) fue medida mediante un
ensayo BCA [125] (Figura 26), comparando la concentracion inicial de proteina conjugada y la

concentracidn final de proteina presente en los sobrenadantes después de la conjugacién.
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Figura 26. Curva de calibracion BSA para el calculo de la concentracion de estreptavidina en las Strep-

FAM-NPs (13). El eje Y muestra la absorbancia a 565 nm y el eje X muestra la concentracion de BSA.

Considerando la estreptavidina inicial afiadida y la estreptavidina final presente en el
sobrenadante, asi como considerando el nimero de Avogadro y el peso molecular de la
estreptavidina (387.7 g / mol), se calculd la concentracidn de estreptavidina conjugada (60 mM)
en las Strep-FAM-NPs (13). Esto permite monitorizar en todo momento la cantidad de
estreptavidina presente en el sistema, para asegurar que es superior a la concentracién de
biotina usada en el sistema para evitar posibles competencias entre los productos DCL
biotinilados y las SMART-Nucleobases biotiniladas sobrantes que no han participado en la

reaccion.

2.2.5. Acidos nucleicos diana, disefio de sondas PNA, sondas DGL y SMART-

Nucleobases para la deteccion de KRAS

A continuacidn, para proceder a la validacién de estas nanoparticulas para capturar acidos
nucleicos y productos DCL en solucién, se llevaron a cabo diferentes ensayos de validacidn. Se
utilizaron oligonucleétidos sintéticos de cadena sencilla (ssDNA, del inglés del inglés “single-
stranded DNA") correspondientes a la secuencia de KRAS wild-type que contiene el codéon 12 y
la secuencia de KRAS conteniendo una variacion de nucleétido correspondiente a la mutacion
puntual KRAS c.34 G12C ambas con marcaje fluorescente (Cy5) (ssDNA-KRAS-wt-Cy5, y ssDNA-
KRAS-G12C-Cy5) asi como con biotina ssDNA-KRAS-wt-biotin. Las secuencias que contienen el
codon 12 de KRAS se corresponden con el Transcript ID en GENBANK: NM_004985.4, y fueron
analizadas por BLAST [126] (Figura 27).

Para llevar a cabo la validacion del uso de quimica dinamica, se utilizaron dos sondas PNA
complementarias para KRAS marcadas con Cy5 (PNA-KRAS-wt-Cy5) y biotina (PNA-KRAS-wt-

Biotin) y se utilizé una sonda DGL complementaria a KRAS (DGL-K12RC), presentando la posicion
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abasica frente al primer nucleétido del codon 12 de KRAS (Figura 27). Las sondas PNA y DGL
fueron sintetizadas por DESTINA Genomica S.L., para su sintesis, se siguieron protocolos SPPS
seguidos por sucesivas rondas de acoplamiento de mondémeros de PNA amino-protegidos
previamente activados, seguido por la desproteccidon del grupo protector amino terminal y
lavados tras cada etapa de sintesis. Todos los detalles de la sintesis de sondas PNA y DGL se

detallan en la seccidn 6.1.1. del capitulo 6. Metodologia.

5’ —— y
siotin —{T]T[6]6]A[e)c[Tf6]e]T e e[ c]e]T[A]¢] (O NB
ssDNA KRAS-wt-Biotin o o o
5 . 3 3
os—(T][T]6]6JAalc)c[T][6[6]T]c]e]c]e[T[A]G) 3 %NNN%QE{
sSDNA KRAS-wt-Cy5 1

- 3
cs—(T[1]6]6]alc)c[Tfrle[T]c]c]c]c]T[a])c)

py—
ssDNA KRAS-G12C-Cy5

C-terminus N-terminus . Oy _OH NB
(AXAX OO OEXXAEXDRY TNt | o N Oy o
PNA-wt-KRAS-Biotin : }%LN B N\)LN}(
HY a H

QQGG oo@oooooo@eooo xx—Cy5 ‘ Chiral PNA monomer

PNA-wt-KRAS-CYs  TTTTTTmTmmmmmmmTmmmmmommma e Tees

G006 00 0,0, 000000 AT

DGL-K12RC =
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, \‘ o b O
o u 3 QLN/\/NQLN%
ZJK/O\/\O/\/NY\O/\/O\/\N}L‘ : : H H |
o . : 'Neutral abasic PNA monomer:
xx = miniPEG ‘ oo ‘

Figura 27. Secuencias de ssDNA, secuencias y quimica de sondas PNA y DGL para la deteccion de KRAS.
El nucledtido bajo estudio (nucledtido ubicado frente a la posicion abdsica de la sonda DGL) estd resaltado
en las secuencias de ssDNA. La posicion abdsica neutral se muestra en la sonda DGL como ausencia de

base. Xx = mini-PEG; HAc = grupo acetato; Los monomeros PNA quirales se muestran resaltados en negro.

Las estructuras quimicas de las SMART-Nucleobases utilizadas para la deteccion de los acidos
nucleicos diana con resolucidon de una base se muestran en la Figura 28. Concretamente se
utilizaron dos SMART-Nucleobases, la SMART-Citosina-PEG;;-Biotin (de en adelante nombrada
como SMART-C-Biotina) y la SMART-Adenina-Deaza-PEG1,-Biotin (en adelante nombrada como
SMART-A-Biotina) proporcionadas por DESTINA Gendmica.
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Figura 28. Estructura quimica de la SMART-Cytosine-PEG12-Biotin y SMART-Adenina-Deaza-enol-PEG12-
Biotin usadas en la deteccion del codon 12 de KRAS y miR122.

2.2.6. Optimizaciéon y validacion de la captura del heterodiiplex PNA:ADN por las
Strep-FAM-NPs (13)

La capacidad de las Strep-FAM-NPs (13) para capturar los heteroduplexes PNA:ADN biotinilados
fue evaluada en un ensayo tipo-sandwich, en el que la eficiencia fue analizada por citometria de
flujo. Tras llevar a cabo una etapa previa de optimizacidn del protocolo en la que se optimizaron
los lavados (PBS Tween 0,1 %, SSC2x Tween 0,3 %, SSC2x BSA 1 %, PBS SDS 0,4 %) y la
temperatura de hibridacion en un rango desde temperatura ambiente hasta 70 9C, las
condiciones de hibridacion optimas consistieron en la incubacién de los oligonucleétidos diana
de ssDNA (1 uM) con las sondas PNA (1 uM) en SCD buffer (pH 6) a 40 2C previa desnaturalizacion
a 80 oC durante 5 minutos. Finalmente, las Strep-FAM-Nps (13) fueron lavadas con PBS Tween
0,1 % para eliminar las adsorciones inespecificas y se resuspendieron en PBS para su lectura

mediante citometria de flujo (BD FACSCanto Il ™) (ver detalles metodoldgicos en seccion 6.2.1).

Tras todo el proceso, la concentracidn final de estreptavidina presente en las Strep-FAM-NPs
(13) que capturan el producto DCL es de 300 uM. Esta concentracion de estreptavidina es muy
superior a la cantidad de producto DCL formado (suponiendo una eficiencia total de la reaccidn,
podria formarse un total de 1 uM de producto DCL biotinilado) junto con la cantidad de SMART-

C-Biotina sobrante que no ha reaccionado (suponiendo una eficiencia total de la reaccién, 4 uM),
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por tanto, evitdndose la competicién entre los productos DCL biotinilados formados y la SMART-

C-Biotina sobrante de la reaccion.

La Figura 29A muestra un esquema de la estructura tipo sandwich PNA-Biotin:ADN-Cy5:Strep-
FAM-NPs formada. Debido a que las Strep-FAM-NPs (13) fueron marcadas con FAM y el
heteroduplex PNA:ADN se encuentra marcado con el fluoréforo Cy5, la eficiencia de union de
las Strep-FAM-NPs (13) al heteroduplex fue confirmada mediante analisis por citometria de
flujo, obteniendo una poblacion 97.83 + 0.70% FAM*/Cy5*, significando que este porcentaje de
Strep-FAM-NPs (13) ha capturado el heteroduplex (Figura 29B). Los resultados obtenidos por
FACS fueron analizados mediante la mediana de intensidad de fluorescencia (MFI) (n = 3) en el
canal APC, mostrando un fuerte incremento de MFI cuando el constructo tipo sandwich se formé

completamente, comparado mediante analisis one-way ANOVA (p < 0,0001) (Figura 29C).
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Figura 29. Andlisis FACS de la deteccion del heterodiplex PNA:ADN biotinilado por las Strep-FAM-NPs
(13). A) Esquema de la estructura tipo sdndwich formada. B) La estructura completa del ensayo tipo
sdndwich proporciona una poblacion positiva FAM*/Cy5*. C) Representacion MFI en el canal APC (n=3)y

andlisis one-way ANOVA.

El andlisis por citometria de flujo mostré que las Strep-FAM-NPs (13) dan lugar a una poblacion
FAM*/Cy5"y, como control negativo, cuando el complejo tipo sandwich no estd completo debido
a la ausencia de la sonda marcada con biotina, la muestra sigue mostrando una poblacién
FAM*/Cy5 (Figura 30). Esto confirma la ausencia de absorcion no especifica del acido nucleico
diana, en este caso, marcado con Cy5. Cuando la estructura tipo sandwich se forma

completamente, genera una sefial doble positiva (FAM*/Cy5*).
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Figura 30. Andlisis BD FACS para la validacion de captura del heteroduplex PNA:ADN por las Strep-FAM-
NPs (13). Las Strep-FAM-NPs (13) muestran una sefial FAM*/Cy5 (grdfico de dispersién izquierdo). En
ausencia del elemento biotinilado, las Strep-FAM-NPs (13) generan una poblacion FAM'/Cy5,
confirmando la ausencia de absorcion no especifica de la diana (grdfico de dispersion intermedio). Cuando
el ensayo tipo sandwich estd completo, las Strep-FAM-NPs (13) capturan el heterodiplex PNA:ADN y el

sistema genera una sefial FAM*/Cy5* (grdfico de dispersion derecho).

A continuacién, para validar la capacidad de las Strep-FAM-NPs (13) para capturar cualquier
diana biotinilada, una segunda prueba de concepto se llevd a cabo. Para este ensayo, se utilizd
una secuencia de acido nucleico de KRAS biotinilada (ssDNA-KRAS-wt-biotin) y un PNA
complementario marcado con el fluoréforo Cy5 (PNA-KRAS-wt-Cy5). La Figura 31C muestra un
esquema de la estructura tipo sdndwich PNA-Cy5:ADN-Biotin:Strep-FAM-NPs formada. Tras la
formacién del heteroduplex PNA:ADN, el producto fue capturado por las Strep-FAM-NPs (13),
resultando en una poblacidon doble positiva 97.83 + 0.70 % FAM*/Cy5* (Figura 31B). Los
resultados obtenidos por FACS fueron analizados mediante MFI (n = 3) en el canal APC,
mostrando un fuerte incremento de MFI cuando el constructo tipo sandwich se formé

completamente, comparado mediante analisis one-way ANOVA (p < 0,0001) (Figura 31C).

87



Capitulo 2. Resultados

A) Q)
ssDNA-biotin

W\” & =
L — |
15000 =

*hkk
PNA-Cy’ opc
[*)
Strep-FAM-NPs (13)
10000 —
B) _
'8
=
5 |Fam+, Cy5- FAM+, Cy5+
10 Jose 985
1 / 5000 —
104' /‘é
= 72
2 0 f
10
] 0
0 = N
JFam-, cy5- FAM-, Cy5+ \\ﬂ’\ (\\-‘o ,\'\*z
33127 0,040 e © O Q¢
gL W ol o
s PSR
3 3 4 5 o e 9% N
-10° 0 10 10 10 6“6 $96

Figura 31. Andlisis FACS de la deteccion del heteroduplex PNA:ADN biotinilado por las Strep-FAM-NPs
(13), en el que el ADN se encuentra biotinilado. A) Esquema representativo de la estructura tipo sandwich
formada. B) Los resultados de FACS muestran que la estructura saindwich completa proporciona una
poblacién FAM*/Cy5*. C) Representacion MFl en el canal APC (n = 3) y andlisis one-way ANOVA. Se observa

un fuerte aumento de MFI cuando la estructura tipo sandwich estd completa.

El andlisis por citometria de flujo mostré que las Strep-FAM-NPs (13) dan lugar a una poblacion
FAM*/Cy5"y, como control negativo, cuando el complejo tipo sdndwich no estd completo debido
a la ausencia de la diana marcada con biotina, la muestra sigue mostrando una poblacidn
FAM*/Cy5 (Figura 32). Esto confirma la ausencia de absorcién no especifica del PNA marcado,

marcado con Cy5.
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Figura 32. Andlisis BD FACS para la validacion de captura del heteroduplex PNA:ADN por las Strep-FAM-
NPs (13), en el que el ADN estd biotinilado. El grdfico de dispersion izquierdo muestra la sefial FAM'/Cy5
que proporcionan las Strep-FAM-NPs (13). En ausencia del elemento biotinilado, las Strep-FAM-NPs (13)
generan una poblacién FAM*/Cy5", confirmando la ausencia de absorcion no especifica del PNA (grdfico
dispersion intermedio). Cuando el ensayo tipo sandwich estd completo, las Strep-FAM-NPs (13) capturan

el heteroduplex PNA:ADN y el sistema genera una sefial FAM*/Cy5* (grdfico de dispersion derecho).
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Basandose en estos resultados de citometria obtenidos usando productos moleculares
biotinilados para KRAS, podemos concluir que no existen uniones inespecificas en las Strep-
FAM-NPs (13) del acido nucleico diana y podemos confirmar que estas Strep-FAM-NPs (13)
pueden capturar eficientemente heteroduplexes PNA:ADN sin importar la posicién del

componente biotinilado.

2.2.7. Evaluacion de la estabilidad de la estreptavidina en las Strep-FAM-NPs (13)

La estabilidad de la unién de la estreptavidina en las Strep-FAM-NPs (13) fue evaluada. Para ello,
las Strep-FAM-NPs (13) fueron lavadas tres veces en PBS e incubadas bajo diferentes condiciones
(Tabla 2). Este ensayo permite establecer si la estreptavidina conjugada es estable y no se libera
al medio, debido a que esto afectaria a la captura de los productos DCL biotinilados. Para ello
las Strep-FAM-NPs (13) se incubaron bajo diferentes condiciones, como altas temperaturas o
tratamiento con dodecilsulfato sédico (SDS) y Tween junto con el heteroduplex formado para
comprobar si la estreptavidina se mantiene unida de un modo estable. Tras la incubacién de las
Strep-FAM-NPs (13), se centrifugaron a 13.400 rpm, los sobrenadantes fueron recolectados y
medidos por un test de BCA. No se detectd estreptavidina en los sobrenadantes, por tanto,

indicando que la unidn de la estreptavidina es estable en las Strep-FAM-NPs (13).

Tabla 2. Diferentes condiciones para el ensayo de estabilidad de la estreptavidina. Las Strep-FAM-NPs
(13) fueron incubadas en diferentes condiciones, tras lo cual, los sobrenadantes se recolectaron y
analizaron mediante un ensayo BCA, mostrando una cantidad de estreptavidina negligible, por tanto,

significando una unidn estable de la estreptavidina en las Strep-FAM-NPs (13).

Elementos Lavados Abs 562nm ug streptavidina
+FAM-Strep-NPs (13)
. 0.1 % Tween PBS 25 °C -0,0031 -0,074509817
(control negativo)
+FAM-Strep-NPs (13)
+PNA-KRAS-Biotin 0.1 % Tween PBS, 25 2C -0,0008 0,015686328
+ssDNA-KRAS-Cy5
+FAM-Strep-NPs (13) PBS, 70 C, 15 min 0,00285 0,158823376
+FAM-Strep-NPs (13) 0,4% SDS PBS, 70 ¢C, 15 min -0,0052 -0,156862837
+FAM-Strep-NPs (13)
+PNA-KRAS-Biotin PBS, 70 2C, 15 min -0,0074 -0,243137346
+ssDNA-KRAS-Cy5
+FAM-Strep-NPs (13)
+PNA-KRAS-Biotin 0,4% SDS PBS, 70 2C, 15 min -0,0027 -0,058823715
+ssDNA-KRAS-Cy5
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2.2.8. Deteccion de productos DCL por las Strep-FAM-NPs (13).

Tras la validacién y optimizacion de la captura del heterodiplex PNA:ADN, se procedié a la
evaluacion de la capacidad del sistema para detectar la secuencia de KRAS con resolucién de
una base empleando la tecnologia DCL, y, ademas, detectando la presencia de variaciones de
nucledtido (mismatches) correspondientes a mutaciones puntuales presentes en el codén 12.
Para ello, se disefid una sonda DGL (DGL-K12RC) con una posicién abdsica frente al primer
nucledtido del coddén 12 de KRAS. La posicion de la posicidn abasica significa que tras la
hibridacion de la sonda DGL K12RC con una secuencia de dcido nucleico KRAS de tipo salvaje,
habra una guanina frente a la posicidn abasica, por lo que se llevara a cabo la incorporacidn

dindmica especificamente de la SMART-C-Biotina complementaria (Figura 33, Figura 34).
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Figura 33. Esquema de reaccion quimica para la deteccion de secuencias de tipo salvaje de KRAS. La
hibridacion entre la sonda DGL y la diana genera una posicion abdsica frente al nucleétido bajo estudio,
en este caso, una guanina. A continuacion, la incorporacion de la SMART-C-Biotina complementaria
genera una estructura secundaria iminio que es reducida con cianoborohidruro sddico. El producto
biotinilado es capturado por las Strep-FAM-NPs (13) para su lectura mediante FACS. Ver Figura 33 en

detalle en Apéndice 1.
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Figura 34. Esquema representativo de lectura de dcidos nucleicos mediante DCL y Strep-FAM-NPs (13).
Tras la hibridacion PNA:ADN-Cy5, la incorporacion de la SMART-C-Nucleobase permite capturar el

producto DCL biotinilado formado y detectarlo mediante citometria de flujo.

Las reacciones DCL se realizaron incubando el ssDNA (1 uM) y la sonda DGL (1 uM) junto con
SMART-C-biotina (5 uM) en las mismas condiciones descritas anteriormente para la formacion
de heteroduplex PNA:ADN (seccion 2.2.7). Una vez que la temperatura alcanzé los 41 °C, se
afiadié cianoborohidruro sddico (NaBHsCN) a una concentracion final de 1 mM para reducir el
enlace iminicoy anclar la SMART y se incubd durante 1 hora. A continuacidn, la solucidn se enfrié
a 25 2C, se afiadieron 5 x 108 Strep-FAM-NPs (13) (ver seccidn 2.2.10 para la optimizacion del
numero de Strep-FAM-NPs (13)) y se incubd durante una hora. Finalmente, las nanoparticulas
fueron lavadas en PBS 0,1 % Tween para eliminar adsorciones inespecificas y se resuspendieron

en PBS para su lectura mediante citometria de flujo (ver detalles en secciéon metodologia 6.2.1).

La Figura 35A muestra el esquema de formacidn del producto DCL capturado por las Strep-FAM-
NPs (13). Una vez llevada a cabo la reaccion, cuando se forma el heteroduplex y la SMART-C-
Biotina se incorpora al sitio abasico, las Strep-FAM-NPs (13) son capaces de capturar el producto
DCL, dando como resultado una poblacion 98,23 + 1,06 % FAM*/Cy5* (Figura 35B3), lo que indica
la deteccién de la secuencia KRAS wild-type de forma eficiente. En cambio, en ausencia del
elemento biotinilado, en este caso la SMART-C-Biotina, se generd una sefial FAM*/Cy5,
confirmando la ausencia de sefiales inespecificas y la especificidad del sistema detectando la
secuencia KRAS con resolucién de una base. Los resultados obtenidos por FACS fueron
analizados mediante MFI (n = 3) en el canal APC, mostrando un fuerte incremento de MFI cuando

el producto DCL se detectod, analizado mediante one-way ANOVA (p < 0,0001) (Figura 31C).
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Figura 35. Deteccion de KRAS wild-type mediante DCL en solucion y Strep-FAM-NPs (13). A) Esquema de
la estructura tipo sdndwich formada. B1) Las Strep-FAM-NPs (13) muestran una sefial FAM*/Cy5". B2) En
ausencia de la SMART-C-Biotina, las Strep-FAM-NPs (13) generan una poblacién FAM*/Cy5", confirmando
la ausencia de absorcion no especifica de la diana. B3) Cuando el producto DCL se forma, las Strep-FAM-
NPs (13) capturan el producto DCL y el sistema genera una sefial FAM*/Cy5* que se corresponde con la
deteccion de la secuencia KRAS wild-type con resolucién de una base. C) Representacion MFI en el canal
APC (n = 3) y andlisis ANOVA unidireccional. Se observa un fuerte aumento de MFI cuando se completa el

complejo de ensayo tipo sandwich.

Estos resultados confirman que el proceso DCL se ha realizado con éxito en solucién vy los
productos DCL son capturados por Strep-FAM-NPs (13) de forma especifica. Es importante
destacar que algunas limitaciones que afectan a la eficiencia de la hibridaciéon del ADN en
superficies, como la adsorcidn no especifica de los oligonucledtidos unidos a la superficie sélida

[81-83], se han evitado mediante el uso de este enfoque.

2.2.9. Optimizacion del nimero de Strep-FAM-NPs (13) usado para capturar el

producto DCL formado en solucién

Para optimizar el nimero de Strep-FAM-NPs (13) usado para capturar el producto DCL formado
en solucion, se llevé a cabo una reaccidon DCL y a continuacion, el producto DCL formado fue
incubado con diferentes cantidades de Strep-FAM-NPs (13) (103, 10%, 10°, 10°, 107, 108, 10°, 10,

10%!) siguiendo las condiciones de la seccidn 2.2.6. Después, las muestras fueron lavadas con PBS
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Tween 0,1 %, resuspendidas en PBS y analizadas por citometria de flujo. Un incremento de la
sefial MFI fue obtenido a partir de 108 Strep-FAM-NPs (13). Sin embargo, si la cantidad de Strep-
FAM-NPs (13) continda aumentando, la sefial también disminuye, por tanto, para ajustar la
cantidad de Strep-FAM-NPs (13), se realizé un ensayo con las cantidades 108, 5 x 108 and 10° de
Strep-FAM-NPs (13) y la sefial més intensa fue obtenida usando 5 x 10% Strep-FAM-NPs (13)
(Figura 36). Por tanto, este nimero de Strep-FAM-NPs (13) fue determinado como el dptimo

para capturar el producto DCL en los ensayos.
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Figure 36. Cdlculo del numero optimo de Strep-FAM-NPs (13) para capturar el producto DCL en solucioén.
A) Las muestras fueron analizadas por FACS mediante MFI (n = 3) obtenida en el canal APC, representada
en el eje y. El numero de Strep-FAM-NP (13) comparados se representa en el eje x. B) El grdfico de
dispersién muestra la sefial obtenida por las Strep-FAM-NPs (13) (gris), y las cantidades de 102 (rojo), 5 x
108 (verde) y 10° (azul) de Strep-FAM-NPs (13) capturando el producto DCL en solucidn. 5 x 10° Strep-FAM-

NPs (13) mostrd ser la cantidad de nanoparticulas éptima para capturar el producto DCL en solucion.

2.2.10. Curva de calibracion de deteccion de KRAS con resolucion de una base en

plasma humano

Para asegurar la capacidad analitica de las Strep-FAM-NPs (13) para capturar y detectar la diana
KRAS en un medio biolégico complejo, se generd una curva de calibracion mediante la adicién
de diferentes cantidades de la secuencia ssDNA-KRAS-wt-Cy5 (2.5 pmol, 12,5 pmol, 25 pmol,
37,5 pmol y 50 pmol) en 10 pL de plasma humano, seguido de una reaccién DCL en un volumen
total de 50 uL. Cada condicion se analizé mediante MFI obtenido en el canal APC. El plot de los
valores MFI frente a las cantidades afadidas mostré una regresion lineal, confirmando la
idoneidad de las Strep-FAM-NP (13) para capturar y detectar la secuencia diana de KRAS de tipo

salvaje (Figura 37) en medios biolégicos complejos.
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Los experimentos se repitieron tres veces para cada condicidon (n = 3), mostrando un coeficiente
de variacion del 5% al 15% (Tabla 3). El limite de deteccién (LoD) fue de 2,5 + 0,09 pmoles (12,5
nM) (con un ratio signal-to-noise de 2,20 + 0,08), correspondiente a la deteccién de 1,5055E +
12 moléculas de la diana. La regresion lineal de la curva de calibracion muestra la capacidad
analitica del sistema y el limite de deteccion asegura que este método podria utilizarse para
muestras de tejido o a nivel celular. Sin embargo, para su aplicacidon en biopsia liquida y
deteccidn de acidos nucleicos circulantes en fluidos bioldgicos, es necesario llevar a cabo una

optimizacidn que permita llegar a LoD en el rango fentomolar o attomolar.

Tabla 3. Cdlculo de la media de la mediana de intensidad de fluorescencia obtenida en el canal

APC mediante andlisis FACS a diferentes cantidades de diana capturado en plasma humano.

Media MFI-APC Coeficiente de Signal-to-
Target SEM
(n=3) variacion Noise ratio
50 pmoles 1531 123,6 13,98 % 3,9
37,5 pmoles 1452 130,0 12,66 % 3,7
25 pmoles 1279 103,8 14,06 % 3,26
12,5 pmoles 951,0 47,51 8,653 % 2,42
2,5 pmoles 863,3 34,17 6,855 % 2,2
Blank 392,4 - - -

KRAS calibration curve
in human plasma

2000-
1500
£ 1000
500 Y = 15.30*X + 825.0
R? = 0.9556
0 | | 1
0 20 40 60
KRAS target (pmoles)

Figura 37. Curva de calibracion de la secuencia sintética KRAS-wt-Cy5 en plasma humano. Los puntos
representan la media y SEM (n = 3) de MFl en el canal APC (eje y) frente a cada cantidad afiadida de diana
(eje x). La curva de calibraciéon muestra un R? = 0.9556, mostrando la idoneidad de las Strep-FAM-NPs (13)

para capturar productos DCL en una matriz biolégica compleja.

94



Capitulo 2. Resultados

2.2.11. Discriminacion la presencia de variaciones de nucleétido correspondientes a

mutaciones puntuales en el codon 12 de KRAS: deteccion de KRAS G12C

Para evaluar la especificidad del sistema para discriminar de un desajuste correspondiente a la
mutacion puntual KRAS G12C, se realizaron dos reacciones DCL por triplicado utilizando la
secuencia ssDNA-KRAS-wt-Cy5 y la secuencia ssDNA-KRAS-G12C-Cy5 junto con ambas SMART-
C-Biotina y SMART-A-Biotina. Los resultados mostraron un fuerte aumento de la MFl en el canal
APC cuando la incorporacion de la SMART-Nucleobase es especifica (SMART-C-Biotina en la
secuencia de tipo salvaje de KRAS y SMART-A-Biotina en la secuencia mutada de KRAS G12C)
(Figura 38, Figura 39).

5’ - 3

(t]7]e]e]Aalc)c]T GIIGITIG|G C|G|T|AI:|SSDNAKRAS-wt-Cv5

QOOOOO G oe A ooeoooo DGL-K12RC
(T]T]6][c]Aa]G]c] T!GIT IIG]@ c[G]T ]A@ ssDNA KRAS-G12C-Cy5

5

Mutation 3

Figura 38. Esquema de hibridacion de la sonda DGL-K12RC con los targets ssDNA-KRAS-wt-Cy5 y ssDNA-

KRAS-G12C-Cy5, mostrando la variacion de nucledtido correspondiente a la mutacion KRAS G12C.
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KRAS G12C discrimination
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Figura 39. Ensayo de especificidad para la discriminacion desajustes correspondientes a la mutacion de
KRAS G12C. SC = SMART-C-Biotina. SA = SMART-A-Biotin. Los valores de MFI en el canal APC de cada
condicion se compararon el estadistico one-way ANOVA. En presencia de la cadena wild-type de KRAS,
SMART-C-Biotina es incorporada en la posicion abdsica, mientras que en presencia de la cadena KRAS

G12C, SMART-A-Biotina es incorporada en la posicion abdsica.

Estos resultados han demostrado que las Strep-FAM-NPs (13) son adecuadas para capturar
acidos nucleicos en una matriz bioldgica compleja y, mediante el andlisis FACS, el sistema es
capaz de detectar la presencia de variaciones de nucleétido correspondientes a mutaciones
puntuales en el coddn 12 de KRAS. La metodologia desarrollada en este trabajo se puede realizar
en tres horas utilizando plataformas de lectura ampliamente disponibles como el citdmetro de
flujo con un limite de deteccién de 2.5 pmoles (12,5 nM). Aungue aun es necesario realizar una
mayor optimizacién, esta primera prueba de concepto muestra que este sistema podria ser
adaptable y comparable a otros existentes que se utilizan actualmente para detectar mutaciones

puntuales [127-130].

2.2.12. Deteccidn de productos de PCR KRAS

Como prueba de concepto, se llevo a cabo la deteccién de amplicones de KRAS producidos por
PCR. Se disefiaron primers (ver secuencia en Tabla 4) para obtener un amplicén de 79 pares de
bases de longitud (Figura 40), conteniendo el coddn 12 de la secuencia KRAS wild-type. La PCR
se realizd con material genético extraido de la linea celular H1299 (NCI-H1299) obtenida de ATCC
(Manassas, VA, USA), una linea celular tumoral de pulmdn no microcitico que presenta una
expresion de KRAS wild-type (Figura 41). El amplicon obtenido fue incubado con una sonda PNA

de deteccién marcada con Cy5 adicional (ver secuencia en Tabla 4) y a continuacion incubado
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con las sondas o bien PNA-KRAS-wt-biotina#2 para capturar y detectar el amplicén, y, o bien con

la sonda la sonda DGL-K12RC para detectar el amplicdn con resolucién de una base.

PNA-KRAS-Cy5 #2

)

Forward primer
|

PNA-KRAS-wt-Biotina /
DGL-K12RC

Reverse primer

Figura 40. Secuencia del exon 2 de KRAS conteniendo el codon 12 (azul claro). La zona de hibridacidon de

los primers para producir el amplicon estd sefialada en naranja. El amplicon es marcado con un PNA de

deteccion marcado con Cy5 (verde). La sonda PNA-KRAS-wt-biotina o la sonda DGL-K12RC hibridan en la

region que contiene el codon 12. El nucledtido detectado estd sefialado en rojo. El codon 13 estd marcado

en amarillo.
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FU .
80 i3 wi
60 | s
10
20
0 - N L
TTT T 1 T —
15 500 1500 [bpl
Overall Results for sample 5 : KRAS pos T
Mumber of peaks found: 1
Peak table for sample 5 : KRAS pos
Peak Size Molarity Observatio
[bp] [nmoi/1] ns
1 4 15 2242 Loweer Marker
2 =30} gas
3 p 1500 21 Upper Marker

Figura 41. Resultado obtenido mediante Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, USA) que muestra la

deteccion de una banda de 89 pares de bases correspondiente al amplicon de KRAS.

Tabla 4. Secuencias de primers utilizados en la PCR de KRAS y sonda PNA de deteccion del amplicon

KRAS.

Primers.

Secuencia (5'-3)

Forward primer

Reverse primer

CAGTCATTTTCAGCAGGCC
GCTGTATCGTCAAGGCACTCT

Sonda PNA.

Secuencia (N-C)

PNA-KRAS-wt-Cy5 #2

Cy5-TACCACAAGTTTATATTC
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El producto de PCR fue detectado mediante citometria de flujo, mostrando que las Strep-FAM-
NPs (13) son aptas para capturar productos de PCR mediante este sistema, mostrando una doble
poblacion FAM*/Cy5* (Figura 42A). En este primer enfoque, el resultado de especificidad de una
base mostrd ser negativo, posiblemente debido a que la reaccidn DCL fue inhibida por algin
reactivo o condicién propia de la PCR (como la existencia de un pH basico). Por ello, debe
realizarse una mayor optimizaciéon que permita detectar el producto de PCR con resolucion de

una base (Figura 42B).
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Figura 42. BD FACS andlisis para la deteccion de productos de PCR de KRAS. A) Deteccidn del amplicon
con PNA-KRAS-wt-Biotina. Tanto las Strep-FAM-NPs (13) como el control negativo de la PCR proporcionan
una sefial FAM*/Cy5™ (grdficos izquierdo e intermedio). En la muestra positiva, el amplicén genera una
poblacion doble positiva FAM*/Cy5* (grdfico derecho). B) Deteccion del amplicon con resolucion de una
base. La especificidad de una base mostré una poblacién simple FAM'/Cy5’, por tanto, no detectdndose,

posiblemente inhibida por algtn reactivo o condicion propia de la PCR.

2.2.13. Validacion de las Strep-FAM-NPs (13) para capturar el heteroduplex
PNA:ssDNA-miR-122

Ademas del desarrollo de este sistema mediante la deteccién de secuencias de KRAS, esta
prueba de concepto ha sido validada para detectar secuencias correspondientes al microARN-
122. Para ello, se disefié un oligonucleétido mimico de miR-122 (ssDNA-miR-122-Cy5) asi como

su sonda PNA y sonda DGL complementaria (Figura 43).
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Figura 43. Secuencias de ssDNA, sondas PNA y DGL para la deteccion de miR-122. E| nucledtido bajo
estudio (nucledtido ubicado frente a la posicion abdsica del PNA) estd resaltado en las secuencias de
ssDNA. La posicion abdsica neutral se muestra en la sonda DGL como ausencia de base. Xx = mini-PEG;

HAc = grupo acetato; Los monomeros PNA quirales se muestran resaltados en negro.

De nuevo, la eficiencia de las Strep-FAM-NPs (13) fue evaluada mediante un ensayo tipo
sandwich, seguido por analisis mediante citometria de flujo, en el que las Strep-FAM-NPs (13) y
la muestra control mostraron una sefial simple FAM*/Cy5". La Figura 44A muestra un esquema
de la estructura tipo sandwich formada. Cuando el complejo tipo-sandwich estd completo, se
observa una poblacién 98.76 + 2.30 % FAM*/Cy5*. En ausencia del componente biotinilado, se
observa una poblacion FAM*/Cy5 (Figura 44B). Los resultados obtenidos por FACS fueron
analizados usando la MFI del canal APC (n = 3) y analizados mediante el estadistico one-way
ANOVA, mostrando un fuerte incremento de MFI cuando el constructo sandwich estd completo

(p < 0,0001) (Figura 44C).
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Figura 44. Andlisis BD FACS para la validacion de Strep-FAM-NP (13) para capturar el heterodiplex
biotinilado PNA:miR-122-Cy5. A1) Strep-FAM-NPs (13) proveen una poblacion FAM'/Cy5. A2) La
estructura de ensayo de tipo sandwich no se puede formar en ausencia del componente biotinilado. A3)
La estructura del ensayo tipo sdndwich estd completa, proporcionando una poblacién FAM'/Cy5*. B)

Representacion de MFI en el canal APC (n = 3) y andlisis one-way ANOVA.

2.2.14. Deteccion de productos DCL por Strep-FAM-NPs (13): deteccion de miR-122

con resolucidn de base Unica

Finalmente se evalud la capacidad del sistema para detectar la secuencia de miR-122 con
resolucidn de una base Unica. Se disefié una sonda DGL (DGL-miR-122) con una posicidn abasica

frente a una guanina, dirigiendo la incorporacion de una SMART-C-biotina complementaria

(Figura 45).

s
o @
b °
r 64
o o
HNJ(NH HNJ(N
@ Q 5 0, -
) (i) Dynamic wall /NH
£ Chemistry N X
3 Labelling (i) Reduction
E —_ (iii) Duplex sSDNA
B . miR-122/ DGL captured
2 Reactive NaBH3;CN - by Strep-FAM-NPs (13)
N Base VR
g ¥
E £, <"
e FACS READOUS
-3 - o
e d o
PN N,
a0 d
NH
£l >
Duplex ssDNA miR-122 / DGL probe Iminium Tertiary Amine
o o HN<®
rrrrrrrrrrr Hydrogen bonds yg%ﬁMo«)Oqu‘N’u
' ' 13
]
8 A
a e Y
oy 3irep-FAM-NPs (13) o
8 Biotinilated Reactive Base (SMART-C-Biotin)

Figura 45. Esquema de reaccion quimica para la deteccion de miR-122. La hibridacion entre la sonda DGL
y la diana genera una posicion abdsica frente al nucledtido bajo estudio, en este caso, una guanina. A
continuacion, la incorporacion de la SMART-C-Biotina complementaria genera una estructura secundaria
iminio que es reducida con cianoborohidruro sédico. El producto biotinilado es capturado por las Strep-

FAM-NPs (13) para su lectura mediante FACS. Ver Figura 45 en detalle en Apéndice 2.
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La eficiencia para capturar el producto DCL en solucién se evalué mediante citometria de flujo.
Las Strep-FAM-NPs (13) y la estructura tipo-sandwich incompleta (en ausencia de SMART-C-
biotina) proporcionan una poblacion FAM*/Cy5™ (Figura 46 Al). En ausencia SMART-Nucleobase
biotinilada, se observa una poblacion FAM*/Cy5 (Figura 46 A2). Cuando se forma el
heteroduplex DGL:miR-122-Cy5 y la SMART-C-Biotin se incorpora a la posicidn abasica, las Strep-
FAM-NPs (13) capturan el complejo, proporcionando una poblacidn 98,23 + 1.06% FAM*/Cy5",
lo que indica la deteccion de miR-122 con resolucion de base Unica (Figura 46 A3). Los resultados
de FACS se analizaron mediante MFI en el canal APC (n = 3) y se analizaron mediante el
estadistico one-way ANOVA, mostrando un fuerte aumento de MFI cuando la estructura tipo-

sandwich es completa (p < 0,0001) (Figura 46 C).
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Figura 46. Deteccion de miR-122 con resolucién de base tnica utilizando DCL en solucion y Strep-FAM-
NP (13). A) Andlisis FACS de la reaccion de DCL para la secuencia de miR-122 (ssDNA-miR-122-Cy5). A1)
Strep-FAM-NPs (13) proporcionan una poblacion FAM*/Cy5". A2) El ensayo estd incompleto debido a la
ausencia de SMART-C-Biotina de modo que las Strep-FAM-NPs (13) no pueden capturar el producto DCL,
mostrando una poblacién FAM*/Cy5°. A3) El ensayo completo da como resultado una poblacion FAM*/Cy5*
indicativa de la deteccion de la secuencia de miR-122 deteccion con resolucion de base unica. C)

Representacion de MFl en el canal APC (n = 3) y andlisis one-way ANOVA.
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2.3. Discusion

En este trabajo se han desarrollado nanoparticulas bifuncionales para la captura de productos
DCL, en las que se han realizado procesos de hibridacidon en fase solucidn, que permiten la
deteccion de acidos nucleicos con resolucidn de base Unica mediante citometria de flujo. Esta
es la primera vez que los procesos DCL se han realizado en soluciéon (lo que significa que los
procesos de hibridacion son termodinamicamente favorables) y los productos DCL se han leido
utilizando plataformas basadas en beads. Para ello, se desarrollaron y caracterizaron nuevas
nanoparticulas bifuncionales, Strep-FAM-NPs (13), que contienen estreptavidina y fluoresceina.
Estos experimentos iniciales de prueba de concepto han demostrado que estas nuevas
nanoparticulas bifuncionales son capaces de capturar eficientemente el heteroduplex de
PNA:ADN biotinilado y marcado con fluorescencia. El sistema puede detectar productos DCL en
una matriz biolégica compleja como plasma humano, y es especifico para discriminar variaciones
de una sola base, en este caso, discriminando variaciones de nucleétido correspondientes a

secuencias de tipo salvaje de KRAS y secuencias mutadas de KRAS G12C.

La metodologia desarrollada en este trabajo se puede realizar en tres horas mediante citometria
de flujo, ampliamente utilizada en laboratorios moleculares. Se ha establecido una curva de
calibraciéon que muestra regresion lineal, mostrando la capacidad analitica del sistema, con un
limite de deteccidn de 2,5 pmoles (12,5 nM). Aunque en este primer trabajo se han desarrollado
las nanoparticulas y las condiciones para llevar a cabo DCL en solucidn, esta plataforma puede
ser desarrollada como sistema comparable a otras metodologias existentes que se utilizan para
detectar mutaciones puntuales. Ademas, la amplia posibilidad de conjugar cargas de diferentes
naturalezas como diferentes fluoréforos y moléculas a los PS-NP, junto con la tecnologia DCL,
conducird al desarrollo de nuevas estrategias para el analisis de dcidos nucleicos con resolucion
de base Unica. En este trabajo también se ha evaluado la capacidad de detectar productos de
PCR, mostrando que las nanoparticulas en combinacién con sondas PNAs son capaces de
capturar y detectar especificamente amplicones producidos por PCR mediante citometria de

flujo, aunque es necesaria una mayor optimizacion para detectarlos con resolucién de una base.

Ademas, este estudio, que se puede adaptar a otras quimicas utilizadas en pruebas moleculares,
ya que permite la captura de productos moleculares biotinilados producidos en solucidn, abre
oportunidades para desarrollar nuevos formatos de ensayo para el genotipado de acidos
nucleicos y la deteccidon de secuenciacién altamente homodloga directamente desde fluidos

corporales o amplicones obtenidos por PCR.
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Capitulo 3. Parte |. Deteccion de secuencias ADN a-satélite
humanas con resolucion de una base mediante marcaje por
guimica dinamica y FISH (Objetivo 2)

3.1. Introduccion

3.1.1. Justificacion

La deteccidén de acidos nucleicos mediante técnicas de hibridacion in situ (ISH) permite localizar
secuencias génicas a nivel de células individuales o en tejidos, frente a las técnicas basadas en
RT-gPCR y secuenciacién, donde el andlisis de acidos nucleicos se lleva a cabo mediante la
extraccién y homogeneizacion de material genético de células y tejidos [42,44,131]. Si bien las
técnicas ISH detectan loci de genes, modificaciones gendmicas (como reordenamientos,
duplicaciones, deleciones, entre otras), distribucion de transcritos como ARN mensajero o ARNs
no codificantes, las técnicas ISH, por lo general, estan limitadas a la deteccidn de la molécula de

acido nucleico, sin posibilidad de genotipar las secuencias detectadas [131].

A pesar del éxito de las técnicas de secuenciacidn, aun existen limitaciones para secuenciar
adecuadamente algunos tipos de secuencias gendmicas. Debido a su naturaleza, las secuencias
gendmicas repetidas (como satélites centroméricos, mini- y microsatélites, ADN ribosémico, o
elementos dispersos (Short interspersed nuclear element (SINEs), Long interspersed nuclear
element (LINEs) entre otras) presentan limitaciones importantes para ser secuenciadas, siendo
en tanto dificil estudiar variaciones en nimero de copias y variaciones en sus secuencias [132—-
134]. Esto hace dificil estudiar su implicacion en la funcidn del genoma y su papel en la aparicion
de enfermedades. Si bien los nuevos enfoques de secuenciacion de fragmentos largos y analisis
computacionales permiten establecer secuencias consenso de estas regiones repetidas, aun
pueden mejorarse técnicas que permitan estudiar la variabilidad de estas regiones de un modo

preciso.

En este contexto, en este trabajo, presentamos una prueba de concepto en la que validamos la
aplicacion del marcaje por quimica dindmica (DCL) junto con técnicas de hibridacion in situ
fluorescente (FISH) para detectar secuencias gendmicas repetidas con resolucién de una base.
La validacidon de la aplicacién del marcaje por quimica dindmica in situ se realizara en la secuencia
a-satélite humana como diana, una secuencia de 171 pb centromérica repetida y organizada en
diferentes tdndems a lo largo del genoma que pueden alcanzar una longitud del orden de

megabases [135].
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Variaciones en la secuencia a-satélite humana pueden diferenciar cromosomas individuales,
haplotiplos poblacionales y estar relacionadas con la aparicidn de inestabilidad centromérica y
reclutamiento ineficiente de proteinas cinetocdricas [136]. Sin embargo, la longitud de estas
regiones repetidas hace dificil estudiar variaciones en su secuencia, como son variaciones de un
nucledtido en las unidades de repeticidn de estas secuencias que puedan estar relacionados con
enfermedades. El enfoque desarrollado en este capitulo abre la posibilidad, por un lado, de
optimizar y aplicar el marcaje por quimica dinamica in situ detectando secuencias con resolucién
de una base de un modo robusto, debido a su caracter repetido, y, ademas, abre la posibilidad

de detectar variaciones de nucledtido en secuencias repetidas.

3.1.2. El problema de la secuenciacion de secuencias genomicas repetidas

En los ultimos afios, los métodos de secuenciacién y los analisis computacionales han mejorado
considerablemente, permitiendo secuenciar y analizar genomas en un corto plazo de tiempo y
a costes reducidos. Los métodos Next-generation sequencing (NGS), Whole-Transcriptome
Sequencing (WTS, también conocido como RNA-seq) u otras técnicas como Chromatin
Inmunoprecipitation (ChlP-seq) y la secuenciacidon de metilaciones del ADN son utilizadas para
secuenciar genomas, transcriptomas y el estado de metilacion del genoma. Sin embargo, aun
existen algunas limitaciones, una de ellas relacionada con la secuenciacién de regiones de ADN

repetidas [132—-134].

Las secuencias de ADN repetidas constituyen un alto porcentaje del material genético de una
célula, pudiendo constituir hasta el 50 % del total de material genético. Estas secuencias
repetidas pueden organizarse en tandem, unas tras otras, o encontrarse dispersas por el
genoma. Las secuencias repetidas en tdndem se dividen segun el elemento repetido, variando
desde 2-10 pb (microsatélites), hasta 100 pb (minisatélites) o mayores de 100 pb (satélites
centroméricos). El ADN ribosémico (16S, 18S, 5,8S y 28S), codificantes de ARN ribosémico,
también se encuentra organizado en tandem. Los elementos dispersos se encuentran
distribuidos a lo largo del genoma y pueden ser secuencias de longitud corta (SINEs, del inglés
“Short Interspersed Nuclear Elements”) o larga (LINEs, del inglés “Long Interspersed Nuclear
Elements”). Estas secuencias, tienen funciones estructurales y de estabilidad del genoma,
participan en la evolucién y, como en el caso de algunas secuencias LINEs, actian como

elementos de secuencia independientes [137,138].

Los diferentes métodos actuales de secuenciacion del genoma estan basados principalmente en
generar pequeios fragmentos de ADN que son secuenciados y, posteriormente, ensamblados.

Sin embargo, las secuencias repetidas en tdandem, aparecen en diferentes grupos individuales a
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lo largo del genoma con una alta coincidencia entre estos. Por ejemplo, existe al menos un
satélite centromérico por cada cromosoma, o el ADN ribosémico aparece en varios cromosomas
humanos. Cuando estas regiones se fragmentan en secuencias cortas y ensamblan para su
secuenciacién, se generan fragmentos idénticos, que se ensamblan de forma irregular,
generando ensamblajes de regiones gendmicas totalmente diferentes y dificilmente
distinguibles. Otro de los problemas es que las secuencias repetidas dispersas por el genoma se
unen inespecificamente, formandose uniones de estas repeticiones al ensamblarse que no se

corresponde con su organizacion real [132-134].

Se han realizado importantes avances para lograr ensamblar y secuenciar con éxito estas
secuencias. Principalmente, algunos enfoques actuales permiten secuenciar fragmentos de gran
longitud, hasta 40,000 pares de bases (MiniON, Oxford Nanopore Technologies) [139]. Si bien
esto evita generar fragmentos pequefios para luego ensamblarlos, la secuenciacién de
moléculas de gran longitud puede provocar errores de lectura, por tanto, generando dificultades
para detectar variaciones en la secuencia, como polimorfismos, de estas regiones repetidas.
Ademas, regiones como las centroméricas y teloméricas presentan longitudes muy superiores a

los fragmentos que pueden secuenciarse actualmente.

Los avances computacionales también han permitido facilitar el ensamblaje y lectura de las
secuencias repetidas. Los andlisis computacionales basados en la informacién de los extremos
emparejados y en el desarrollo de algoritmos para manejar las ambigliedades existentes en la
secuenciacién, asi como en los datos obtenidos de multiples lecturas y analisis estadistico
permiten establecer las secuencias consenso mds probables de estas regiones [132]. Sin
embargo, aun es necesario sofisticar algunos métodos que permitan aclarar las variaciones tanto
en el nimero de copias, en la disposicién, asi como la secuencia. Esto finalmente permitira
comprender con mayor claridad el papel de estas regiones en la funcion celular y esclarecer si

existen marcadores en estas regiones asociados a enfermedades.

3.1.3. Secuencia ADN a-satélite

El ADN a-satélite humano constituye entre el 2-5 % del genoma humano y esta formado por la
repeticion de mondémeros de 171 pb de longitud que se organizan en bloques altamente
repetidos (HOR, del inglés “High Order Repeat”) de una longitud que puede variar de 1 a 3 kb,
que, a su vez, se agrupan en 46 regiones individuales en todo el genoma que pueden abarcar
longitudes que varian entre 200 a 5000 kb de longitud. Estos mondmeros de 171 pares de bases

comparten un alto porcentaje de identidad entre si (Figura 47) [135,140].
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Figura 47. Localizacion y organizacion de la secuencia a-satélite humana. Esta secuencia se organiza en
el centromero en drdenes altamente repetidas (HOR), a su vez constituido por la repeticion de un

mondémero de 171 pb. Reproducido de la referencia [135].

Estas secuencias tienen una clara funcién en la estabilidad gendmica, presentando sitios de
unidén a proteinas que confieren estabilidad del cinetocoro y participan en la divisién celular. El
estudio de la secuencia a-satélite se ha realizado principalmente mediante enzimas de
restriccion y secuenciacion, y la secuencia de los mondmeros, nimero de mondmerosy su orden
definen a una unidad HOR, que le confiere especificidad de cromosoma [135,140,141]. Varios
estudios han sefialado que las variaciones en estas regiones tienen un impacto importante en la
estabilidad gendmica, la funcidon cromosdémicay la divisién celular. La presencia de determinadas
variaciones de HOR se ha asociado a una funcidn del centrémero deficiente a la hora de reclutar

proteinas centroméricas [135,140,142].

Los mondmeros de 171 pares de bases comparten entre el 60 a 100% de identidad, y la alta
composicion idéntica hace que técnicamente sea dificil llevar a cabo métodos de secuenciacién
en estas regiones. Sin embargo, los ultimos afios, numerosos estudios de clonacion y
secuenciacién junto con FISH ha identificado diversidad presente en patrones de organizacion
de este genoma [135]. Algunos ejemplos de variaciones en los bloques HOR son, por ejemplo, el
HOR del cromosoma X (HSAX) estd definido por un HOR de 12 mondmeros, mientras que el HSA8

esta definido por un HOR de 6 mondmeros. HSA17 presenta una region centromérica compleja
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con tres regiones alfa satélite distintas (D17Z1, D17Z1-B y D17Z1-C). Ademas, se ha identificado
un SNP en D17Z1 que introduce un sitio de restriccion para EcoRl y otro SNP en D17Z1 que
introduce un sitio de restriccion Hindlll en el mondmero 13, generando haplotiplos

poblacionales diferentes [135,143].

Otros polimorfismos incluyen, por ejemplo, deleciones de tres mondmeros (10-12) formando
HORs de 13 mondmeros, e incluso deleciones causadas por entrecruzamiento cromosdmico,
gue generan HORs de 15 a 11 mondmeros. Algunos estudios han sefialado que las diferencias
en tamano y secuencia de los HORs influye en un reclutamiento ineficiente de proteinas
centroméricas, sugiriendo que las variaciones en estas regiones pueden tener consecuencias en
la funcionalidad, inestabilidad gendmica de cromosomas y aneuploidia. Mas aun, los fallos de la
magquinaria de replicacidn en cancer pueden provocar la aparicion de variaciones en estas
secuencias, pudiendo presentar una heterogeneidad pronunciada en el contexto centromérico

[144,145].

3.1.4. PNA-FISH: Aplicaciéon de sondas PNA en FISH

Debido a su alta afinidad, especificidad y estabilidad de las sondas PNA, una de las aplicaciones
mas extendidas es su aplicacidon en técnicas FISH para detectar secuencias abundantemente
expresadas o secuencias repetidas, técnica denominada como PNA-FISH. Una de estas
principales aplicaciones es detectando secuencias teloméricas con PNA marcados
fluorescentemente. Los teldmeros constituyen repeticiones en tandem de la secuencia 5’-
TTAGGG-3’ constituyendo regiones que alcanzan hasta las megabases de longitud en los
extremos de cromosomas. Su funcidn esta relacionada con la estabilidad cromosdmica, evitando
su acortamiento en cada division celular y evitando fusiones entre cromosomas. Conforme
aumenta la vejez, se produce un mayor acortamiento telomérico que puede finalmente afectar
a la expresion génica, y, en céncer, la expresién continuada de la telomerasa evita el

acortamiento telomérico, permitiendo a las células tumorales crecer indefinidamente.

Dado que los PNA presentan una afinidad mucho mayor por su secuencia diana que la propia
hibridacion ADN:ADN, la sefal se detecta con mucha precisién y puede ser cuantificada, técnica
conocida como Q-FISH [146]. Mediante Q-FISH se detecta la longitud telomérica en estudios de
senescencia celular y desarrollo de tumores, comparando la longitud de los telémeros entre
muestras tumorales o sanas. Ademads, se ha desarrollado un protocolo Q-FISH de alto

rendimiento (HT-Q-FISH, del inglés “high throughput Q-FISH”) [147], utilizando equipos
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automatizados para analizar gran cantidad de células y comparar sefiales teloméricas de nucleos
en interfase de forma automadtica. Otras secuencias abundantemente expresadas, como
secuencias centroméricas o repeticiones CAG se detectan mediante el uso de PNA. Debido a su
especificidad, es posible realizar mezcla de sondas, utilizandose los PNA para visualizar los 24

cromosomas y detectar anomalias gendmicas como reordenamientos [148-150].

Otra de las aplicaciones principales de las sondas PNA es el diagnéstico de enfermedades
infecciosas, concretamente detectando agentes infecciosos mediante un frotis de sangre a partir
de un hemocultivo positivo, pudiendo detectar la presencia de patégenos de forma rapida y
rentable [151]. La técnica se realiza mediante la deteccion de ARN ribosémico (ARNTr),
principalmente ARNr 16S [152—154]. Las secuencias de ARNr se encuentran abundantemente
expresadas en el citoplasma celular, por lo que pueden detectarse directamente con PNA
marcados fluorescentemente mediante FISH. EIl ARNr 16S es ampliamente utilizado en la
filogenia y taxonomia de microorganismos. Esto es debido a que se trata de una secuencia
altamente conservada y que, debido a esto, las variaciones en esta secuencia son minimas,
utilizdndose para establecer relaciones filogenéticas, evolutivas y taxondmicas entre especies.
Esto ha sustituido a la tradicional clasificacién de microorganismos en base a sus caracteristicas
morfoldgicas y cultivos. Sin embargo, la filogenia a partir de la secuencia ARNr 16S no estd
exenta de limitaciones cuando se analiza mediante RT-qPCR, debido principalmente a

contaminaciones con otras especies bacterianas [155].

Una de las ventajas de realizar PNA-FISH para la identificacion de patégenos es la reduccion del
periodo de diagndstico y la precision de los resultados, contribuyendo a la mayoria de
tratamientos especificos y administracion de antibidticos para evitar resistencias
antimicrobianas. Los primeros ensayos de diagndstico de PNA-FISH aprobados por la
Administracién de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) fueron para la identificacion
de Staphylococcus aureus, Candida albicans y Enterococcus faecalis, si bien hoy dia existen otras

sondas disponibles para la deteccion de patdgenos [151,156].

3.1.5. Aplicacion de quimica dinamica in situ para detectar secuencias repetidas con

resolucion de una base

En este trabajo se propone desarrollar una prueba de concepto para aplicar el marcaje por
quimica dindmica in situ para detectar la secuencia a-satélite humana con resolucién de una
base. Esto permite por un lado desarrollar la aplicacién de quimica dinamica in situ, gracias a la

facilidad de detectar estas secuencias abundantemente expresadas, y, por otro lado, abre la
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posibilidad de detectar secuencias repetidas con resolucion de una base, pudiendo servir de
herramienta para detectar variaciones de nucledtido predominantes en determinadas
posiciones en secuencias repetidas, asi como para validar aquellas variaciones de nucleétido
obtenidas mediante analisis computacionales. La aplicacidon del marcaje por quimica dindmica
in situ requiere comprobar si la reaccion tiene lugar en un entorno celular complejo bajo las
condiciones fijadas en las que se encuentran los acidos nucleicos. Es necesario, ademas,
comprobar si el marcaje por quimica dindmica es compatible con protocolos y reactivos FISH

estandar.

En esta prueba de concepto, realizamos un ensayo de optimizacidn en el que validamos el uso
de sondas DGL para detectar una secuencia a-satélite especifica humana pan-cromosémica del
mondmero de 171 pb con resolucién de una base. Para ello se sintetizd una sonda DGL de 18-
mer de longitud complementaria que hibrida en esta secuencia a-satélite humana con un
marcaje con fluoréforo Cy3 en su extremo N-terminal. Cuando la sonda DGL marcada con Cy3
hibrida la secuencia a-satélite, las moléculas de fluoréforo Cy3 acumulativas a lo largo de las
secuencias repetidas proporcionan una sefial que indica la deteccidon de la secuencia facilmente
detectable por microscopia de fluorescencia. Esta sefial se distribuye aleatoriamente en nucleos

interfasicos y especificamente en el centrémero de cromosomas en nucleos metafasicos.

Cuando la sonda DGL hibrida la diana, la posicidon abasica se encuentra frente al nucleédtido en
estudio, en este caso una guanina contenida en la secuencia a-satélite detectada. Para detectar
esta guanina, la muestra se incubd con una SMART-C-Biotina complementaria que se incorpora
al sitio abasico, reconociendo la guanina bajo estudio. A continuacion, la biotina es reconocida
mediante una reaccién Tyramide Signal Amplification (TSA) en la que una estreptavidina
conjugada a una enzima peroxidasa (Strep-HRP, del inglés “Strep-Horseradish peroxidase”) lleva
a cabo una amplificacidn de sefial catalizando la deposicién de moléculas de tiramida marcadas
con el fluoréforo Alexa Fluor 488 que se une a proteinas y acidos nucleicos alrededor de la
reaccion. La co-localizacién de ambas sefales, las moléculas acumulativas Cy3 de la sonda DGL
y Alexa Fluor 488 del reconocimiento de la SMART-C-Biotina proporcionan una sefial inequivoca
y robusta de que el marcaje por quimica dindmica esta teniendo lugar in situ detectando la
secuencia a-satélite humana, asi como el nucleétido bajo estudio, en este caso, una guanina

contenida en esta secuencia (Figura 48).
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Figura 48. Esquema de marcaje por quimica dindmica in situ. El reconocimiento de la secuencia a-satélite
humana con sondas DGL marcadas con Cy3 y el reconocimiento de la SMART-C-Biotina incorporada en la
posicion abdsica permite obtener una co-localizacion de sefiales indicativa de la deteccion de la secuencia

a-satélite y una guanina contenida en esta.
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3.2. Resultados

3.2.1. Validacién de sondas PNA neutrales y sondas yPNA para la deteccion de la

secuencia a-satélite humana y secuencias teloméricas

Para desarrollar la aplicacién de la quimica dindmica y FISH, en primer lugar, se evalud el uso de
sondas PNA neutrales y sondas yPNA con mondmeros PNA quirales y carga negativa para
detectar las secuencias a-satélite y teloméricas especifica humana mediante FISH. Para ello, se
seleccionaron secuencias generales de unién a secuencias a-satélite y teloméricas humanas
[157] y se comprobaron mediante analisis por BLAST [126] (Figura 49). Las sondas para detectar
la secuencia a-satélite fueron disefiadas con biotina en su extremo N-terminal para detectar
mediante métodos indirectos esta secuencia, y con el fluoréforo Cy3 en su extremo N-terminal,
para detectar de forma directa estas secuencias. En el caso de las secuencias teloméricas, fueron
disefadas con biotina para la deteccién con métodos indirectos (Figura 49). El reconocimiento
de la biotina se realizé mediante una reaccién Tyramide Signal Amplification (TSA) segin

instrucciones (Tyramide Superboost Kits with Alexa Fluor 488 tyramide, Thermofisher).
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Figura 49. Secuencia de las secuencias ADN a-satélite y teloméricas, sondas PNA y DGL utilizadas para

deteccion mediante FISH. Xx = mini-PEG; Los mondmeros PNA quirales se muestran resaltados en negro.
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Para la validacion se utilizd la linea celular de adenocarcinoma colorrectal HT-29 (ATCC® HTB-
38™) obtenida de ATCC (Manassas, VA, USA), que fue tratada con choque hipotdnico y solucidn
Carnoy obteniendo los nucleos celulares fijados y aislados, tanto en interfase como en metafase
(protocolo detallado en la seccidn 6.3.3. de la metodologia). Los reactivos y protocolos utilizados
se tomaron y modificaron ligeramente a partir de protocolos generales previamente

establecidos de PNA-FISH (detallados en la Tabla 5) [158].

Tabla 5. Reactivos y condiciones utilizados para detectar la secuencia a-satélite humana mediante FISH.

Parametro Reactivos y condiciones
Buffer hibridacién Formamida 60 %, Tris 20 mM
Concentracién sonda 50 nM
Tiempo de hibridacion Overnight (ON)
Temperatura de hibridacién 852C 10 min / 40 2C ON

SSC2X 0,1 % Tween durante 5 min

Lavados post-hibridacion SSC2X 0,2 % Tween durante 5 min

Marcaje nuclear Antifade mounting medium con DAPI

TSA Tyramide Superboost Kits, Thermofisher

Tras realizar la técnica FISH con estas sondas PNA, el resultado mostré que sélo hubo deteccién
de las secuencias cuando se usaron sondas PNA con mondmeros neutrales, mostrando una
distribucidn aleatoria de las sefiales en nucleos interfasicos, procedentes de la deteccidon de la
secuencia o-satélite humana, asi como una distribucion de la sefial localizada en el centromero
de cromosomas en nucleos metafasicos, tanto de forma directa como indirecta (Figura 50,
Figura 51). Las sondas yPNA no mostraron detectar las secuencias teloméricas, detectandose
s6lo cuando se usaron sondas PNA neutrales, generando una sefial en los extremos de los

cromosomas (Figura 52).
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Alexa Fluor 488

Figura 50. Deteccion secuencia a-satélite mediante FISH y sondas PNA con monémeros neutrales de
forma directa (arriba) e indirecta (abajo) en nicleos de linea celular HT-29. Microscopio Idser confocal

invertido Zeiss LSM 710, aumento de 63x. Zoom factor 1.5. Barra escala: 10 um.

Figura 51. Detalle de la deteccion de la secuencia a-satélite mediante FISH y sondas PNA con
monomeros neutrales de forma directa (izquierda) e indirecta (derecha) en ntcleos de linea celular HT-
29. Se aprecia la localizacion aleatoria de la sefial en nucleos interfdsicos y la localizacion especifica en el
centrémero de cromosomas en nucleos metafdsicos. Microscopio Idser confocal invertido Zeiss LSM 710,

aumento 63x. Zoom factor 1.5. Barra escala: 10 um.
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Figura 52. Detalle de la deteccion de la secuencia telomérica de forma indirecta con sondas PNA con
monomeros neutrales (izquierda) y con sondas yPNA con monémeros quirales (derecha). Sélo se aprecio
la deteccion de secuencias teloméricas con sondas PNA neutrales, mostrdndose una sefial en los extremos
de los cromosomas. Microscopio Idser confocal invertido Zeiss LSM 710. Imagen izquierda: Aumento 63x.

Zoom Factor: 2. Barra escala: 10 um. Imagen derecha: Aumento 40x. Zoom Factor: 2. Barra escala: 10 um.

Con este resultado, por tanto, se concluyd que la optimizacion de deteccion de las secuencias
repetidas con resolucion de una base se llevard a utilizando sondas PNA con mondémeros
neutrales para la deteccidn de secuencias repetidas en nucleos de la linea celular de

adenocarcinoma colorrectal HT-29.

3.2.2. Validacién de marcaje por quimica dindmica in situ para la deteccion de la

secuencia a-satélite humana con resolucion de una base mediante FISH

Una vez validados ambos métodos directos e indirectos, asi como el tipo de sonda PNA, se
procedid a validar el marcaje por quimica dinamica in situ. Para ello se utilizaron dos sondas DGL
de 18-mer de longitud complementaria a las secuencias a-satélite humanas. Inicialmente se
utilizé una sonda DGL sin marcaje y, como se vera mas adelante, se continud con una sonda DGL
con marcaje Cy3. Ambas sondas, de idéntica secuencia, presentan una posicion abasica frente a
una guanina de la secuencia diana (Figura 53). Esta guanina, por tanto, es el nucleétido bajo
estudio que sera detectado de forma especifica mediante marcaje por quimica dinamica in situ.
El ensayo se realizé para la deteccidn directa mediante el uso de una SMART-C-FAM y deteccidn
indirecta mediante el uso de SMART-C-Biotina, en este caso, una SMART-Citosina-Rex-PEG1;

(Figura 54), seguido por una reaccion TSA.
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Figura 53. Secuencias de la diana a-satélite humana y de la sonda DGL utilizada para la deteccion de la
secuencia a-satélite con resolucion de una base. El nucledtido bajo interrogacion (nucledtido ubicado
frente a la posicion abdsica de la sonda DGL) estd resaltado en las secuencias diana. La posicion abdsica

neutral se muestra en la sonda DGL como ausencia de base. Xx = mini-PEG; HAc = grupo acetato.
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Figura 54. Estructura quimica de las SMART-C-FAM y SMART-C-PEG12-Biotin utilizadas para validar la

aplicacion de quimica dindmica in situ.
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La validacion del marcaje por quimica dindmica in situ se realizé en dos pasos diferentes. En
primer lugar, se llevé a cabo la técnica FISH utilizando la sonda DGL-a-sat y a continuacion, se
llevé a cabo la reaccion de marcaje por quimica dinamica in situ (adaptando levemente el
protocolo general de quimica dindmica) [77]. Los reactivos y condiciones empleados se detallan

en la Tabla 6.

Tabla 6. Reactivos y condiciones para la incubacion de la sonda DGL-a-sat y la reaccion de marcaje por

quimica dinamica en dos pasos.

Parametro

Reactivos y condiciones

FISH

Buffer hibridacion

Concentracién sonda
Tiempo de hibridacion

Temperatura de hibridacion

Lavados post-hibridacién

Formamida 60 %, Tris 20 mM

50 nM
Overnight (ON)
85 2C 10 min / 40 °C ON

SSC2X 0,1 % Tween durante 5 min
SSC2X 0,2 % Tween durante 5 min

Buffer reaccidn quimica dindmica
Concentracion agente reductor

Temperatura y tiempo de incubacion

Concentracion SMART-C-FAM

Buffer fosfato 10 mM pH 6
NaBHsCN 100 mM

40°C 1 hora
5uM

SSC2X 0,1 % Tween durante 5 min

Lavados post-hibridacion SSC2X 0,2 % Tween durante 5 min

Marcaje nuclear

Marcaje por quimica dinamica

Antifade mounting medium con DAPI

TSA Tyramide Superboost Kits, Thermofisher

TSA

Tras la reaccidn de marcaje por quimica dindmica, el resultado esperado implicaria que la
incorporacién de la SMART-C-FAM a la posicién abasica a lo largo de secuencias diana repetidas
daria como resultado una sefial de puntos distribuida en los nucleos interfasicos, asi como una
sefial localizada en centrémeros en cromosomas de nucleos metafasicos. De igual modo,
empleando el método indirecto, este resultado seria esperable tras la incorporacién de la
SMART-C-Biotina y la reaccion TSA. Sin embargo, en todos los casos, se encontré una seiial
inespecifica distribuida en toda la muestra (Figura 55). Esta sefial inespecifica se mantiene
cuando las muestras son previamente bloqueadas con suero de cabra 10 %, como reactivo que
forma parte del protocolo TSA. Por tanto, podria tratarse de una sefial inespecifica generada por

las SMART-Nucleobases.
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Figura 55. Sefial inespecifica de la SMART-C-FAM (arriba) y SMART-C-Biotina + TSA (abajo) obtenida
tras el marcaje por quimica dindmica. El resultado mostré una union inespecifica de SMART-C-FAM y
SMART-C-Biotina en toda la muestra. Microscopio ldser confocal invertido Zeiss LSM 710, aumento 63x.

Zoom factor 1.5. Barra escala: 10 um.

Debido a que la sonda DGL carece de marcaje, no es posible visualizar su localizacién, y, por
tanto, no podemos concluir si el resultado de FISH usando una sonda DGL es exitoso o si la
hibridacién de la sonda DGL se ve afectada por la reaccién de marcaje por quimica dindamica. Por
lo tanto, para discriminar si la sonda DGL detecta la secuencia a-satélite humana (a pesar de la
inespecificidad generada por las SMART-Nucleobases), a continuacién, se utilizé una segunda
sonda DGL de 18-mer marcada con Cy3 en su extremo N-terminal, de idéntica secuencia a la
anterior (Figura 53). A continuacion, se realizé el correspondiente FISH seguido de la reaccion
de marcaje por quimica dinamica, en este caso, continuando sélo con la deteccion directa

mediante SMART-C-FAM.

El resultado mostré que la sonda DGL se une especificamente a la secuencia a-satélite humana,
de modo que la hibridacién de la sonda no se ve afectada por el marcaje por quimica dindmica.
Sin embargo, la sefial obtenida por la SMART-C-FAM continué siendo inespecifica a lo largo de

toda la muestra (Figura 56).
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10 um 10 um

10 um 10 um

Figura 56. Localizacion especifica de la secuencia a-satélite mediante el uso de una sonda DGL marcada
con el fluoréforo Cy3 y seial inespecifica generada por la SMART-C-FAM. El resultado mostré la
localizacion especifica de la secuencia a-satélite pero una union inespecifica de la SMART-C-FAM.

Microscopio Idser confocal invertido Zeiss LSM 710, aumento 63x. Zoom factor 1.5. Barra escala: 10 um.

Por tanto, estos resultados sugieren que las SMART-Nucleobases estan generando una seial
inespecifica en toda la muestra. Hay varias posibilidades que pueden explicar esta sefal
inespecifica. Por un lado, es posible que el grupo aldehido contenido en las SMART-Nucleobases
pueda reaccionar con aminas primarias libres en biomoléculas o en reactivos utilizados en la
técnica FISH. Concretamente, las proteinas nucleares son muy abundantes y en sus extremos N-
terminales asi como en residuos de aminodcidos, por ejemplo, en residuos de lisinas presentes
en histonas, existen estos grupos amino primarios. Sin embargo, la fijacion con solucién Carnoy
de la muestra deberia prevenir la reaccion inespecifica, debido a que el metanol provoca la
fijacidon de las proteinas y acidos nucleicos a través de su precipitacion mientras que el acido
acético preserva los acidos nucleicos. Si bien la fijacién de la muestra deberia prevenir la
reaccion inespecifica, la abundancia de estas proteinas podria interferir con las SMART-
Nucleobases. En este punto, es fundamental acalarar qué tipo de reaccién inespecifica estd
ocurriendo, para lo que es necesario realizar un extenso ensayo de optimizacién que permita

eliminar esta inespecificidad.
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3.2.3. Optimizacidon de reactivos y condiciones para la aplicacion de marcaje por

gquimica dinamica in situ

Los reactivos y condiciones utilizados tanto en la técnica FISH como en la reaccidn de marcaje

por quimica dinamica fueron probados:

-Concentracion de la sonda DGL, concentracion de SMART-C-FAM, concentracion del agente
reductor, tiempo y temperatura de hibridacion. La concentracion de la sonda DGL se fijé en 50
nM vy se incubd a 40 2C durante una hora previa desnaturalizacién a 85 2C durante 10 minutos.
Basdndose en experiencia previa en implementacion de la quimica dinamica [77], se redujo la
concentracién de agente reductor (NaBH3CN) a 1 mM y se probd que no interfiere con la
deteccion de la secuencia a-satélite (Figura 57A). Se probaron varias concentraciones de
SMART-C-FAM (500 nm, 1 uM, 2,5 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM) mostrando mayor sefial inespecifica
cuando aumentaba la concentracién. Se fijaron las concentraciones 2,5 pM y 5 uM para
continuar con la optimizacidn (cantidades dptimas para favorecer la reaccién de quimica

dindmica) (Figura 57B).

A

Figura 57. Optimizacion de concentracion de la sonda DGL, concentracion de SMART-C-FAM,
concentracion del agente reductor, tiempo y temperatura de hibridacién. A) Imagen de deteccion de la
secuencia a-satélite utilizando 50 nM de sonda, 40 °C durante una hora previa desnaturalizacion a 85 °C
durante 10 minutos y 1 mM de agente reductor. Aumento: 40x, barra escala: 10 uM. B) Sefial inespecifica
obtenida por la SMART-C-FAM conforme aumenta la concentracion. Aumento 10x, barra escala: 10 uM.

Microscopio de epifluorescencia Zeiss Axio Imager A.1.

-Pretratamiento de la muestra: bloqueo y proteinasa K. Se procedid a realizar un bloqueo con
acetaldehido 1 M. La estructura del acetaldehido asemejaria mas la union inespecifica de la
SMART-Nucleobase con grupos reactivos presentes en proteinas. El acetaldehido fija estos
grupos reactivos a través de la formacion de una base Schiff y subsecuente formacion de enlaces

cruzados entre proteinas, o entre proteinas y ADN (Figura 58). La incubaciéon con acetaldehido
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1 M se realizd junto con el agente reductor NaBHsCN para fijar la reaccion, simulando las mismas

condiciones que el marcaje por quimica dinamica.

A

Protein Acetaldehyde Carbinolamin Schiff Base
R—NH R,——N
HsC o N\
Ry NH, + \c/ . CH—OH = HC——CH,
H CH,
B Schiff Base Protein or DNA Crosslinked Product
R,——N R,—NH
! \\ — e ! \ /R2
HC—CH, T Nuc R, ~ CH—Nuc
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Protein-Protein example
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N CH N

Lysine residue CH,

Figura 58. Reaccion de fijacion mediante acetaldehido para eliminar el background producido por las
SMART-Nucleobases. A) El acetaldehido reacciona con grupos reactivos presentes en proteinas formando
una base de Schiff. B) La base de Schiff reacciona con grupos reactivos de proteinas generando enlaces

cruzados entre proteinas [159].

Por otro lado, se realizd un tratamiento con proteinasa K, para reducir la cantidad de proteinas
nucleares y la posible interaccidn con las SMART-Nucleobases. Se probd un rango de
concentraciones de proteinasa K de 20 pg / mL a 200 ng / mL. La condicién escogida fue 350 ng
/ mL, 40 eC durante 5 minutos, debido a que fue la concentracién mas alta que no generd ningun
cambio morfoldgico nuclear ni interfirié con la hibridacion de la sonda DGL-a-sat-Cy3 con su

diana (Figura 59).
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2 pg / mL 10 min. 1 pg / mL 10 min. 500 ng / mL 10 min.

500 ng / mL 5 min. 350 ng / mL 5 min. 200 ng / mL 5 min.

Figura 59. Ajuste de tratamiento con proteinasa K incubando con la sonda DGL-a-sat-Cy3. 200 ng / mL
mostro ser la concentracion mds alta y menor tiempo con los cuales el nucleo y la hibridacién no se
vieron afectadas. Microscopio de epifluorescencia Zeiss Axio Imager A.1. Imdgenes arriba: aumento 10x.

Barra escala: 100 um. Imdgenes abajo: aumento 20x. Barra escala: 20 um.

-Buffer de hibridacion FISH. Se probaron varios buffers de hibridacidn con el fin de sustituir el
buffer de hibridacién estandar usado en FISH. Esto es debido a que el buffer de hibridacion
estandar usado en FISH es formamida 60 % y Tris 20 mM. Sin embargo, no sabemos qué tipo de
interaccion puede existir entre la formamida y el buffer Tris con la reaccién de marcaje por
guimica dinamica. Se probaron varios buffers utilizados en quimica dinamica: buffer de SSC2x
(se probd a pH 7 y pH 6 para ver si el pH ligeramente acido influia en la hibridaciéon), SSC2x 0,1
% SDS pH 6 y buffer fosfato 10 mM pH 6. Tras realizar el FISH con la sonda DGL-a-sat-Cy3 usando
estos buffers de hibridacidn, se encontré que sélo el buffer fosfato 10 mM pH 6 es compatible
con la técnica FISH para detectar la secuencia a-satélite humana (Figura 60). Debido a que el
buffer fosfato 10 mM pH 6 es compatible con el marcaje por quimica dindmica y debido a que
este buffer es inocuo y no deberia presentar ningun tipo de interaccién con las SMART-

Nucleobases, se escogié como buffer de hibridacién en FISH.
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Merged

DAPI

Buffer fosfato 60% formamide
55C2x pH 6 10 mM pH 6 $5C2x 0,1 % SDS 20mM Tris buffer

SSC2X pH 7

Cy3

Figura 60. Prueba de buffers de hibridacion usando la sonda DGL-a-sat-Cy3. El resultado mostro sefial
especifica sélo con los buffers 60 % formamida 20 mM Tris y buffer fosfato 10 mM pH 6. El resto de buffers
mostraron no ser compatibles con la hibridacion. Microscopio de epifluorescencia Zeiss Axio Imager A.1,

aumento de 63x. Barra de escala de 10 um.
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-Lavados post-hibridacion. Los lavados post-hibridacion tanto tras la técnica FISH como tras el
marcaje por quimica dindmica consistieron en SSC2x 0,1 % Tween durante 5 minutos seguido
por otro lavado SSC2x 0,2 % Tween durante 5 minutos. Debido a la existencia de sefial
inespecifica, los lavados podian aumentarse en tiempo y porcentaje Tween. Sin embargo,
realizar lavados con Tween previamente al marcaje por quimica dinamica podria interferir con
la propia reaccién. El Tween debe ser muy bien lavado para continuar con el tratamiento de la
muestra, ya que es facil que queden restos. Como se demostré al sustituir los lavados los lavados
tras FISH por PBS Unicamente, la sefial inespecifica fue menor, por tanto, los lavados con PBS
incluyendo Tween aumentaban la sefial inespecifica generada por la SMART-C-FAM (Figura 61).
Como opcidn para evitar esta interaccion inespecifica se optd por unificar ambas reacciones

(FISH y marcaje por quimica dinamica in situ) en un Unico paso.

DAPE: 00,012 , Fesin: 00.080 20pm DAPE: 00,012, Fesin: 00.080 n DAPE: 00,012, Fosin: 00,080

OAPE: 00,025 , Fesin: 00,080 20um DAPE: 00,025 , Foein: 00.080 DAPI: 00,025 , Fcein: 00.080

Figura 61. Comparacion de lavados posteriores a la hibridacién previo marcaje por quimica dindmica.
Cuando se lavo con PBS 0,1 % Tween previamente a la reaccion de marcaje por quimica dindmica se mostro
mayor sefial inespecifica. Microscopio de epifluorescencia Zeiss Axio Imager A.1, aumento 63x. Barra

escala: 20 um.

-Reaccioén en un paso. Finalmente, debido a la existencia de un buffer comun entre la técnica
FISH y el marcaje por quimica dinamica (buffer fosfato 10 mM pH 6) y para evitar interferencias
entre los lavados y la reaccidn, se unificaron ambas reacciones en un Unico paso. Para ello se

aumento el tiempo de incubacién durante 2 horas a 40 °C.
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Una de las desventajas de realizar la reaccién en un solo paso fue que los reactivos de marcaje
por quimica dindmica (SMART-Nucleobases y agente reductor) no pueden exponerse al paso de
desnaturalizacion a 85 2C. Para abordar este problema, se afiadié una cdmara de hibridacion
(Grace Bio-Labs, 9mm de didmetro, 0,8 mm de profundidad) al portaobjetos. La adicién de esta
camara permitio realizar las hibridaciones de forma controlada y aumentar la desnaturalizacion
a 94 9C durante 10 minutos con la cdmara llena de PBS y sellada. A continuacidn, el portaobjetos
se introdujo en hielo durante 2 minutos para mantener la desnaturalizacidén y posteriormente
se retiré el PBS y se afiadieron todos los reactivos (la sonda DGL-a-sat-Cy3, la SMART-
Nucleobase, 1 mM de NaBH3CN como agente reductor, todo ello en buffer fosfato 10 mM pH 6)

y se incubd durante 2 horas a 40 2C.

Una vez realizados estos cambios, el ensayo de marcaje por quimica dindmica in situ se realizo

utilizando la SMART-C-FAM en las condiciones detalladas en la Tabla 7.

Tabla 7. Reactivos y condiciones para realizar marcaje por quimica dindmica in situ en un paso.

Parametro Reactivos y condiciones

Acetaldehido 1 M 1 hora

Pre-tratamiento . .
Proteinasa K 350 ng/mL en PBS 5 minutos

Buffer hibridacion y reaccion Buffer fosfato 10 mM pH 6
Concentracion agente reductor NaBHsCN 1 mM
Concentracion sonda 50 nM
Concentracion SMART-C-FAM 2,5uM /5 uM

10 mins a 94°C
Tiempo y temperatura de incubacién 2 mins en hielo
2 horas a 40°C

SSC2X 0,1 % Tween durante 5 min

Lavados post-reaccion SSC2X 0,2 % Tween durante 5 min

Marcaje nuclear Antifade mounting medium con DAPI

El resultado mostré que se detectd la secuencia a-satélite humana, sin embargo, la sefial
generada por la SMART-C-FAM seguia siendo inespecifica, sin co-localizar con la sefial obtenida
por el Cy3 de la sonda DGL (Figura 62). Sin embargo, la sefal inespecifica fue mucho mas

reducida.
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DAPI Cy3 Alexa Fluor 488 Merged

SMART-C-FAM 5 pM SMART-C-FAM 2,5 uM

NO SMART-C-FAM

Figura 62. Marcaje por quimica dindmica in situ en un paso usando SMART-C-FAM. Se detecto la
secuencia a-satélite humana pero la sefial proporcionada por la SMART-C-FAM reduciendo la
inespecificidad observada. Microscopio ldser confocal invertido Zeiss LSM 710, aumento 63x. Zoom factor

1.0. Barra escala: 20 um.

3.2.4. Validacién de quimica dinamica in situ mediante el uso de SMART-C-Biotina y

Estreptavidina-Alexa Fluor 647

Debido a las sefales inespecificas obtenidas por la SMART-C-FAM vy a la ausencia de sefiales
especificas, se procedié a utilizar la misma SMART-C empleando un marcaje con biotina (SMART-
C-Biotina) empleando como agente revelador de biotina la estreptavidina marcada con
fluorescencia (Alexa Fluor 647) para tratar de lograr una deteccién lo mas directa posible. Para
ello, tras la reaccion de marcaje por quimica dinamica, la muestra se incubd con Estreptavidina-
Alexa Fluor 647 (125 ng/mL) durante 20 minutos a 25 °C, seguido de los correspondientes

lavados y la tincidn con DAPI.
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El resultado continud mostrando la deteccién de la secuencia a-satélite humana pero no mostré
sefial alguna de deteccién de la SMART-C-Biotina, sin embargo, tampoco mostré seial

inespecifica (Figura 63).

DAPI Cy3 Alexa Fluor 647 Merged

SMART-C-Biotina 5 pM SMART-C-Biotina 2,5 puM

NO SMART-C-Biotina

Figura 63. Optimizacion de marcaje por quimica dindmica in situ usando Estreptavidina—Alexa Fluor
647 como revelador. Se detectd la secuencia a-satélite humana. Si bien no se observoé sefial especifica de
la SMART-C-Biotina, tampoco se observo sefial inespecifica. Microscopio Idser confocal invertido Zeiss LSM

710, aumento 63x. Zoom factor 1.0. Barra escala: 20 um.

Este resultado podria explicarse debido a que la eficiencia de la conjugacion estreptavidina-
Alexa Fluor 647 no es total, que, junto con el rendimiento de la quimica dinamica, que tampoco
es un rendimiento total, podrian ambos reducir la cantidad de SMART-C-Biotinas incorporadas

y, por tanto, no detectandose la sefial.
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3.2.5. Deteccion de la secuencia a-satélite humana con resolucion de una base

mediante marcaje por quimica dinamica in situ

Considerando los resultados obtenidos anteriormente, en los que no se detectd la incorporacion
directa de SMART-Nucleobases marcadas con fluoréforos, asi como no se detecté de forma
directa SMART-Nucleobases biotiniladas, a continuacidon, se procedié a revelar la SMART-C-
biotina mediante el uso de Tyramide Signal Amplification (TSA). Si la cantidad de SMART-C-
Biotinas incorporadas al bolsillo quimico es menor a las dianas detectadas por la sonda DGL-a-
satélite, una reaccidén enzimatica TSA amplificaria la sefial considerablemente hasta hacerla
detectable. En este caso, tras la quimica dindmica, las SMART-C-Biotina incorporadas son
reconocidas por el compuesto Estreptavidina—peroxidasa (HRP), que cataliza la deposicidén de

tiramidas unidas a moléculas de Alexa Fluor 488 en el entorno de la reaccion.

En este caso, la senal fue especifica, detectdndose una doble sefial Cy3 procedente de la sonda
DGL-a-sat y una senal Alexa Fluor 488 procedente de las SMART-C-Biotinas detectadas. Esta
doble sefal Cy3 y Alexa Fluor 488 positiva co-localizé completamente, siendo indicativa por
tanto de la deteccién de la secuencia a-satélite humana (sefial Cy3) y de la deteccién del
nucledtido bajo estudio, en este caso, una guanina (sefal Alexa Fluor 488) (ver esquema de la
reaccién en Figura 48). La sefial mostré ser aleatoria en nucleos interfasicos y localizada
especificamente en el centrémero de cromosomas de nucleos metafasicos (Figura 64). El

esquema de reaccidn quimica se detalla en la Figura 65.
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DAPI Cy3 Alexa Fluor 488 Merged

SMART-C-Biotina 5 pM

NO SMART-C-Biotina

Figura 64. Deteccion de la secuencia a-satélite humana con resolucion de una base mediante marcaje
por quimica dindmica in situ. La sefial Cy3 es indicativa de la deteccion de la secuencia a-satélite humana
(procedente de la sonda DGL-a-sat-Cy3) mientras que la sefial AF 488 es indicativa de la deteccion de una
guanina bajo estudio (gracias a la SMART-C-Biotina + TSA). Ambas sefiales co-localizaron y se
distribuyeron de forma aleatoria en nucleos interfdsicos. Microscopio Idser confocal invertido Zeiss LSM

710, aumento 63x. Zoom factor 1.0. Barra escala: 20 um.
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Figura 65. Esquema de reaccion quimica para la deteccion de a-satélite humanas con resolucion de una
base mediante FISH. La hibridacion entre la sonda DGL y la diana genera una posicion abdsica frente al
nucledtido bajo estudio, en este caso, una guanina. A continuacion, la incorporacion de la SMART-C-
Biotina complementaria genera una estructura secundaria iminio que es reducida con cianoborohidruro
sddico. El producto biotinilado detectado utilizando una reaccion TSA y visualizado por microscopia. Ver

Figura 64 en detalle en Apéndice 3.
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En una etapa final se llevd a cabo una optimizacién del protocolo, para tratar de acortar dicho
protocolo a aquellos pasos que sean imprescindibles. El pre-tratamiento con acetaldehido y
proteinasa K mostrd no ser necesario para la deteccién especifica de estas muestras. Ademas,
se probd que la inclusién de formamida (tipicamente usada en buffers de hibridacidon FISH),
inhibe el marcaje por quimica dinamica. Por tanto, el buffer fosfato 10 mM pH 6 y la reaccién en
un paso usando en todo momento compuestos indcuos y evitando lavados con detergentes
antes de la incubacién de las SMART-Nucleobases, fueron clave para el éxito del marcaje por
quimica dinamica in situ. Todos los reactivos y condiciones se encuentran detallados en la

Tabla 8.

Tabla 8. Reactivos y condiciones utilizados para realizar marcaje por quimica dindmica in situ para la

deteccion de secuencias genomicas repetidas con resolucion de una base.

Parametro Reactivos y condiciones

Buffer marcaje por quimica dindmica in situ Buffer fosfato 10 mM pH 6

Concentracion agente reductor 1 mM NaBHsCN

Concentracién sonda 50nM

Concentraciéon SMART-C-Biotina 5uM

10 mins a 94¢eC
2 mins en hielo

Tiempos y temperaturas de incubacidn
2 horas a 40°C

SSC2X 0,1 % Tween durante 5 min

Lavados post-reaccion
Marcaje nuclear

TSA

SSC2X 0,2 % Tween durante 5 min
Antifade mounting medium con DAPI

Tyramide Superboost Kits, Thermofisher

secuencia o-satélite con resolucion de una base.

La Figura 66 y Figura 67 muestra varias imagenes en las que se muestra la deteccion de la
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Cy3 + AF488

Figura 66. Imdgenes detalle de la deteccion secuencia a-satélite humana (Cy3) con resolucién de una
base (AF 488) mediante marcaje por quimica dindmica in situ. Microscopio Idser confocal invertido Zeiss

LSM 710, aumento 63x. Zoom factor 1.0. Barra escala: 20 um.
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Figura 67. Imdgenes detalle de la deteccion secuencia a-satélite humana (Cy3) con resolucién de una
base (AF 488) mediante marcaje por quimica dindmica in situ. Microscopio Idser confocal invertido Zeiss

LSM 710, aumento 63x. Zoom factor 2.0. Barra escala: 10 um.
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Por tanto, este protocolo desarrollado puede ser realizado en 6 horas de duracién (Figura 68),
adaptable a rutina de laboratorios clinicos y de investigacidon. La aplicacidon de la quimica
dindmica in situ se traduce en la deteccidn de la secuencia a-satélite humana in situ con

resolucidn de una base en la linea celular HT-29 mediante marcaje por quimica dindmica.

(1) Cultivo celular
(2) Choque hipotoénico
(3) Fijacion Carnoy
2 horas

—

(4) Bloqueo
(5) Marcaje por
quimica dindmica (DCL)

V 2 horas 30 minutos
P

(6) Lavados
(7) TSA
1 hora
30 minutos

Estreptavidina-HRP AF488

| #—T 11— pGL-alpha-sat-Cy3 ~.. SMART-NB-Biotin |

(8) Microscopia

Figura 68. Esquema de protocolo y tiempo en la aplicacion de quimica dindmica in situ para detectar
secuencias a-satélite con resolucion de una base. El cultivo celular a analizar es tripsinizado, tratado con
choque hipotodnico y fijado con solucion Carnoy. Los nucleos son bloqueados e incubados con los reactivos
de quimica dindmica. A continuacion, la muestra es lavada y tratada con TSA. El tiempo estimado total es

de 6 horas.

3.2.6. Especificidad de incorporacion de SMART-Nucleobases

Una vez que el marcaje por quimica dindmica se desarrollé con éxito, se llevd a cabo un ensayo
para mostrar la especificidad de incorporacion de SMART-Nucleobases. En esta aplicacién de
quimica dindmica in situ, se incorpora una SMART-C-Biotina, en tanto detectando una guanina
en la secuencia a-satélite. Para comprobar si la deteccidn de la guanina es especifica, y que no
existen incorporaciones inespecificas del resto de SMART-Nucleobases, se realizaron cuatro
ensayos independientes siguiendo el protocolo detallado en la Tabla 7 e incubando la sonda

DGL-a-sat-Cy3 con cuatro SMART-Nucleobases diferentes: SMART-C-PEG,-Biotina, SMART-
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Adenine-deaza-enol-PEGi;-biotina, SMART-Guanina-deaza-enol-PEGi;-biotina y la SMART-
Timina-Rex-PEG1;-biotina (Figura 69). El resultado mostré que la sefial co-localizada de la sonda
DGL-a-sat-Cy3 y la seial Alexa Fluor 488 de la reaccidn TSA sélo ocurrié cuando el marcaje por
guimica dindmica se realizd utilizando SMART-C-Biotina (Figura 70), por tanto, implicando la

deteccién especifica de una guanina en la secuencia.
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Figura 69. Estructura quimica de la SMART-Guanina-deaza-enol-PEG12-biotina (nombrada como
SMART-G-Biotina) y la SMART-Timina-Rex-PEG12-biotina utilizadas en el ensayo de especificidad del

marcaje por quimica dindmica in situ.
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Cy3

DAPI

Alexa Fluor 488 Merged

SMART-C-Biotina

SMART-A-Biotina

SMART-G-Biotina

SMART-T-Biotina

Figura 70. Prueba de especificidad de marcaje por quimica dindmica in situ utilizando cuatro SMART-
Nucleobases diferentes marcadas con biotina a 5 uM. Sélo hubo deteccion de la guanina en la secuencia
a-satélite humana cuando se incorporé SMART-C-Biotina. Microscopio ldser confocal invertido Zeiss LSM

710, aumento 63x. Zoom factor 1.5. Barra escala: 10 um.

Con este resultado podemos concluir que se detectd una guanina predominante en la posicidn
analizada de la secuencia a-satélite humana, no existiendo la presencia de polimorfismos de alta
frecuencia en esta posicidn. Sin embargo, en un futuro, este trabajo enfocarse al andlisis mas
profundo y exhaustivo a nivel de cromosoma individual para revelar la existencia de

polimorfismos de baja frecuencia en esta posicidn.
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3.2.7. Especificidad de deteccion de secuencias humanas

A continuacidn, se realizé un segundo ensayo de especificidad. En este caso se realizé el ensayo
de marcaje por quimica dindmica in situ en tres lineas celulares adicionales: linea celular de
adenocarcinoma de glandula mamaria MDA-MB-468 (ATCC® HTB-132™), linea celular de
adenocarcinoma de pulmén H1975 (ATCC® CRL-5908™), linea celular de adenocarcinoma de
cérvix HelLa (ATCC® CCL-2™) y la linea celular de fibroblastos de ratén (Mus musculus) MEF (CF-
1) (ATCC® SCRC-1040™), obtenidas todas de ATCC (Manassas, VA, USA). Las lineas celulares
fueron cultivadas y tratadas como se detalla en la seccidn 6.3.3. del Capitulo 6. Metodologia, a
excepcion de la linea celular H1975, que fue cultivada en medio RPMI. Todos los detalles de
cultivo y tratamiento se encuentran en el Capitulo 6. Metodologia. La seiial se detectd en todas
las lineas celulares humanas de forma especifica, y no se detectd ningun tipo de sefial en la linea
celular procedente de ratdn (Figura 71). Esto confirma que la secuencia detectada es especifica

humana y detectable en mas tipos de lineas celulares siempre que sean de origen humano.

Figura 71. Prueba de especificidad de deteccion de la secuencia a-satélite humana en diferentes lineas
celulares humanas y en la linea celular de raton MEF. El marcaje por quimica dindmica in situ sélo tuvo
lugar en las lineas celulares de origen humano. Microscopio Idser confocal invertido Zeiss LSM 710,

aumento 63x. Zoom factor 1.0. Barra escala: 10 um.
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3.2.8. Analisis citogenético, cuantificacion de sefiales y sensibilidad de la técnica

Con el fin de cuantificar la sefial y conocer la sensibilidad de este método, se llevd a cabo la
cuantificacion de sefales obtenidas en nucleos metafdsicos (n = 25) y nucleos interfasicos (n =
50) aleatoriamente escogidos en un triplicado de las lineas celulares HT-29, HeLa, MDA-MB-468
y H1975. En el andlisis de metafases no se incluyd la linea celular H1975 debido a que las sefiales
inespecificas no permitian la cuantificacién. Se tomaron imagenes aleatorias de cada linea
celular detallada anteriormente y se contabilizaron nucleos metafasicos. Cada seiial
individualizada procedente del fluoréforo Cy3 se contabilizé utilizando el software Image Jy la
funcién Find Maxima (pardmetro 5000). A continuacion, se comprobé, de forma manual, cuanta
sefial Cy3 co-localizaba con la sefial Alexa Fluor 488. Finalmente se compararon ambas sefales
y la media de sefnales obtenida se compard con el nUmero modal de cromosomas que indica

ATCC para cada linea celular (Figura 72).
A B

Y-Axis

-Sefiales a-sat (Cy3) |mage]
-Sefiales DCL (AF488) analisis
-Sefial DAPI i T s

-Triplicado.
-25 /50 nucleos.

Figura 72. Flujo de trabajo seguido para cuantificar las sefiales obtenidas de la sonda DGL-a-sat-Cy3 y
la deteccion DCL (mediante Alexa Fluor 488). A) Las muestras (n = 3) fueron visualizadas por microscopia
confocal en el canal Cy3, donde se tomaron imdgenes de 25 ntcleos metafdsicos y 50 nucleos interfdsicos).
B) Las sefiales Cy3 fueron cuantificadas mediante ImageJ, compardndose con las sefiales AF488. Aquellas
imdgenes en las que fue necesario se realizé un Z-Stack. C) Todas las imdgenes fueron visualizadas en los

canales Cy3, AF488 y DAPI.

Debido a que cada cromosoma presenta un centromero, el nimero de sefales individuales
procedentes del fluréforo Cy3 se correspondié con el nimero modal de cromosomas indicado
por la ATCC. Los datos obtenidos y el andlisis estadistico realizado se muestran en la Tabla9y

se representan en la Figura 73.
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Figura 73. Cuantificacion de las sefiales individuales obtenidas de Cy3 y Alexa Fluor 488 correspondiente

a las regiones repetidas en tandem de la secuencia a-satélite humana en diferentes lineas celulares. Se

muestra cada sefial individual y la barra de error obtenida en cada contabilizacion.

Tabla 9. Andlisis estadistico de la cuantificacion de la sefal obtenida de Cy3 y Alexa Fluor 488
correspondiente a las regiones repetidas en tdndem de la secuencia a-satélite humana en niicleos

metafdsicos de diferentes lineas celulares.

, Numero de Coeficiente Numero de Coe.zflc.u?nte Ratio sefial Rango

Linea celular ~ . " variabilidad ATCC
seiales Cy3 variabilidad seiales AF488 N Cy3:AF488

(n=25) individuales (sefial Cy3) individuales (sefial AF | . dividuales | (modal

¥ 488) number)
HT-29 70,96 + 17,60 24,80 % 58,48 + 12,25 2095% 82,41 % 68-72
Hela 61,92 £ 8,149 13,16 % 55,00 + 8,958 16,29% 88,82 % 70-104

MR- 64,72 o _
MDA-MB-468 2533 % 55,24 £ 13,33 24.13% 85,35 % 60-67
16,39 ! !

La media de la cuantificacidn se correspondié con el nimero esperado de cromosomas segun el
rango indicado por la ATCC en el caso de las lineas celulares HT-29 y MDA-MB-468, mostrandose
algo menor en la linea celular Hela. El rango del coeficiente de variacidn, para todas las sefiales
analizadas, tanto Cy3 como AF488, fue entre el 13,16 %y el 25,33 %. El rango del ratio de sefales
Cy3 que presenté una seial AF488 en todos los casos fue del 82,41 % al 85,35 %, mostrando por
tanto un porcentaje de deteccidn de la secuencia a-satélite con resoluciéon de una base muy

alto.

Asi mismo, este ensayo se repitid contabilizando nucleos interfasicos con el fin de cuantificar las

sefiales. Sin embargo, en nucleos interfasicos la cromatina se encuentra en estado relajado, y
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las regiones en tdndem formadas por la repeticion de secuencias a-satélite pueden encontrarse
proximas entre si, siendo detectados varios centrémeros como una Unica seiial individual. Esto
hace que el coeficiente de variacién en nlcleos interfasicos sea mas alto y que la sefial total
detectada sea menor a la esperada y con una mayor variabilidad, indicada en este caso en ATCC.
En este caso, para cuantificar adecuadamente sefiales en nucleos interfasicos seria necesario
realizar una cuantificacién de sefial fluorescente total detectada. Debido a la alta variabilidad
encontrada en nucleos interfasicos, en este caso se aumentd el tamano poblacional de andlisis

(n =50), cuyos resultados se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Andlisis estadistico de la cuantificacion de la sefial obtenida de Cy3 y Alexa Fluor 488
correspondiente a las regiones repetidas en tandem de la secuencia a-satélite humana en niicleos

interfasicos de diferentes lineas celulares.

. - , fici . o R
. Numero de Coeficiente Numero de Co? |c.u?nte Ratio sefal ango
Linea celular o s o variabilidad ATCC
seiales Cy3 variabilidad seiales AF488 - Cy3:AF488
(n=50) individuales (senal Cy3) individuales (sefial AF individuales (modal
¥ 488) number)
HT-29 30,90+ 13,12 42,45% 26,82 +9,930 37,02% 86,8 % 68-72
Hela 39,10+ 17,24 44,09% 27,12 £12,54 46,23% 69,3 % 70-104
MDA-MB-468 | 34,02 +9,923 29,17% 25,72 + 8,533 33,18% 75,6 % 60-67
H1975 64,54 + 22’29 34'53% 42,58 + 17,54 41]20% 65,97 % ns.

3.2.9. Limitaciones

Si bien las sefiales individualizadas son inequivocamente identificadas,

aun existe algo de

inespecificidad en el portaobjetos que podria evitar que el sistema sea automatizable para
realizar analisis de alto rendimiento si se analiza la muestra en términos de sefial fluorescente
total y no de sefiales individualizadas. Esto hace que este método requiera un analisis mediante
Imagel para cuantificar las sefiales especificas en los nlcleos. La sefial inespecifica de Cy3 puede
ser mejorada mediante la adicién de BSA u otro bloqueante en el buffer de hibridacidn, mas atn
importante cuando se realiza microscopia de epifluorescencia, donde se superponen todos los

planos.
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3.3. Discusion

En este trabajo se ha desarrollado una técnica que permite aplicar el marcaje por quimica
dindmica in situ para detectar secuencias a-satélite humanas con resolucién de una base

preservando su localizacién en diferentes lineas celulares tumorales. La deteccién se ha

realizado detectando una guanina contenida en la secuencia a-satélite con alta especificidad y
sensibilidad. Sélo se encontré una sefial especifica procedente de la guanina cuando se realizé
el marcaje por quimica dindmica usando una nucleobase modificada complementaria (SMART-
C-Biotina), no detectandose cuando se emplearon otras nucleobases. Este analisis ha mostrado
una clara predominancia de una guanina en la posicién estudiada, existiendo margen para
realizar un analisis exhaustivo a nivel de cromosoma individual para detectar si existen
polimorfismos de menor representacion. Sélo se detectd esta secuencia en las lineas celulares
de origen humano, estando ausente en el caso de que la linea celular presente otra procedencia.
Se detectd que la media del nimero de secuencias a-satélite detectadas se corresponde a la

informacidn aportada por ATCC sobre estas lineas celulares y se detectd la presencia de guanina

en estas secuencias en un rango de 82,41 % al 85,35 % de los casos.

Este enfoque supone una primera prueba de concepto que puede abrir la posibilidad de realizar
diferentes tipos de andlisis de las secuencias gendmicas repetidas con resolucion de una base.
Debido a las dificultades encontradas en la secuenciacion de regiones repetidas, asi como la
necesidad de realizar andlisis computacionales para su estudio, esta técnica podria ser util para
hallar nuevas variantes de nucleétido, asi como para validar la presencia de SNPs previamente
analizados computacionalmente. El método puede ser desarrollado en un tiempo total de 6
horas, usando materiales y reactivos al alcance de cualquier laboratorio clinico y de
investigacion, por tanto, se trata de una técnica perfectamente adaptable a laboratorios de

rutina clinica y de investigacidn.

Es necesario profundizar en este estudio para detectar la presencia variaciones de nucledtidos
ya conocidos en la secuencia a-satélite que producen haplotipos poblacionales, para validar si
este método es capaz de diferenciar estos polimorfismos. Sin embargo, con los resultados
presentados en este trabajo, se muestra que puede detectarse el nucledtido predominante en
una posicion determinada de la secuencia a-satélite humana. Igualmente, la técnica podria ser
extensible a otras secuencias actualmente detectadas mediante sondas PNA y FISH, como
secuencias teloméricas, genes de ADN ribosdmico y, asi como podria ser una técnica interesante
para la deteccién de ARN ribosémico 16S con resolucidn de una base para la diferenciacion de

microorganismos.
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3.4. Futuras aplicaciones: Secuenciacion por quimica dinamica in situ

Los resultados de este capitulo han mostrado que la quimica dinamica es eficaz para detectar
secuencias repetidas in situ con resolucién de una base. Una de las posibles aplicaciones de la
guimica dindmica en relacién a estos resultados es desarrollar un método de secuenciacién in
situ de secuencias repetidas generadas de forma artificial en torno a una diana (de ARN o
gendmica). Actualmente se han publicado dos métodos para llevar a cabo secuenciacién de
dianas de acidos nucleicos, tanto transcritos de ARN como ADN gendmico, preservando su
localizacién celular mediante FISH. Los dos métodos publicados son la Secuenciacién in situ

Fluorescente (FISSEQ) [160] y la secuenciacion in situ (ISS) [161].

(1) Secuenciacion in situ fluorescente (FISSEQ, del inglés “Fluorescent In Situ Sequencing”). En
este método las células o tejidos son fijadas y permeabilizadas y la diana ARN retrotranscrita
utilizando aminoalil-dUTPs, adaptameros y primers hexameros. Los fragmentos de ADNc son
circularizados y fijados a la matriz de proteina celular mediante una fijacién no reversible para
posteriormente ser amplificados mediante el método isotermal RCA, generando una matriz de
amplicones estable en la célula. Estos amplicones de secuencias repetidas procedentes de la
amplificacion mediante RCA del ADNc circular contienen las secuencias con la diana altamente
repetida. Finalmente se lleva a cabo secuenciacidon por ligacion (SOLID) y se visualiza por

microscopia, permitiendo una lectura de hasta 30 pares de bases (Figura 74).
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Figura 74. Secuenciacién in situ Fluorescente (FISSEQ). El ARN es retrotranscrito utilizando primers
hexdameros aleatorios con una secuencia como adaptdmero. La RT se realiza utilizando aminoalil-dUTPs.
El ADNc formado es a continuacion ligado, por una CirclLigasa, generando un ADNc circular. A
continuacion, la incubacion con un primer iniciador de la amplificacion RCA genera un amplicon RCA con
miles de copias del ADNc amplificado. Finalmente, utilizando un primer de secuenciacion, se lleva a cabo

la secuenciacion por ligacion. Reproducido de la referencia [160] con permiso de Springer Nature.

Con este enfoque se ha llevado a cabo la Secuenciacion de genoma in situ (ISG, del inglés “In
situ Genome Sequencing”). En este método las muestras bioldgicas fijadas son tratadas con la
transposasa Tn5 para incorporar de forma aleatoria adaptadores en el genoma fijado, mediante
transposicidn in situ. A continuacion, los fragmentos son circularizados in situ por ligacion de dos
horquillas que contienen un identificador Unicos y primers. A continuacion, se amplifican

mediante RCA generando una libreria de ADN in situ con hasta miles de amplicones
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espacialmente localizados. A continuacién, se utiliza la técnica FISSEQ para determinar la
secuencia tridimensional de los amplicones, leyéndose los identificadores Unicos mediante
secuenciacién por ligacién, disociando los amplicones y amplificdndolos mediante PCR. Los
amplicones de PCR se secuencian en un lector convencional de Illiumina, relacionando la

posicién del amplicon en el genoma y la informacion obtenida por secuenciacion [162].

(2) Secuenciacion in situ (ISS, del inglés “In situ Sequencing”). En este método, el ARN diana es

retrotranscrito e incubado con sondas Padlock (PLP, del inglés “Padlock probe”), una sonda que
al hibridar con la diana se circulariza. Esta sonda, cuando hibrida con la diana, deja un espacio
de 4 bases que serdn secuenciadas. Este espacio es completado mediante una reaccién de
llenado por ligacién, dando lugar a una sonda circular que hibrida en la diana. A continuacion,
las sondas circularizadas son amplificadas mediante RCA y los amplicones formados,
conteniendo las 4 bases altamente repetidas. Finalmente los amplicones son secuenciados
mediante secuenciacién por ligacion [161]. Una variante de secuenciacidn in situ de 4 bases de
este método es llevando a cabo barcoding. En este caso, la sonda Padlock hibrida
completamente con la diana, sin dejar un espacio de 4 bases en medio, si no que la sonda lleva

un cédigo de 4 bases que pueden ser posteriormente secuenciadas para monitorizar

determinados transcritos de ARN previamente conocidos.

En los dos métodos, se utiliza la técnica RCA amplificar la diana (que puede ser ARN o ADN
gendmico) que contiene la secuencia diana altamente repetida para llevar a cabo secuenciacién.
Esta amplificacidn por RCA, en definitiva, implica generar secuencias repetidas de la diana de

forma artificial, que posteriormente son secuenciadas mediante secuenciacion por ligacién.

En la Secuenciacion por Quimica Dinamica in situ, esta diana amplificada puede ser secuenciada
mediante el uso de sondas DGL y la incorporacién especifica de las SMART-Nucleobases
correspondientes. Esto permitiria aprovechar las ventajas de la especificidad asi como de la
sensibilidad de las sondas PNA detectando secuencias repetidas, como se ha demostrado en
numerosas aplicaciones [146,148,150,151,156,163]. Con la ventaja afadida del uso de sondas
DGL, esto es, sondas PNA con posiciones abasicas y la incorporacién especifica de SMART-
Nucleobases, se podria llevar a cabo una secuenciacidon de un nimero de bases determinado,
pero con la ventaja de (1) preservar la localizacion celular, pudiendo secuenciar dianas in situ,
(2) la especificidad y sensibilidad de las sondas basadas en PNA (como demuestra su alta Tmy
sus aplicaciones), (3) evitar reacciones enzimaticas en la secuenciacion y (4) reducir el tiempo

de secuenciacion in situ.
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Con este método, la amplificacion mediante RCA genera de forma artificial secuencias repetidas
una de las dos estrategias descritas anteriormente. Tras la amplificacidn isotermal RCA, en las
repeticiones se encuentra contenida la diana que se desea secuenciar, por ejemplo, 4 de bases.
Una vez generada la amplificacién mediante RCA, es necesario diseiar cuatro sondas DGL de 18
pares de bases formada por tres regiones funcionales: dos regiones que hibridan con la
secuencia repetida de 7-mer cada una y que flanquean a una tercera region formada por 4 bases
universales, bases modificadas que forman pares de bases con todos los nucleétidos
indiscriminadamente, junto con la posicién abdsica. Para secuenciar 4 bases, seria necesario
disefiar 4 sondas de idéntica secuencia, pero en las que la posicién abdsica varia de posicidn

(Figura 75).
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Figura 75. Esquema de las 4 sondas DGL de 18-mer de longitud necesarias para secuenciar 4 bases
mediante Quimica dindmica in situ. Todas las sondas comparten dos regiones que hibridan con la
secuencia amplificada por RCA de 7-mer cada una. La region central incluye 4 nucleétidos universales, que

son nucledtidos modificados que forman pares de bases con todos los nucledtidos indiscriminadamente.

Junto con las 4 sondas DGL, es necesario utilizar las 4 SMART-Nucleobases, en las que cada una
estd marcada con diferente fluorescencia. Para llevar a cabo la Secuenciacién por Quimica
Dinamica in situ, en primer lugar, se realizaria la Ronda 1 de secuenciaciéon en la que se incuba
la muestra con la sonda DGL#1 que contiene la posicion abasica en la primera posicién. Una vez
incorporada la SMART-Nucleobase correspondiente y marcada con fluordforos, la seial
obtenida es registrada mediante microscopia y se lleva a cabo un lavado o stripping con
formamida 100 % caliente, llevando a cabo la desnaturalizacién de la sonda de su diana. A
continuacién, se lleva a cabo la Ronda 2, en la que se incuba la muestra con una segunda sonda
DGL#2 que contiene la posicidon abasica en segunda posicion. Una vez incorporada la SMART-

Nucleobase correspondiente (que en caso de ser una SMART-Nucleobase diferente, llevard
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marcaje fluorescente diferente), la imagen se registra por microscopia y se realiza de nuevo
lavado o stripping con formamida 100 % caliente. Las rondas se repiten hasta 4 veces, tomando
por tanto 4 registros de fluorescencia mediante microscopia que, puestos en sucesion,

decodificarian la secuencia de 4 bases (Figura 76).
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Figura 76. Secuenciacion por quimica dindmica in situ. A) La diana (ARN retrotranscrito o ADN gendmico)
es incubada con la correspondiente sonda (dependiendo de la estrategia de amplificacién) seguido de RCA.
B) La secuencia repetida de forma artificial mediante RCA es incubada con una primera sonda DGL que
contiene dos regiones que hibridan con la diana de 7-mer cada una y una region central para llevar a cabo
la secuenciacion de 4-mer, formada por una posicion abdsica seguida de tres bases universales. La
incorporacion de la SMART-NB correspondiente en la posicion abdsica identifica el primer nucledtido. A
continuacion, la incubacion con formamida 100 % caliente desnaturaliza la sonda y permite llevar a cabo
una segunda ronda con una sonda DGL similar, pero con la posicion abdsica a continuacion, precedida de
una base universal y sequida por dos bases universales. La incorporacion de la SMART-NB correspondiente
identificaria el sequndo nucledtido. Tras cada ronda se realiza microscopia registrando la sefial, y tras las

4 rondas, la sucesion de sefiales obtenidas en cada imagen permitiria decodificar la secuencia bajo estudio.
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Capitulo 3. Parte Il. Deteccion de mutaciones puntuales in situ en
ARN mensajero de KRAS en lineas celulares tumorales mediante
marcaje por quimica dinamica (Objetivo 2)

3.5. Introduccion

3.5.1. Justificacion

La deteccion de transcritos de ARNm con técnicas ISH, preservando su localizacion, permite
establecer perfiles moleculares individualizados de cada célula, y ademas abre la posibilidad de
estudiar mecanismos genéticos implicados en procesos bioldgicos [46,131,164]. Los analisis con
técnicas de hibridacion in situ se diferencian de los estudios genéticos por RT-gPCR en el hecho
de que no se lleva a cabo la extraccién del material genético de las células y los tejidos, lo que
implica la pérdida de su localizacidn y la pérdida de la informacion individual de cada célula. En
muchos casos, es importante conocer la localizacidn de genes, asi como de transcriptos de ARN
(tanto codificantes como no codificantes), ademads de estudiar la variabilidad presente en las
secuencias de estos transcritos. Por ejemplo, en cancer, la presencia de mutaciones puntuales
en determinados oncogenes origina poblaciones subclonales generando heterogeneidad

intratumoral, una de las principales causas de recurrencia y resistencia a terapias [165,166].

El transcriptoma a nivel de célula Unica puede ser estudiado mediante single-cell RNA-seq
(scRNA-seq) [167,168], sin embargo, presenta limitaciones en términos de rendimiento en el
aislamiento de las células Unicas. Sin necesidad de aislar las células Unicas, existen métodos que
permiten detectar ARNm in situ con resolucién de una base, incluso con capacidad de
secuenciacion limitada, tal como se vio en la seccion 3.4. Sin embargo, cabe resaltar que estos
métodos estan basados en multiples reacciones enzimaticas, personal cualificado e
instrumentacién compleja, por tanto, el desarrollo de métodos accesibles que permitan analizar

acidos nucleicos in situ con resolucién de una base sigue siendo un desafio.

En este contexto, consideramos que la aplicacidon de sondas PNA puede conferir ventajas en la
deteccion de ARNm in situ, dadas sus caracteristicas de gran afinidad y especificidad v,
combinado con la tecnologia de quimica dindmica, podria detectarse este ARNm in situ con
resolucidn de una base, lo que daria lugar a una herramienta de diagndstico molecular de gran
valor. Considerando esto, en el Capitulo 3. Parte Il. se realizard una aproximacion para explorar
la posibilidad de aplicar la quimica dindmica y averiguar si puede ser aplicada para la deteccion

de ARNm in situ con resolucién de una base.
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Como diana, se escogid detectar mutaciones puntuales presentes en el codén 12 del ARNm del
protooncogén KRAS variante B, concretamente en lineas celulares tumorales de
adenocarcinoma de colon HT-29 (ATCC® HTB-38™) y pulmdn H1975 (ATCC® CRL-5908™), dada

la importancia de estas mutaciones en el desarrollo del proceso tumoral [89].

3.5.2. Single-cell RNA-seq y sus limitaciones

El transcriptoma de células Unicas puede ser estudiado mediante single-cell RNA-seq (scCRNA-
seq) [167-169]. En este método, las células se aislan individualmente y se analizan mediante
secuenciacion. Existen varios métodos descritos para realizar scRNA-seq que pueden variar en
el aislamiento de la célula Unica, en el proceso de amplificacién de acidos nucleicos o en la
plataforma de secuenciacion utilizada. Los métodos de aislamiento de una célula Unica pueden
ser mediante micromanipulacidn con pipetas capilares, microdiseccion por captura laser (LSM,
del inglés “Laser Scanning Microscopy”), clasificacion de células activadas por fluorescencia
(FACS) o mediante microfluidica [4]. Tras el aislamiento de la célula, esta es lisada para extraer
el ARN. EI 80 % del ARN celular lo constituye ARN ribosémico y ARN transferente, por ello, para
separar el ARNm de esta fraccidn y evitar su enmascaramiento en el proceso de amplificacion,

se utilizan primers poli-dT, normalmente asociados a beads, para capturar el ARNm [167].

A continuacidn, se lleva a cabo la retrotranscripcién de este ARNm y el ADNc obtenido es
amplificado principalmente mediante métodos basados en PCR o In Vitro Transcription
Amplification (IVTA) [167,169]. Finalmente, la amplificacién generada debe ser analizada
mediante microarray o secuenciacidon [167,170,171]. Los microarrays permiten analizar la
expresion de genes y su sobre-expresién o desregulacion, de un modo eficaz y comparativo. La
secuenciacién, ademas de analizar la expresion de genes, genera una mayor cantidad de
informacidn y permite estudiar variaciones en la secuencia de estos transcritos. Se requiere
preparar una libreria para secuenciar, en la mayoria de casos, en la plataforma Illumina. Existen
numerosos procesos biolégicos en los que estudiar la heterogeneidad de expresidn génica a
nivel de célula Unica es de gran interés. Como ya se menciond, la heterogeneidad intratumoral

es una de las principales causas de recurrencia y resistencia a terapias.

A pesar del poder de la técnica scRNA-seq, existen aun limitaciones, principalmente centradas
en el aislamiento de la célula Unica, la baja concentracion de ARNm en una sola célula y el bajo
rendimiento de la retrotranscripcion. Por tanto, estas técnicas tienen un rendimiento bajo en

cuanto al nimero de células analizadas [168]. La posibilidad de detectar la distribucion de
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mutaciones puntuales o polimorfismos como SNPs, también estd limitada por la variabilidad
técnica introducida en el proceso de amplificacién [168], ademas de requerir intensos andlisis
computacionales [172]. Esto hace que esta técnica no esté implementada como técnica de
rutina en laboratorios clinicos. Evitar todas estas limitaciones es un desafio para realizar un
analisis de célula Unica eficiente. Por lo tanto, el desarrollo de plataformas que permita detectar
acidos nucleicos preservando su localizacion, asi como detectdndolos con resolucién de una
base o con capacidad de secuenciacidn sigue siendo un desafio para establecer perfiles

moleculares caracterizados a nivel de célula Unica.

3.5.3. RNA-FISH y deteccidn de ARN in situ con resolucion de una base

La aplicacidn mas clasica de RNA-FISH consiste en el uso de sondas de ADN o ARN marcadas con
una molécula de fluoréforo o una molécula como biotina o digoxigenina para ser reconocida y
mediar una reaccién de amplificacién, en general, mediante inmunofluorescencia o
amplificacidon enzimdtica [173]. Este enfoque permite la identificacidn relativa de la expresién
génica, es decir, detectando la presencia del transcripto, pero sin poder realizar una
cuantificacion absoluta [173]. Si bien se ha publicado la PCR in situ [174], la amplificacion previa
hibridacidn presenta dificultades técnicas y el inconveniente de la difusién de los amplicones, lo
que genera la difusién de la sefial y dificulta la individualizacién de cada transcripto. Actualmente
existen enfoques que permiten detectar de forma precisa el ARN mensajero in situ y llevar a
cabo su cuantificacidn absoluta, técnicas conocidas como RNA-FISH de molécula Unica (sm-RNA-
FISH, del inglés “single-molecule RNA-FISH”) [175]. Algunos de estos métodos, ademas,

presentan la posibilidad de detectar ARN mensajero in situ con resolucidn de una base.

(1) Uso de sondas de gran longitud. Se trata de sondas de cientos de pares de bases que
presentan un marcaje multiple con moléculas de fluoréforo o biomoléculas para mediar una

amplificacion por inmunofluorescencia [173,176].

(2) Uso de un set de sondas. Se trata del uso de un set sondas (en general en torno a 50 sondas),
cada una de ellas marcadas con una molécula fluoréforo que hibridan a lo largo de la cadena de
ARNm [46,177, 178]. Con estos métodos, la consecucion de sefiales en la misma sonda facilita
la deteccion del transcrito y la cuantificacién absoluta de la expresidn génica. Se trata de uno de
los métodos mas utilizados actualmente, comercializado bajo el nombre de Stellaris® (Figura

77).

149



Capitulo 3. Parte Il. Introduccién
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Figura 77. Esquema de deteccion de ARN in situ mediante Stellaris. La incubacion con un set de sondas
(cada una de ellas marcada con un fluordforo) que hibridan a lo largo del ARN mensajero permite

detectarlo mediante microscopia. La imagen ha sido adaptada de [46)].

(3) Branched RNA-FISH: Uso de sondas Z y amplificacion de sefial. En esta técnica, se utilizan
un set de parejas de “sondas Z”, cada una de ellas con autocomplementariedad intrinseca y una
region de 18 a 25 pares de bases complementarias al ARN secuencia de interés. Cuando las
sondas hibridan con su diana, debido a la autocomplementariedad, cada sonda forma una
estructura Z. Cada estructura Z tiene a su vez una region de 14 nucledtidos, que, ambas sondas
Z hibridadas contiguamente, forman una regién de 28 nucledtidos de anclaje para una sonda
preamplificadora. A continuacion, se unen amplificadores que contienen lugares de unién para
sondas de deteccidn, es decir, sondas marcadas bien con una molécula fluorescente o bien con
enzimas cromogénicas para amplificar la sefial. Constituye otro de los métodos bien establecidos
de smRNA-FISH, comercializado bajo el nombre de RNAscope [164] (Figura 78). Usando un Unico
par de sondas Z, se ha publicado la deteccion de ARN con resolucién de una base, debido a que
la existencia de un desajuste en la diana evita la hibridacién de una de las sondas Z y por tanto

evitando la deteccion de la diana [179-181].
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Figura 78. Esquema de deteccion de ARN in situ mediante RNAscope. En primer lugar, se hibridan dos
sondas Z con el ARN mensajero, sequido de la hibridacion de preamplificadores, amplificadores y la union

de sondas marcadas con fluordforos o amplificacion enzimdtica. Reproducido de la referencia [164].

(4) Reaccidn en cadena de hibridacion (HCR, del inglés “Hybridation Chain Reaction”). En este
caso una sonda iniciadora con dos extremos salientes hibrida con el ARN mensajero, seguido de
dos sondas en bucle que hibridan en los extremos del iniciador, marcadas con fluoréforos y

generando nuevos extremos iniciadores para mantener la reaccién en cadena [182].

(5) Amplificacion enzimatica isotermal. Se trata de la hibridacion del ARN diana con sondas que
son posteriormente ligadas, circularizadas y amplificadas mediante RCA, dando lugar a un
amplicon detectable mediante sondas de deteccién [183]. El valor afiadido reside en que la
ligacion de la sonda solo tiene lugar cuando la sonda hibrida totalmente con su secuencia diana.
Si esta hibridacién no es completa, debido a la presencia de un desajuste de un nucleétido como
mutaciones puntuales, la ligacién no tiene lugar, en tanto, discrimindndose el ARN diana con

especificidad de una base [160,184,185].

(6) Whole-mount RNA-FISH mediante sondas LNA. El uso de sondas LNA marcadas con
digoxigenina ha sido utilizada para detectar ARNm asi como microARNSs in situ [47]. En la técnica
Whole-mount RNA-FISH se utilizan sondas LNA que tras hibridar con su diana se lleva a cabo una

degradacion del ARN no hibridado, detectando estas sondas [186,187].

Por ultimo, tal como se describié en la seccion 3.4., se han publicado métodos que permiten

llevar a cabo secuenciacion in situ de ARN de un nimero determinado de bases.

3.5.4. Imagen de ARN mediante FLAPs y microscopia de super-resolucion.

Recientemente se estan desarrollando nuevas aplicaciones que permiten detectar y localizar

moléculas de ARN mediante el uso de Aptdmeros de ARN de iluminacién fluorescente, conocidos
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como FLAPs (del inglés “Fluorescent Light-Up Aptamers”). En este sistema, se transfiere a las
células un constructo de ADN que contiene la informacién codificada para una estructura de
ARN, por ejemplo, ARN transferente (ARNt) junto con un aptdmero, que conforma una
estructura capaz de ser detectada mediante moléculas fluorégenicas que se unen a este
aptdmero de forma especifica. Una vez integrada en el genoma celular, este ADN es transcrito a
una estructura de ARN que contiene el aptdmero al que puede unirse una molécula de

fluorégeno [188].

Los fluorégenos utilizados son no-téxicos y permeables. El primer fluorégeno utilizado en el
sistema FLAPs fue el marcador de trifenilmetano verde de malaquita, si bien actualmente los
fluorégenos mas utilizados son principalmente derivados de 4,hidroxibenzlideno imidazolinona
(HBI), encontrado en la (e)GFP, marcadores cianina y conjugados de fluoréforo-quencher [19].
Recientemente, se estdn desarrollando aptdmeros para microscopia de super-resolucidn,
permitiendo detectar estas estructuras de ARN con alta resolucion. Especificamente son el
aptamero SiRA y el aptdmero Pepper [189]. Mas aun reciente se ha publicado el aptdmero
RhoBAST, un conjugado fluoréforo-quencher con una resolucion superior, no limitada por
fotoblanqueo, que permite detectar la localizacién de ARN con alta precision mediante
microscopia de localizacion de molécula Unica (SMLM, del inglés “Single-Molecule Localization
Microscopy”). RhoBAST no presenta fluorescencia en solucidon, mientras que al unirse al

aptamero de interés genera una sefial fluorescente precisa [181].

3.5.5. Aplicaciéon de quimica dindmica in situ para detectar ARNm de KRAS con

resolucion de una base

En el presente capitulo se explorara la posibilidad de aplicar la quimica dindmica para detectar
ARNm in situ con resolucién de una base mediante el uso de sondas DGL preservando la
localizacién celular del ARNm. La especificidad y sensibilidad superior de las sondas PNA debido
a sus modificaciones de esqueleto peptidico podria aportar una deteccidn sensible de ARN con
la ventaja de presentar resolucion de una base. No existen métodos publicados del uso de
sondas PNA para detectar ARN mensajero, por tanto, para llevar a cabo esta aplicacion es
necesario establecer un protocolo de deteccion de ARN mensajero con sondas PNA. Tal como
se indicé en la seccion 1.1.1. y 2.1.4., la deteccién de mutaciones puntuales implica un analisis
histopatoldgico previo del porcentaje de tejido mutado seguido de un proceso de extraccidn del

material genético, amplificacidén y deteccidn. El objetivo final de aplicar quimica dinamica in situ
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es analizar el estado mutacional de KRAS de forma directa en células, evitando el procesamiento

de la muestra posterior y las etapas de amplificacién de acidos nucleicos posteriores.

Para ello, se han establecido tres estrategias que permitan detectar de forma especifica
transcritos de ARN mensajero para posteriormente detectarlos con resolucion de una base
(Figura 79). Las dos primeras estrategias estan dirigidas a detectar ARNm usando sondas PNA.
Debido a la limitacidn en el uso de una cantidad de fluoréforos o moléculas como biotina
reducida, se exploré la especificidad de las sondas para detectar ARNm de KRAS. La primera
estrategia consistié en obtener una sefal co-localizada de deteccién del transcrito de ARNm de
KRAS vy la deteccion del codén 12 de KRAS. Para ello, en primer lugar, se validaron tres sondas
PNA, dos de ellas dos sondas guias marcadas con el fluoréforo Cy3, ambas hibridando
contiguamente a una tercera sonda marcada con biotina que cubre el codon 12 de KRAS. Esta
tercera sonda se detectaria con una reaccion TSA, produciéndose en tanto dos sefales co-
localizadas para detectar KRAS. La segunda estrategia consistid en disefiar un set de sondas
marcadas tanto con Cy3 como con biotina para detectar no solo KRAS, si no también GAPDH
como control positivo, asi como sondas complementarias a transcriptos inexistentes en las
lineas celulares testadas como controles negativos. Esta validacidon se hizo con sondas PNA para
concluir si la deteccidn del transcrito de KRAS es especifica, valiéndose de los controles para

especificarlo.

Por ultimo, la tercera estrategia consistié en validar la quimica dindmica in situ mediante el uso
de sondas DGL. La aplicacidn de la quimica dindmica in situ conlleva la limitacidon de detectar
una Unica molécula, la SMART-Nucleobase incorporada especifica. Se explorara la deteccién de
esta SMART-Nucleobase con métodos de amplificacién post-hibridacién, concretamente con el
sistema biotina-estreptavidina y la reacciéon TSA, usando por tanto una SMART-Nucleobase
biotinilada. Ademas, se probaron dos sondas DGL con diferente esqueleto peptidico, para
diferenciar la existencia de cargas en estas sondas, y se probd detectar la guanina del primer
nucledtido del coddn 12 wild-type de KRAS mediante la incorporacion especifica de la SMART-

Citosina complementaria marcada con biotina.
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Figura 79. Esquema estrategias para detectar ARNm de KRAS in situ con sondas PNA y quimica
dindmica. A) La primera estrategia consiste en usar dos sondas PNA guia marcadas con Cy3 que hibridan
contiguamente con una sonda PNA marcada con biotina (para ser detectada mediante TSA) que al hibridar
abarca el coddn 12 de KRAS. B) La segunda estrategia consiste en un set de sondas para detectar KRAS asi
como controles positivos (GAPDH) y negativos (GFP, SCRAMBLED) marcadas tanto con Cy3 para deteccion
directa como con biotina para deteccion indirecta mediante TSA. C) La tercera estrategia consiste en
quimica dindmica in situ, donde la sonda DGL hibrida con ARNm de KRAS con una posicion abdsica frente
al segundo nucledtido del codon 12 de KRAS. A continuacion, se incorpora la SMART-Nucleobase
complementaria biotinilada y se reduce la reaccion. Finalmente, la biotina es reconocida por una
estreptavidina-HRP que amplifica la sefial mediante TSA con tiramidas conjugadas a Alexa Fluor 488,
generando una sefial dispersa de Alexa Fluor 488 en el citoplasma correspondiente a la deteccion de dicho

nucledtido.
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3.6. Resultados

3.6.1. Validacion de la deteccidn de la secuencia de transcrito de ARN mensajero de

KRAS mediante sondas PNA y co-localizacion de seiiales (Estrategia 1)

En primer lugar, se procedidé a validar la estrategia de deteccion de ARN mensajero de KRAS
usando dos sondas PNA guias neutrales de 18-mer de longitud y marcadas con el fluoréforo Cy3
en su extremo N-terminal, que hibridan de forma contigua en la secuencia del ARN mensajero
de KRAS junto con una sonda PNA neutral de 18-mer de longitud marcada con biotina en su
extremo N-terminal, contigua a las anteriores y que abarca la secuencia que contiene el coddn
12 de KRAS (Transcript ID en GENBANK: NM_004985.4) (secuencias en Figura 80). Para la
deteccidon de la biotina se utilizé el kit TSA, reconociendo la biotina mediante estreptavidina-
HRP que amplifica la sefial mediante TSA (Tyramide Superboost Kits with Alexa Fluor 488
tyramide, Thermofisher) usando tiramida marcada con Alexa Fluor 488 que deposita en el
entorno de la reaccidn. El resultado esperado seria obtener una sefial co-localizada Cy3 y Alexa

Fluor 488 indicativa de la deteccion de la localizacion del transcrito de ARN de KRAS.
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Figura 80. Secuencia de las sondas PNA utilizadas para deteccion de ARNm de KRAS mediante FISH. Xx
=mini-PEG.

Los ensayos FISH se realizaron utilizando la linea celular de adenocarcinoma colorrectal HT-29
(ATCC® HTB-38™) que presentan expresion de KRAS wild-type, de modo que la prueba de
concepto comenzd detectandose una guanina correspondiente al primer nucleétido del coddn

12 de KRAS wild-type.
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Para esta validacion se llevé a cabo una incubacidn a diferentes concentraciones de la sonda
utilizando un protocolo optimizado a partir de la integracién de protocolos de FISH junto con
protocolos estandar de PNA-FISH [160]. La fijacion se realizd6 con paraformaldehido 4 % y la
permeabilizacién se realizd con Tritdon-100 0,2 % en PBS. Los reactivos y condiciones del
protocolo utilizado se muestran en la Tabla 11. Todos los detalles del tratamiento de las
muestras para detectar ARN mediante marcaje por quimica dinamica in situ se detallan en la

seccion 6.3.7. del Capitulo 6. Metodologia.

Tabla 11. Reactivos y condiciones utilizados para la validacion de ARN mensajero de KRAS mediante

sondas PNA guia marcadas con Cy3 y sonda PNA que abarca el codon 12 de KRAS marcada con biotina.

Parametro Reactivos y condiciones

Fijacion Paraformaldehido 4 % 10 min RT

Permeabilizacién 0,2% Triton-100 en PBS1X por 10 minutos

Deshidratacién Etanol 70 % / 85 % / 100 % (2 min)

Concentracién sonda 25nM /50 nM /100 nM

Buffer hibridacién 60% formamida, 20mM Tris en agua

5 min 85 eC

Tiempos y temperaturas de incubacion .
Overnight 37 °C

SSC2X 0,1 % Tween durante 5 min

Lavados post-reaccién
SSC2X 0,3 % Tween durante 5 min

Marcaje nuclear Antifade mounting medium con DAPI

TSA Tyramide Superboost Kits, Thermofisher

Los resultados mostraron que las células presentaban una sefial procedente de Cy3 en toda la
estructura celular, incluido el nicleo. Ademas, las variaciones en la concentracidén de la sonda

no mostraron diferencias en la sefial detectada en la célula (Figura 81).
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DAPI Cy3 Merged

25nM

50 nM

100 nM

Figura 81. Hibridacion FISH usando sondas PNA guias marcadas con el fluoroforo Cy3 para localizar la
secuencia de ARN mensajero de KRAS. La sefial procedente de Cy3 se distribuyd por todo el citoplasma y
nucleo de la célula indistintamente de la concentracion. Microscopio Idser confocal invertido Zeiss LSM

710, aumento 63x. Zoom factor 2.0. Barra escala: 20 um.

A continuacién, se llevé a cabo la validacién de la sonda PNA marcada con biotina, seguida por
una amplificacion de sefial TSA en las mismas condiciones recogidas en la Tabla 11. El resultado
mostré una sefial positiva procedente del PNA marcado con biotina, siendo negativa en ausencia
de dicho PNA. Ademas, se probd un kit de bloqueo de biotina endégena, segun instrucciones
(Endogenous Biotin-Blocking Kit, ThermoFisher Scientific) para detectar si la sefal procedente de
la biotina enddgena podia interferir con el resultado esperado. Dicho bloqueo de la biotina
enddgena se mostré fundamental para evitar sefiales positivas procedentes de la biotina
enddgena. Adicionalmente se probd un bloqueo de la peroxidasa enddgena, debido a que, en
caso de presentarse en abundancia, podria interferir con el resultado (Figura 82). Sin embargo,

el bloqueo de la peroxidasa endégena no se mostré necesario en la linea celular HT-29.
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Control positivo
(Sonda PNA-KRAS-Biotina)

Control negativo Control negativo
(con bloqueo biotina endégena) (bloqueo peroxidasa y biotina)

Figura 82. Hibridacién FISH usando una sonda PNA marcada con biotina para la secuencia de ARN
mensajero de KRAS conteniendo el codon 12. La sefial procedente de AF488 se distribuyd por todo el
citoplasma. El bloqueo de la biotina endégena se mostré fundamental. El bloqueo de la peroxidasa
enddgena no mostro diferencias significativas. Microscopio Idser confocal invertido Zeiss LSM 710,

aumento 20x. Zoom factor 0.6. Barra escala: 20 um.

Con los resultados obtenidos en estos ensayos podemos concluir, en primer lugar, que se genera
una sefial procedente de las sondas PNAs. Si bien esta sefial es positiva con respecto a la muestra
sin tratar con sondas PNAs, estos resultados no son concluyentes. Para confirmar la
especificidad de la sefal es necesario emplear un control negativo que incluya sondas PNAs que
no presenten diana en la célula para demostrar que no se trata de sefial inespecifica generada
por la sonda PNA y que es una sefal especifica generada por la hibridacién de la sonda PNA con

su diana.
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3.6.2. Set de sondas PNA para la validacion de la deteccidon de la secuencia de ARN
mensajero de KRAS in situ (Estrategia 2)

Para validar la especificidad de la deteccion de ARN mensajero de KRAS in situ, se disefié un set
de sondas PNAs con varias caracteristicas e incluyendo varios tipos de controles. Ademads, Se
hicieron varios cambios en el protocolo para adaptarlo a condiciones de RNA-FISH (Tabla 12).
Por un lado, para evitar la degradacién del ARN celular durante el procesamiento de la muestra
(por ARNasas principalmente), las muestras fueron procesadas en el mismo dia en el que se
procedio a su fijacién y permeabilizacién, evitando asi su conservacién y posible degradacién del
ARN. La permeabilizacion se realizé con etanol 70 % en frio (2 2C — 8 2C) durante 1 hora. El etanol
altera puentes de hidrégeno y uniones hidrofdbicas, eliminando lipidos y alterando la estructura
de proteinas, como pueden ser las ARNasas. Adicionalmente, el buffer de hibridacién se
sustituyd por uno que contiene dextran sulfato al 10 %, que aumenta la tasa de hibridacion
considerablemente, 10 % formamida, para eliminar las hibridaciones inespecificas y se probaron

diferentes concentraciones de la sonda.

Tabla 12. Reactivos y condiciones utilizados la validacion del set de sondas PNA.

Parametro Reactivos y condiciones.
Blogueo Biotin Blocking / 10% goat serum blocking / HCI
blocking
Fijacion Paraformaldehido 4 %, 10 min, RT

Permeabilizacidn Etanol 70 % 1 hora frio (2 2C — 8 2C)

Deshidratacion
Concentracion sonda

Buffer hibridacion
Tiempos y temperaturas de incubacion
Lavados post-reaccion

Marcaje nuclear

TSA

Etanol 70 % / 85 % / 100 % (2 min)
25nM /50 nM /75 nM /100 nM
10 % dextran sulfato, 10 % formamida en SSC2X
Overnight 372C
SSC2X 0,1 % Tween durante 5 min

Antifade mounting medium con DAPI

Tyramide Superboost Kits, Thermofisher
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Adicionalmente se incluyeron cambios en el procedimiento:

(1) Linea celular adenocarcinoma de pulmén H1975. La linea celular de adenocarcinoma de
colén HT-29 presenta un citoplasma muy pequefio y cercano al nucleo, y, ademas, esta linea
celular crece en grupos celulares dejando poco espacio citoplasmatico entre células. Por este
motivo, los ensayos continuaron con la linea celular H1975. Esta linea celular de
adenocarcinoma de pulmén presenta un citoplasma extendido, siendo facil individualizar las

células entre si y visualizar la sefial generada por las sondas.

(2) Deteccion de KRAS, GAPDH (control positivo) y controles negativos. Se incluyeron sondas
para detectar ARN mensajero de GAPDH (gen de expresidn constitutiva) como control positivo
(NCBI Reference Sequence: NM_002046.7). Se incluyé una sonda PNA de 19-mer frente a ARN
mensajero de GFP, una proteina que no estd expresada en estas células (GenBank:
MN114103.1). Todas las secuencias con las que hibridan las sondas fueron obtenidas de

GENBANK y analizadas por BLAST [126] (Figura 83).

(3) Longitud de la sonda PNA (22-mer). Para evitar posibles uniones inespecificas de la sonda,
las sondas fueron disefiadas con una longitud de 22-mer. Con este aumento 4-mer de longitud,
las sondas presentan una mayor especificidad por su diana, como queda reflejado en un
aumento de la temperatura de hibridacién de las sondas, utilizando la herramienta de célculo

de Tm (del inglés, “Melting Temperature”) de PNABio [190,191].

(4) Marcaje directo e indirecto. Por Ultimo, las sondas se disefiaron para realizar una deteccion
directa y una deteccidn indirecta. Para ello se marcaron en su extremo terminal por un lado con
el fluoréforo Cy3 en el extremo N-terminal y por otro lado marcadas con biotina en el extremo

N-terminal para su posterior deteccién mediante kit TSA.
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Figura 83. Secuencias del set de sondas utilizado para deteccion de ARNm de KRAS y GAPDH mediante
FISH por métodos directos e indirectos. Secuencia de la sonda PNA GFP como control negativo. Xx = mini-

PEG.

Ademas, para el diseio de las sondas se tuvieron en cuenta una serie de pautas establecidas,
recomendadas por la herramienta de disefio de PNABio [191], cumpliendo algunas
caracteristicas determinadas como un tamano de la sonda inferior a 30-mer (ya que tamafios
superiores las hacen insolubles), se evitaron secuencias complementarias en la secuencia de la
sonda, se evitd un porcentaje de purinas superior al 50 % y un tramo de purinas superior a 6-
mer, asi como un contenido G superior a 35 %, ya que todo esto reduce la solubilidad de las
sondas. Ademas, se incluyd un espaciador mini-PEG entre la molécula fluoréforo y la sonda, asi

como fueron disueltas en 10 % de DMSO para favorecer su solubilidad.

Una vez sintetizado el set de sondas, se procedio a su validacion mediante FISH, para lo que se
utilizé el protocolo detallado en la Tabla 12. Los resultados mostraron sefiales en la totalidad de
las muestras en las que se realizd, independientemente de si se tratd de controles positivos o
controles negativos. El resultado mostré que las sefales obtenidas fueron inespecificas,
existiendo sefial positiva usando la sonda frente a GFP, e indistintamente de cuando se usaron
métodos directos e indirectos. Incluso se mostré una sefial inferior en GAPDH usando la
correspondiente sonda PNA marcada con biotina. Por tanto, la sefial obtenida proviene de
uniones inespecificas generadas por las sondas PNA y no por la deteccidn de sus

correspondientes dianas (Figura 84).
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Negative control GAPDH

B GAPDH

Figura 84. Hibridacion FISH usando un set de sondas para detectar la secuencia de ARN mensajero de

KRAS asi como el control positivo GAPDH y el control negativo sin sonda y GFP. La sefial procedente de
Cy3 se distribuyo por todo el citoplasma y niucleo de la célula indiscriminadamente. Microscopio Idser

confocal invertido Zeiss LSM 710, aumento 63x. Zoom factor 1.0. Barra escala: 10 um.

Para validar un control negativo y la sefial inespecifica obtenida en este método, se disefié un
segundo control negativo, en este caso, una sonda PNA SCRAMBLED. La sonda SCRAMBLED
consiste en una sonda de igual composicidon de nucledtidos y temperatura de hibridacién que la
sonda frente al ARN mensajero de KRAS, pero con un orden aleatorio de estos nucledtidos, que
no presenta hibridaciéon con diana alguna (Figura 85). Sin embargo, la sonda PNA SCRAMBLED

contindo mostrando una sefial inespecifica (Figura 86).
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Figura 85. Secuencias de la sonda PNA SCRAMBLED como control negativo en la deteccion de ARN

mensajero de KRAS. Xx = mini-PEG.
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DAPI Cy3 Merged

Figura 86. Hibridacion FISH usando una sonda PNA SCRAMBLED como control negativo. La sefial
procedente de Cy3 se distribuyd por todo el citoplasma y nucleo de la célula indistintamente. Microscopio

Idser confocal invertido Zeiss LSM 710, aumento 63x. Zoom factor 1.0. Barra escala: 20 um.

Algunas de las explicaciones que podrian motivar esta inespecificidad encontrada pueden ser la
baja solubilidad de las sondas, que puede provocar que, tras la incubacién de las sondas en la
muestra, esta sea dificilmente lavable. La ausencia de cargas en la estructura de las sondas PNA,
gue, al no presentar cargas en su esqueleto peptidico. Esto hace que los lavados de astringencia
con SSC2x no facilite su lavado tras la hibridacién. Para tratar de reducir el background, se
probaron varias condiciones que incluyeron (a) el uso de Human DNA Cot-1, que bloquea la
hibridacion de las sondas con dianas inespecificas, (b) la reduccién de la concentracién de la
sonda, (c) se probaron varias condiciones de temperatura de hibridacién, aumentandola, acorde
a la alta Tm que presentan las sondas PNA y (d) se incluyeron lavados post-hibridacion mas
fuertes, concretamente lavados con SSC2x 0,04 % SDS y SSC2x 0,04 % SDS 10% formamida. La
formamida favorece la desnaturalizacién de las sondas que se han unido parcialmente e

inespecificamente (ver cambios en Tabla 13).

Tabla 13. Diferentes parametros probados para eliminar las seiales inespecificas generadas por las

sondas PNA.

Parametro Reactivos y condiciones
Bloqueo Human DNA Cot-1 blocking
Concentraciones 20 nM, 50 nM, 100 nM
Temperatura de hibridacion 489C/609C/70¢9C

SSC2x 0,1 % Tween
SSC2x 0,04 % SDS
SSC2x 0,04 % SDS 10% formamida

Lavados post-hibridacion
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Sin embargo, tras llevar a cabo todas estas modificaciones no se observd mejora y la seiial
inespecifica se mantuvo constante. Estos resultados nos llevan a concluir que seria necesario
realizar una optimizacidon exhaustiva que evalle cada uno de los parametros de forma
independiente y permita esclarecer las condiciones que eviten la unién inespecifica de las

sondas PNA en la muestra.

3.6.3. Marcaje por Quimica Dinamica in situ para la deteccion de ARN mensajero de

KRAS con resolucion de una base (Estrategia 3)

Considerando que tras la reaccion por quimica dindmica in situ, sélo existird incorporacién de la
SMART-Nucleobase complementaria en aquellas sondas DGL que hayan hibridado con su acido
nucleico diana, permitiria detectar especificamente tanto el ARN mensajero de KRAS mediante
sondas DGL con resolucién de una base. Para llevar a cabo esta validacion, se procedio a utilizar
dos sondas DGL que hibridan con la secuencia del transcrito de ARN mensajero KRAS
conteniendo el coddn 12. Para ello se utilizé una sonda DGL de 22-mer de longitud, similar a las
sondas anteriormente utilizadas, y, por otro lado, se utilizd una sonda DGL de 18-mer de
longitud, pero con dos modificaciones quimicas, presentando tres grupos de acido propanoico
que confieren carga negativa a la sonda, lo que permitiria confirmar si la ausencia de cargas esta

relacionada con la sefial inespecifica (Figura 87, Figura 88).
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Figura 87. Secuencias de sondas DGL utilizadas para detectar ARNm de KRAS con resolucion de una base
mediante FISH. Los mondmeros PNA quirales se muestran marcados en negro. El monémero PNA abdsico

quiral se encuentra marcado en amarillo. HAc = grupo acetato. Xx = mini-PEG.
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Figura 88. Secuencias de sondas DGL utilizadas para detectar ARNm de KRAS con resolucion de una base
mediante FISH. Los mondmeros PNA quirales se muestran marcados en negro. El monémero PNA abdsico

quiral se encuentra marcado en amarillo. HAc = grupo acetato. Xx = mini-PEG. Ver Figura 87 en detalle en

Apéndice 4.

Concretamente se ha escogido analizar la mutacidn KRAS G12C, que estd presente en
aproximadamente el 13 % de los adenocarcinomas de pulmodn, el 3 % en el cancer colorrectal y
el 2 % en otros tumores sélidos. Ademas, se han descubierto compuestos con el potencial de
unirse especificamente a la proteina mutada mads frecuente de KRAS en CPNM, KRAS G12C,
debido a la presencia de una cisteina en su bolsillo alostérico. La aplicacidon de quimica dindmica
in situ para detectar mutaciones de KRAS G12C en tejido podria ser una herramienta de

diagndstico precisa combinada con este tipo de tratamientos.
En este proceso de optimizacidn se probaron varios pardmetros de forma individual:

(1) Influencia de la biotina endégena y tiempo de incubacién enzima Strep-HRP. Se realiz6 un
ensayo para probar si la biotina enddgena interfiere con el kit TSA y detectar el tiempo de
incubacién maximo de la enzima HRP para no detectar sefales inespecificas propias del
citoplasma, aun con la biotina enddgena bloqueada. El resultado mostré que el paso de bloqueo
de la biotina es fundamental para evitar sefiales inespecificas. Sin embargo, aun usando el
bloqueo de biotina enddgena, tras 10 minutos se observan seiales inespecificas, con lo que se

recomienda no superar este tiempo de incubacién (Figura 89 y 90).
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Figura 89. TSA sin bloqueo
previo de la  biotina
enddgena. Las sefiales
muestran una clara sefial
inespecifica debido a la
presencia de biotina
enddégena. Microscopio de
epifluorescencia Zeiss Axio
Imager A.1, aumento 63x.

Barra escala: 20 um.

Figura 90. TSA con bloqueo
previo de la biotina endégena.
Tras bloquear la biotina
enddgena, la sefial hasta 10
minutos de incubacion con
estreptavidina peroxidasa fue
reducida.  Microscopio  de
epifluorescencia  Zeiss Axio
Imager A.1, aumento 63x.

Barra escala: 20 um.
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(2) Incubacién con diferentes sondas DGL. Por otro lado, se realizdé un ensayo para incluir en la
incubacién la DGL, pero sin incluir la SMART-nucleobase y manteniendo el resto de condiciones
para comprobar si hay sefial inespecifica que provenga de la sonda DGL. El resultado mostré que
la sonda, aun sin marcaje, produce seial inespecifica tanto en sondas PNA con mondmeros
neutrales como en sondas PNA con mondédmeros quirales, aunque de modo mds reducido cuando
la sonda presentaba cargas. La sefial inespecifica encontrada fue muy similar a la sefial
inespecifica generada por la biotina endégena (Figura 91). Por tanto, podrian existir dos
explicaciones. Por un lado, la cantidad de sonda inespecifica en el citoplasma celular podria ser
tan considerable que favoreciese reacciones inespecificas en el bolsillo quimico o, que, el uso de
reactivos como el agente reductor (NaBH3CN) pueda interferir con el bloqueo previo de la

biotina enddgena, liberando esta biotina y generando de nuevo la sefial inespecifica (Figura 92).

Alexa Fluor 488 DAPI Merged

Figura 91. Incubacion con

sonda DGL de esqueleto

50 nM

peptidico neutral. La sonda
DGL genera sefiales
inespecificas al ser incubada
en la  muestra previa
reaccion TSA. Microscopio de
epifluorescencia Zeiss Axio

Imager A.1, aumento 63x.

100 nM

Barra escala: 20 um

250 nM
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50 nM
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250 nM

Alexa Fluor 488

DAPI

Merged

Figura 92. Incubacion con
sonda DGL de esqueleto
peptidico con posiciones
quirales. La sonda DGL con
centros quirales genera
sefiales inespecificas al ser
incubada en la muestra
previa reaccion TSA, sin
embargo, la sefial es mds
reducida que la aplicacion de
sondas PNA con esqueleto
neutral.  Microscopio de
epifluorescencia Zeiss Axio
Imager A.1, aumento 63x.

Barra escala: 20 um

(2) Incubaciéon con SMART-Nucleobase. E| resultado de la incubacién de la muestra con la

SMART-Citosina-biotina seguida por amplificacion con TSA mostré claramente que la SMART-

nucleobase se une inespecificamente en el citoplasma celular (Figura 93). Incluso, la sefal

aumenta conforme aumenta la concentracion de sonda utilizada en el ensayo. Este resultado

muestra que es necesario realizarse un proceso de optimizacidén para bloquear estas sefiales

inespecificas. O bien realizar una fijacion mas intensa que bloquee las posibles aminas primarias

y/o secundarias presentes en las biomoléculas de la célula, o bien incubar con SMART-

Nucleobases sin marcaje previa incubacién con la SMART-Nucleobase especifica en el marcaje

por quimica dindmica.
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Alexa Fluor 488 DAPI Merged

Figura 93. Incubacion con SMART-C-

% Biotina previa reaccion TSA. La

§ SMART-C-Biotina genera una sefial
inespecifica en la muestra, necesitando
explorar métodos de bloqueo eficaces
para ser eliminado. Microscopio de
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i
aumento 63x. Barra escala: 20 um.
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3.7. Discusion

En este capitulo se ha realizado los primeros ensayos para detectar transcritos de ARN,
concretamente, ARN mensajero de KRAS variante B con resoluciéon de una base con el fin de
detectar variaciones de nucleétidos como presencia de mutaciones puntuales que lideran el
desarrollo de procesos tumorales. Los protocolos utilizados para esta deteccidn han sido
combinaciones de protocolos usados en single-molecule RNA-FISH para detectar ARN in situ

junto con protocolos de PNA-FISH para detectar secuencias repetidas.

Una diferencia importante de esta estrategia con las anteriores descritas para detectar
variaciones de un nucleétido in situ, es que la aplicacién de quimica dinamica in situ no resultaria
en la deteccion de moléculas de ARN individuales con resolucién de una base, si no en una sefal
dispersa y relativa en el citoplasma, indicativa de la presencia de la mutacidn. Si bien esto tiene
la desventaja de no poder realizar cuantificacién absoluta de moléculas de ARN con resolucion
de una base, presenta la ventaja de ser un método relativo de deteccion de presencia de

mutaciones facilmente aplicable en laboratorios clinicos y sin requerimientos complejos.

169



Capitulo 3. Parte Il. Discusion

Sin embargo, estos protocolos han mostrado ser ineficaces en combinacidon con sondas PNA
para detectar transcritos de ARN en citoplasma celular. Asi mismo, el sistema utilizado de
deteccidn, biotina-estreptavidina, se ha mostrado ineficaz, debido a que, la sefial que se espera
de la incubacién con sondas PNA marcadas con biotina o de la incorporacion de la SMART-
Nucleobase-Biotina es baja, y, por tanto, siendo dificil distinguirla de la biotina enddgena
presente en las lineas celulares. Actualmente no existen protocolos estandarizados para
detectar transcritos de ARN mensajero con sondas PNA y FISH, sin embargo, si se han publicado
protocolos para la deteccion de ARN ribosémico 16S con estas sondas. Esto nos hace pensar que
las sondas PNA son aptas para los ensayos FISH en la deteccion de ARN mensajero. EI ARN
ribosdmico 16S puede constituir hasta un 80 % del ARN total celular, siendo el ARN mensajero
bastante menos expresado, variando entre el 1 —5 % del ARN total [169]. Sin embargo, el hecho
de que las sondas PNA se utilicen para detectar ARN ribosdmico en citoplasma implica la
posibilidad de detectar, al menos, transcritos de ARN mensajero abundantemente expresados.
La existencia de protocolos de aplicacién de las sondas PNA para detectar ARN ribosémico en
microorganismos, incluidos eucariotas como levaduras, supone un punto de partida para aplicar
el marcaje por quimica dindmica in situ. Se ha demostrado que la naturaleza sin carga del PNA
permite la hibridacidn bajo condiciones de astringencia bajas, permitiendo incluso penetrar en
la estructura secundaria del ARN ribosémico. Por ejemplo, en estos protocolos, se aconseja
utilizar 1 % Tritdon 100-X en aquellos materiales de carbdn en el que se vayan a incubar las
sondas, recomendando utilizar portaobjetos de teflén para evitar la unién inespecifica de las
sondas al portaobjetos, asi como lavados con 25 mM Tris-HCl, pH 10, 137 mM NaCl y 3 mM KCl
para lavar los PNA [163]. Estas consideraciones, junto con el correspondiente protocolo de

optimizacion necesario para evitar estas uniones inespecificas, son necesarias.

Seria interesante, ademas, establecer un control negativo adecuado. Debido a que una de las
sondas PNA disefiadas es frente a GFP, cabe la posibilidad de disefiar un sistema de control
positivo con células transfectadas con plasmidos para expresar GFP junto con un control
negativo de células no transfectadas, lo que daria lugar a una sefial inequivoca de deteccién de
ARN mensajero de GFP. Todos estos ensayos de optimizacidn estaran encaminados a detectar
ARN mensajero con sondas PNAs de una forma clara, para a continuacidn introducir la resolucién

de una base mediante la aplicacidn de quimica dindmica.

Otra consideracidn es tratar de identificar transcritos de KRAS abundantemente expresados en
lineas celulares previamente testadas, como por ejemplo el miR-122, microARN especifico

hepatico, que presenta una cantidad de copias de 66.000 copias por célula [192], pudiendo ser
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un candidato para testar este sistema con otros tipos de ARN. Por ultimo, el sistema de
deteccion de biotina podria ser sustituido por otros sistemas como digoxigenina-
antidigoxigenina, debido a que la biotina enddgena presente en muchos tipos celulares podria
interferir con los resultados obtenidos. Ademas, este anadlisis podria ser aplicado a otros tipos
de genes como EGFR, HER-2 o ALK entre otros, en los que la aparicidn de mutaciones puntuales

puede provocar el desarrollo de procesos tumorales.

Como conclusién, es necesario realizar un proceso de optimizacion intenso para, en primer
lugar, eliminar las sefales inespecificas y, en segundo lugar, detectar ARN mensajero con sondas
PNA. Este sistema de deteccidon de transcritos de ARN con resolucidon de una base estara
supeditado, al menos inicialmente, a detectar transcritos abundantemente expresados, siendo,
ademas, la amplificacién de sefial enzimatica necesaria. Cabe destacar que esta aplicacién puede
ser combinada con tecnologias de amplificacién post-hibridacion, para detectar aquellas
moléculas de ARN mensajero amplificadas, lo que permitiria reducir la concentracién de sonda
utilizada y diferenciar la sefial obtenida de la sefial inespecifica. Ademas, la aparicion de nuevas
moléculas de unién a aptameros de ARN para detectar ARN con microscopia de super-
resolucidn, abre la posibilidad de combinar estas tecnologias para detectar de forma clara la

presencia de ARN mensajero con sondas PNA.
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Capitulo 4. Circle-to-circle Amplification para diagnostico
molecular del virus del Zika y evaluacion de la eficacia de
farmacos antiflavivirales (Objetivo 3)

4.1. Introduccion

4.1.1. Justificacion

Uno de los objetivos del diagndstico molecular es realizar la deteccién de agentes infecciosos en
el punto de atencion (POC) del paciente, aun manteniendo una alta especificidad y sensibilidad.
Esto permitiria realizar diagndsticos eficaces y controlar brotes epidemiolégicos con mayor
facilidad. Asi mismo, la posibilidad de acoplar el diagndstico molecular a sistemas de
microfluidica que aumenten la sensibilidad de deteccién son algunas de las mejoras que
permitirian facilitar el diagnéstico en el POC. La RT-qPCR es la técnica gold-standard para
detectar patdgenos y monitorizar la progresion de un brote epidemiolégico, sin embargo, tal
como se menciond en la seccion 1.1.1 y 1.1.3, la RT-qPCR no esta exenta de limitaciones, ya que
requiere de ciclos de temperatura complejos, necesitando en tanto un termociclador, y, por
tanto, dificultando acoplar la deteccién a un sistema portatil y dificultando la obtencién de

resultados rapidos.

En el presente capitulo se explora la técnica Circle-to-circle amplification (C2CA) para llevar a
cabo la deteccidon de ADNc correspondiente al ARN del virus del Zika y monitorizar la eficacia de
farmacos antiflavivirales. Esta investigacion se llevd a cabo como parte de una estancia
predoctoral en el laboratorio dirigido por Mats Nilsson en el Science For Life Laboratory del
Karolinska Institutet Science Park, Suecia. C2CA es un método de amplificaciéon isotermal
preciso, que no requiere ciclos de temperaturay, por tanto, facilita su implementacion tanto en
sistemas portatiles como en sistemas de microfluidica, pudiendo mejorar la sensibilidad de

deteccién [193].

En este capitulo se explorara la aplicacion de C2CA para detectar el virus del Zika, causante de
multiples brotes epidemioldgicos de la fiebre del Zika en Africa y en Asia, que ademds se
extendid a la Polinesia Francesa y mas tardé causd una gran epidemia en América del Sur,
afectando especialmente a Brasil [194,195]. De entre sus sintomas, el nacimiento de neonatos
con microcefalia es el mds conocido, siendo de especial preocupacién entre la poblacién de

mujeres embarazadas. El diagndstico diferencial del virus del Zika es muy complicado, dada la
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similitud de los sintomas con otras infecciones virales y el diagndstico molecular se basa

principalmente en RT-gPCR [196], dificil de implementar en diagndstico POC.

Para ello se validara si la técnica C2CA es una alternativa sensible, especifica y eficaz a la RT-
gPCR para detectar el virus del Zika, asi como su capacidad de monitorizar farmacos anti-
flavivirales. Por ultimo, se describe brevemente cdmo estos resultados se implementaron en un
dispositivo de microfluidica basado en cromatografia de afinidad para aumentar la sensibilidad

de deteccidén del virus del Zika.

4.1.2. Rolling Circle Amplification (RCA)

La Amplificaciéon por Circulo Rodante, o, del inglés, Rolling Circle Amplification (RCA) es un
método de amplificacién de dcidos nucleicos unidireccional e isotermal, que utiliza como molde
un acido nucleico circular generando largas cadenas de ADN monocatenario [197,198]. Este
método fue desarrollado basandose en el mecanismo molecular natural de Replicaciéon por
Circulos Rodantes (RCR, del inglés “Rolling Circle Replication”) que tiene lugar en acidos
nucleicos circulares, como plasmidos, genomas bacterianos y virales. Para que la amplificacion
por RCA tenga lugar, es necesario un molde de ADN circular, un primer y una polimerasa que
lleve a cabo la reaccidn. Tras la sintesis se genera un ADN monocatenario largo que contiene la
secuencia de la diana circular repetida miles o cientos de miles de veces. El producto formado
tras RCA puede ser detectado de multiples modos, por ejemplo, mediante la incorporacién de
dNTPs marcados fluorescentemente, el uso de intercalantes de acidos nucleicos fluorescentes
como SYBR Green, por electroforesis en gel de agarosa o mediante sondas de hibridacién en
estas regiones repetidas, marcadas con moléculas fluorescentes o moléculas que permiten
amplificaciones mediante inmunoensayos o amplificaciones enzimaticas [197,199]. Con estos
tipos de marcajes, el ADN monocatenario amplificado puede ser detectado mediante técnicas
basadas en fluorescencia, como citometria de flujo, microscopia de fluorescencia o

espectrofluorometria.

Los primeros enfoques de RCA se llevaron a cabo utilizando la enzima minus-exo Klenow y Taq
polimerasa. Actualmente la enzima principalmente usada en ensayos RCA es la enzima phi29
aunque otras polimerasas como Bst, Vent-exo-DNA y T7 (para amplificacion de ARN) también
son usadas segun el objetivo de cada ensayo [198]. La enzima phi29, descubierta por la cientifica
espafiola Margarita Salas, procedente del fago phi29 de Bacillus subtilis, presenta una alta
capacidad de procesamiento, alta actividad exonucleasa 3'25’, capacidad de desplazamiento

de cadena, baja tasa de errores y genera largos fragmentos amplificados [200,201]. Estas
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caracteristicas hacen que la enzima phi29 se utilice en varias aplicaciones como RCA o
Amplificacion de Desplazamiento Multiple (MDA, del inglés “Multiple Displacement
Amplification”) [202].

La sonda circular para iniciar RCA puede ser disefada y sintetizada mediante el uso de ligasas en
el caso de ADN (como la T4 ADN ligasa o CircLigasa) o con el uso de la enzima T7 ARN polimerasa
en el caso de ARN [198]. Cuando la reaccién se lleva a cabo con un solo tipo de primer, tiene
lugar una amplificacidon RCA lineal. Sin embargo, el uso de multiples primers que reconocen la
region repetida amplificada, lleva a cabo una amplificacion RCA exponencial muy eficiente,
conocida como Hyperbranched RCA (HRCA) [198,202], generando una amplificacidon ramificada
(Figura 94).
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Figura 94. Diferentes estrategias de Rolling Circle Amplification. A) Una diana circular es hibridada con
un primer que permite iniciar la amplificacion mediante la enzima phi29, generando una secuencia
monocatenaria altamente repetida. La incubacion con un detector (por ejemplo, una sonda de deteccion
marcada con un fluoréforo) permite detectar dicha secuencia repetida. B) Si tras la amplificacion por RCA
se incuba el producto amplificado de nuevo con diferentes primers, cada uno de ellos inicia una
amplificacion por RCA. Este método es conocido como HRCA y genera un producto altamente amplificado
y ramificado. C) El uso de una sonda Padlock que se circulariza permite reconocer a una diana lineal. Tras
ser ligada, la diana es digerida mediante actividad exonucleasa de phi29, excepto la region hibridada con

la sonda Padlock. Este fragmento de diana actua como primer y permite la amplificacion mediante la

enzima phi29. Reproducido de la referencia [198] con permiso de ACS Publications.

Se han desarrollado numerosas estrategias basadas en RCA para detectar diferentes tipos de

dianas, como ADN gendmico, ARN mensajero, microARNs y proteinas de patdgenos. También
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se han desarrollado estrategias basadas en RCA para detectar modificaciones epigenéticas y
para detectar pequefias moléculas. En inmunoensayos como ELISA, se ha acoplado RCA para
mejorar la sensibilidad de esta técnica y mejorar los limites de deteccidn, acoplando un primer
al antigeno diana y posteriormente llevando a cabo una reaccién RCA (conocido como inmuno-
RCA) [197,198,203,204]. La amplificacion por RCA también ha sido adaptada a dispositivos de
microfluidica para desarrollar plataformas de analisis de acidos nucleicos y proteinas en sistemas
portatiles [205]. Se han desarrollado estrategias que combinan el uso de nanoparticulas con RCA
[206], estrategias para la formacion de nanoestructuras de ADN o nanoensamblajes en
materiales de ADN [207], emergiendo como nuevas herramientas para una amplia variedad de

aplicaciones bioldgicas como liberacién de drogas o encapsulacidn [205].

La introduccién de sondas Padlock (PLPs, del inglés “Padlock Probes”) en la técnica RCA permitio
amplificar acidos nucleicos que no son inicialmente circulares afiadiendo una alta especificidad
a la técnica. Las sondas Padlock consisten en ADN monocatenario con dos secuencias en los
extremos 5’ y 3’ complementarias a dos secuencias inmediatamente adyacentes en la diana
[183,208,209]. Cuando se realiza la hibridacion, los extremos hibridan inmediatamente uno
adyacente del otro, generdndose una forma circular de la diana. A continuacién, la sonda es
ligada mediante la adicién de ligasas, generando una sonda circular unida covalentemente al
acido nucleico diana (ver Figura 94C). La enzima phi29 presenta actividad exonucleasa 5'2>3’,
eliminando el acido nucleico diana, a excepcion de la secuencia que hibrida con la sonda Padlock.
Esta secuencia actla como primer de la enzima phi29, mediando la amplificacion RCA. La
combinacion de sondas Padlock y RCA discrimina variaciones de un nucledtido como SNPs o
mutaciones puntuales, debido a que la presencia de estos desajustes evita la ligacién de la sonda

[202].

Con esta técnica se pueden detectar acidos nucleicos lineales con gran versatilidad, debido a
que en las sondas Padlock pueden introducirse regiones funcionales para detectar y capturar el
producto amplificado, o incluso secuencias que incluyan aptdmeros de ADN como enzimas de
ADN [210], dominios espaciadores o sitios de restriccion de enzimas, dandole una gran
versatilidad a la técnica. La reaccion RCA se lleva a cabo en una temperatura constante,
isotermal, es decir, no necesita ciclos de temperatura y, por tanto, no requiere instrumentacion
compleja, haciendo que la reaccidén tenga caracteristicas favorables para su uso en el diagndstico

POC.
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4.1.3. Circle-To-Circle amplification (C2CA)

A partir de la técnica RCA se ha desarrollado un método basado en mas de un ciclo de RCA,
conocido como Circle-To-Circle Amplification (C2CA). Se trata de un método muy sensible y
robusto que permite detectar dianas en una baja concentracién, generando altas
concentraciones de producto amplificado. En C2CA, la sonda Padlock circularizada es
amplificada por RCA. A continuacién, la enzima polimerasa es inactivada y el amplicén generado
es incubado con un oligonucleétido de restriccidn, generando un sitio de restriccidon que permite
monomerizar el amplicdn. Tras la restriccion, las enzimas de restriccidon son inactivadas y los
mondmeros son ligados de nuevo mediante adicién de enzima ligasa. El oligonucleétido utilizado
para generar el sitio de restriccion es usado ahora como primer de un segundo ciclo de RCA
utilizando de nuevo la enzima phi29 (Figura 95). Cada ciclo de amplificacidn es lineal, de modo
que se preserva la proporcion de moléculas amplificadas, pudiendo comparar entre diferentes

dianas [193].

La técnica C2CA es un método molecular muy versatil que ha sido adaptado a sistemas de
microfluidica para detectar el patégeno Pseudomonas aeruginosa causante de neumonia en
humanos [211], se ha desarrollado un método colorimétrico para detectar el virus causante de
la fiebre hemorrdgica de Crimea-Congo [212], ha sido adaptada a microchips de deteccién del
patdégeno Vibrio cholerae causante del cdlera en humanos [213] asi como ha sido adaptada a
sistemas de deteccién electroquimicos para la deteccidn del virus del ébola [214].
Recientemente se ha desarrollado un método optomagnético para detectar el virus SARS-CoV-

2 [215].
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Figura 95. Esquema de Circle-To-Circle Amplification. La sonda circular unida a su diana o bien una diana
circular unida a un primer permite a la enzima phi29 iniciar la amplificacion (primer ciclo de amplificacién).
El producto amplificado se hibrida con sondas que generan un sitio de restriccion. Tras la incubacion con
la correspondiente enzima de restriccion, el producto amplificado queda monomerizado. Cada monémero
es a continuacion circularizado mediante el uso de una enzima ligasa. La sonda utilizada para generar el
sitio de restriccion actua ahora como primer, permitiendo a la enzima phi29 iniciar nuevamente la reaccion
(segundo ciclo de amplificacion). Tras la amplificacion, el producto amplificado puede ser nuevamente
incubado con una sonda que genera un sitio de restriccion para monomerizar el producto amplificado y,
tras la ligacion, realizar un nuevo ciclo de amplificacion. Los colores del esquema permiten seguir la

complementariedad existente entre diana circular y sonda en cada paso. Reproducido de la referencia

[193].
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4.1.4. Biologia, epidemiologia y diagndstico del virus del Zika

El virus del Zika pertenece al género Flavivirus, compuesto por hasta 53 especies de virus. Es un
arbovirus transmitido por mosquitos del género Aedes. Puede aparecer como reservorio en
estos mosquitos y, en general, el ser humano es un hospedador accidental. Esta relacionado con

el Virus de la Fiebre Amarilla, el Virus Dengue y el Virus del Nilo Occidental.

El virus del Zika presenta un didmetro de 50-60 nm formado por una nucleocapsida y un genoma
de ARN monocatenario de 10.794 nucledtidos de longitud de polaridad positiva en su interior.
Basado en la secuencia de nucledtidos del gen NS5 se han descrito varias cepas: Polinesia
Francesa, africana, asidtica y americana. Contiene un marco de lectura Unico con una regién no
traducida (UTR) en los extremos 3’ y 5’ y codifica para una poliproteina que es dividida en tres

proteinas estructurales y siete no estructurales [216-218].

El genoma del virus es de polaridad positiva y sirve de molde para sintetizar ARN mensajero viral
gue serd traducido en la poliproteina viral, que es escindida en cada una de las proteinas
estructurales y no estructurales y transcrito en ARN viral gendmico. Las proteinas estructurales
son la proteina de la capsida (C), la proteina Pre-membrana (PrM) y la proteina envoltura (E),
formando una estructura icosaédrica. La proteina E forma la superficie del virus y juega un
importante papel en la unién del virus a la membrana y la entrada en la célula. Las proteinas no-
estructurales reciben el nombre de NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 y cumplen

funciones en la replicacién del virus (Figura 96).
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Figura 96. Estructura del genoma del virus del Zika. El genoma del virus del Zika es un ARN monocatenario
de polarizacion positiva. Este presenta una longitud de 10.794 nucledtidos y estd organizado en regiones
codificantes de proteinas estructurales seguida de regiones codificantes de proteinas no estructurales

(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5). Reproducido de la referencia [219].
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Los datos acerca de la patogénesis del virus del Zika deben ser ampliados, pero el virus del Zika
es capaz de afectar a una amplia gama de tejidos, que incluyen la médula espinal, el liquido
cefalorraquideo, el sistema hemolinfatico, el sistema gastrointestinal, entre otros [220]. El
periodo de incubacidn es de 3 a 14 dias, la infeccidon suele tener de 2 a 7 dias de duracidn y las
infecciones pueden ser de sintomatologia leve, moderada o asintomatica, existiendo casos de
gravedad con complicaciones neuroldgicas. Los sintomas mds frecuentes son fiebre, erupciones
cutaneas, conjuntivitis, dolor muscular y articular, malestar y cefaleas. Los casos mds graves
pueden dar lugar a afecciones neuroldgicas, como el sindrome de Guillain-Barré, neuropatia,
meningitis y mielitis. Ademas, se asocia con complicaciones durante el embarazo y aborto
prematuro y causa malformaciones congénitas en neonatos, entre ellas microcefalia, uno de los

sintomas mads conocidos de esta enfermedad [194,196,221].

El virus del Zika se identificd en humanos por primera vez en 1968 en Nigeria y posteriormente
hubo evidencias de infeccidn por el virus del Zika en otros paises africanos y algunos asidticos.
En abril y mayo de 2007 tuvo lugar un brote epidemioldgico del virus del Zika en el estado de
Yap, perteneciente a los estados de la Micronesia en el Pacifico Este. El 73 % de la poblacién
mostré evidencias seroldgicas de una infeccion por virus del Zika reciente [194,221,222]. La
segunda epidemia tuvo lugar en 2013, en las islas de la Polinesia Francesa, en el que todos los
archipiélagos de la polinesia francesa fueron afectados. Para el final de la pandemia, se
confirmaron un total de 30.000 casos vy, segun evidencias seroldgicas, se llegd a una infeccion
de hasta el 50 — 60 % de la poblacion. El tercer brote epidemioldgico tuvo lugar en 2015,
momento en el que el virus emergié en América del Sur, concretamente en Brasil. La epidemia
fue bastante importante debido a su alta diseminacidn. Es posible que la Copa del Mundo y el
Campeonato mundial de Canoa introdujese y ayudase a diseminar la enfermedad. Las afecciones
llegaron a alcanzar hasta medio millén de personas en Brasil [194]. No existe tratamiento
efectivo para la fiebre del Zika. En general, los sintomas leves son tratados con medicamentos

comunes antiinflamatorios y analgésicos, asi como antihistaminicos para las erupciones [194].

El diagndstico diferencial del virus del Zika es dificil, debido a que los sintomas son similares a
otros virus como el Dengue o el virus Chikungunya. Puede sospecharse que personas con
sintomas que hayan viajados a zonas donde haya transmision del virus o mosquitos del género
Aedes. Sin embargo, son necesarias pruebas de laboratorio para diagnosticar el virus del Zika
[223,224]. Estas pruebas se basan fundamentalmente en la identificacion del ARN viral por RT-
gPCR. La RT-qPCR permite detectar el virus de forma sensible y especifica, e incluso permite

diferenciar entre el linaje asidtico y africano. También puede identificarse mediante test
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seroldgicos de anticuerpos IgM que aparecen de forma temprana [196]. La organizacién Mundial
de la Salud ha establecido medidas para la prevenciodn, vigilancia y control de la enfermedad, vy,
ademads recomienda reforzar los laboratorios de todo el mundo para poder llevar a cabo pruebas
de deteccion del virus del Zika y aumentar los esfuerzos para controlar las poblaciones de
mosquitos Aedes [225]. Concretamente, la OMS recomienda fomentar la investigacion y el
desarrollo de una prevencién efectiva y un diagndstico temprano para el control de posibles
brotes futuros. Otros parametros en informes clinicos utilizados para el diagndstico son la
gamma-glutamil-transferasa, leucopenia, serum lactato deshidrogenasa, trombocitopenia y
algunas proteinas marcadoras elevadas (como la proteina C reactiva, fibrindgeno o ferritina)

pueden ayudar a diagnosticar o sospechar de la infeccidn.

También se han desarrollado métodos NAAT para el diagndstico del virus del Zika, como la
amplificacion isotermal mediada por bucle (LAMP, del inglés “Loop-mediated isothermal
Amplification”) y la amplificacién isotérmica mediada por bucle combinada con
retrotranscripcion (RT-LAMP) [224]. Existen varios métodos basados en LAMP y RT-LAMP que
difieren en el gen diana detectado del virus del Zika o en el método de deteccion de la
amplificacion, en general mediante turbidimetria o marcadores fluorescentes. También se ha
desarrollado un método de diagndstico basado en amplificacién basada en secuencias de acidos
nucleicos (NASBA, del inglés “Nucleic Acid Sequence Based Amplification”) acoplada a reacciones
enzimaticas amplificadoras de sefial y deteccidn colorimétrica. Por ultimo, se ha publicado el
método SHERLOCK (del inglés “Specific High Sensitivity Enzymatic Reporter UnLOCKing"”), que
estd basado en la deteccidn de acidos nucleicos in vitro con sensibilidad attomolar basada en la
amplificacion de acidos nucleicos y escision colateral mediada por Cas13a de ARN reportero,

pudiendo realizarse en tiempo real (detallado en seccidn 1.2.2.6) [41,224,226].

4.1.5. Aplicacion de C2CA para detectar el virus del Zika en PBMC infectadas

En este capitulo se llevara a cabo la aplicacion de la técnica C2CA para detectar el virus del Zika.
Para ello, el ARN extraido de células sanguineas periféricas mononucleares (PBMC) infectadas
con el virus del Zika es retrotranscrito en ADNc viral e incubado con sondas Padlock que hibridan
con dicho ADNc. A continuacidon, se media una ligacion, circularizdndose la sonda, seguido de
una amplificacion mediante la enzima phi29. Tras esta amplificacion los productos generados
(RCPs, del inglés “Rolling Circle Product”) son incubados con oligonucledtidos de restriccion que

generan sitios de restriccion, de modo que, tras la correspondiente incubacién con la enzima de
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restriccion, se generan mondmeros que pueden volver a ser ligados y circularizados. Estos
nuevos circulos son amplificados en una segunda ronda por la enzima phi29 utilizando el primer
del oligonucledtido de restriccién como primer iniciador de la amplificacién (Figura 97). En este
capitulo se utilizarad la técnica C2CA basada en dos rondas de amplificacién para detectar
secuencias del virus del Zika, establecer el limite de deteccidn, detectar el virus en células PBMC

infectadas y realizar un ensayo preliminar para evaluar la eficacia de farmacos anti-flavivirales.

RNA ZIKV
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Figura 97. Esquema de C2CA para deteccion de secuencias sintéticas del virus del Zika. El ARN del virus
del Zika es retrotranscrito en ADNc. El ADNc es incubado con una sonda Padlock (PLP) que se circulariza al
hibridar sus extremos con la diana. A continuacion, se lleva a cabo la ligacion y amplificacion mediante
RCA. El producto RCP formado es incubado con oligos de restriccion (RO), que permiten monomerizar el
RCP (tras la adicion de la enzima de restriccion Alul) y los monémeros formados son nuevamente ligados.
RO actua como primer de una segunda ronda de amplificacion. Los RCPs formados son marcados con DO

(Cy3) y CO (Biotina) para su captura y deteccion mediante microscopia.
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4.2. Resultados

4.2.1. Cuantificacion de RCPs obtenidos por RCA y C2CA mediante microscopia

fluorescente

En todos los casos, tras la amplificacién por un ciclo de RCA o dos ciclos de amplificacién RCA
(C2CA), los productos RCA obtenidos (RCPs, del inglés “Rolling Circle Product”) fueron
cuantificados a través de imagenes obtenidas por microscopia de epifluorescencia (Figura 98).
En concreto, los ensayos fueron realizados por duplicado o triplicado y se tomaron 5 imagenes
mediante microscopia en el canal para detectar Cy3, pero, ademas, también se tomaron en 6
canales distintos para detectar si existen sefales inespecificas y descartarlas: Atto, Texas Red,
FITC, Cy5, DAPl y Cy7. En aquellas imdgenes en las que se llevd a cabo la cuantificacion de los
RCPs, el analisis se realizd mediante los softwares Cell profiler e Image). Todos los detalles

metodolégicos se detallan en la seccidn 6.4.5. del capitulo 6. Metodologia.

A B

Imagel
_Nimero RCPs. CellProfiler™
-Didmetro RCPs. el oy == anélisis
-Intensidad RCPs.

-Duplicado.
-5 medidas.
Cy5 Cy7

Figura 98. Flujo de trabajo seguido para cuantificar los RCPs obtenidos tras RCA y C2CA y establecer las

curvas de calibracion y asi como analizar ADNc correspondiente al ARN viral. A) Las muestras fueron
visualizadas por microscopia de epifluorescencia en el canal Cy3, donde se analizé el numero de RCPs, el
didmetro de cada RCPy la intensidad de sefial de los RCPs. B) De cada duplicado se cuantificaron 5 regiones
diferentes, analizandose un total de 10 imdgenes. C) Las imdgenes fueron tomadas por Z-Stack, para
asegurar contabilizar todos los RCPs en todos los planos y fueron analizadas mediante Cell profiler e

ImagelJ. D) Las imdgenes se visualizaron en 6 canales diferentes para descartar las sefiales inespecificas.
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4.2.2. Validaciéon de RCA para detectar secuencias sintéticas del virus del Zika

Para validar las sondas Padlock y la amplificacién por RCA, se llevé a cabo un ensayo empleando
dos sondas Padlock conteniendo cinco regiones funcionales cada una. Estas sondas Padlock son
de 88-mer cada una, y son complementarias a una regidon de 36-mer que se corresponde con el
ADNCc del ARN viral que codifica las proteinas Cy PrM del virus del Zika. Las regiones funcionales
de las sondas Padlock incluyen dos secuencias en los extremos 5’ y 3’ complementarias a estos
36-mer de la diana, de modo que, al hibridar la sonda Padlock con su diana, se circulariza
(secuencias en rojo y verde en la Tabla 14). A continuacién, incluye una tercera region que
contiene una secuencia para ser detectada por un oligonucleétido de deteccién Cy3 (DO), que
esta marcado con el fluoréforo Cy3 (secuencias en naranja en la Tabla 14). Estos DO se uniran a

las secuencias amplificadas en los RCPs permitiendo detectarlos.

La cuarta regidn contiene una secuencia que sera reconocida por oligonucleétidos de captura
(CO), marcados con biotina (secuencias en azul en la Tabla 14). Los CO hibridan con el RCP y
permiten su captura a través de la biotina, una caracteristica que permitird adaptar la deteccion
de los RCPs a un sistema de microfluidica. La quinta regidén se corresponde a una secuencia de
restriccion de 4 nucledtidos, que es reconocida por un oligonucleétido de restriccion (RO)
(secuencia subrayada en Tabla 14), generando un sitio de restriccion de la enzima Alul que
permitira monomerizar el RCP obtenido para llevar a cabo una segunda ronda de amplificacion
cuando se realice C2CA, detallado en las siguientes secciones. Este RO actua como primer del
segundo ciclo de amplificacion. Cabe destacar que las regiones que seran reconocidas por los
oligos de deteccién y de captura, asi como la secuencia que serd reconocida por el oligo de

restriccion son de igual secuencia en todas las sondas Padlock.

Para validar estas sondas y las regiones funcionales incluidas en estas, se disefiaron
oligonucledtidos sintéticos de 89-mer miméticos al ADNc correspondiente del ARN viral que
codifica las proteinas C y PrM. Estos dos oligonucledtidos sintéticos contienen la secuencia de
36-mer complementaria a los extremos de las sondas Padlock (secuencias marcadas en rojo y
verde en la Tabla 14). Estas secuencias marcadas en rojo y verde son complementarias a las
secuencias marcadas con rojo y verde en las sondas Padlock, y se corresponden con las
secuencias de reconocimiento entre la sonda Padlock y la diana. Tras la unién con su diana y la
circularizacion, la sonda Padlock es ligada y amplificada mediante RCA por la enzima Phi29.
En la Tabla 14 se detallan todas las secuencias utilizadas para la validacion y en la Figura 99 se

detalla el esquema seguido para la validacion.
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Tabla 14. Secuencias de las sondas Padlock, dianas sintéticas miméticas a ADNc correspondiente a las
regiones codificantes de la proteina Cy la proteina PrM del virus del Zika, oligos de deteccion y captura

utilizados para validar RCA.

Sondas PLPs y dianas sintéticas para validar RCA

5’ TAATAAAGAAGTTCAAGAAA
PLP C_Protein GTGTATGCAGCTCCTCAGTAATAGTGTCTTACCTCAGCCGATGCAGTGTAAT
AAAGAGGCTATGGAAA 3’

5’ TTTCTTGAACTTCTTTATTA
Diana sintética C_Protein TTTCCATAGCCTCTTTTTTCCCCACTGAACCCCATCTATTGATGAGACCCAGTGATGG
CTTGATTGCCG 3’

5’ CATATCTTTTCCAACCA
PLP Pr_M1 GTGTATGCAGCTCCTCAGTAATAGTGTCTTACCTCAGCCGATGCAGTGTAAT
CGATGCTGGGGAGGC 3’
5’ TGGTTGGAAAAGATATG
Diana sintética Pr_M1 GCCTCCCCAGCATCGTTTCTGTCCAAGTACATATAGTATGCACTCCCACGTCTAGTGA
CCTCCGCTGC 3’
Oligo Deteccion (DO) 1 (RCA) 5’ - CTCAGCCGATGCAGTGTAATTTTT —Cy3 -3’
Oligo Captura (CO) 1 (RCA) 5’ — Biotin - TTTTTCCTCAGTAATAGTGTCTTAC

> : Az A
[ “ A
—> —p % —p V2SS —p (5) Deteccion

" €
Diana sintética (1) Hibridacién o (4 Marcaje RIS J
(2) Ligacion ) b
(3) Amplificacion DO (Cy3)

RCP CO (Biotina)

Figura 99. Esquema de RCA para deteccion de secuencias sintéticas del virus del Zika. La sonda Padlock
se une a la diana, circularizéndose. A continuacion, se lleva a cabo la ligacion y amplificacion mediante
RCA. El producto RCP formado contiene cientos de repeticiones de la secuencia azul y naranja,
correspondiente a los oligonucledtidos DO y CO. A continuacidn, se lleva a cabo una incubacion del
producto RCP con oligo DO marcado con Cy3 para su deteccion por microscopia y CO marcado con biotina

para su captura y andlisis por microfluidica (ver siguientes secciones).

Tras realizar el protocolo de validacion de las dianas sintéticas, los RCPs generados se

depositaron en un portaobjetosy se visualizé por microscopia confocal para detectar cada punto
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individual como una molécula amplificada por RCA. La concentracion de cada sonda, diana y
oligos se detallan en la Figura 99. Cabe destacar que el rendimiento de la reaccidn (moléculas
de ADN sintético afiadidas frente a moléculas RCP detectadas) no es total, por ello, el uso de 100
pM de sonda es adecuado para la deteccion de 1 nM de diana sintética sin generar sefial
inespecifica. La validacidon de ambas dianas sintéticas dio como resultado la formacién de RCPs

visualizados por microscopia confocal (Figura 100).

Diana C_Protein/Pr_M1 1nM /100 pM
PLP C_Protein PLP/Pr_M1 PLP 100 pM
DO Oligo deteccion 1 (RCA) 10nM
co Oligo captura 1 (RCA) 10nM

C_Protein

Negativo

Figura 100. Resultado RCA para la deteccion de secuencias sintéticas mimicas al ADNc de la region
codificante de la proteina C y la proteina PrM del virus del Zika. A) La tabla indica las concentraciones de
las dianas, las sondas Padlock y los oligos DO y CO utilizados para validar RCA. B) Imagen microscopia
fluorescencia. Cada punto representa una molécula diana amplificada por RCA. Microscopio Zeiss Axio

Imager Z2. Objetivo 20x.
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4.2.3. Evaluacion de la interferencia de los oligos DO y CO

Los oligonucledtidos DO y CO para detectar y capturar los RCPs se disefiaron para que el
fluoréforo Cy3 y la biotina se encontrasen en extremos opuestos, evitando problemas estéricos
al hibridar. Para validar si laincubacién exclusivamente con DOy la incubacién con ambos oligos,
DOy CO, interfiere en la deteccién de los RCPs detectados por microscopia, se realizd un ensayo
por triplicado utilizando una concentracién de 100 pM de PLP y 100 pM de diana sintética
correspondiente a ADNc de la regién codificante de la proteina C del virus del Zika junto con un
exceso de 10 nM de DO y CO. Ademas del nimero de RCPs detectados, se midié la media de la
intensidad de sefal de todos los RCPs detectados y la media del diametro de cada RCP
detectado, utilizando el software Cell profiler. Una gran variacién indicaria cierta interferencia,

sin embargo, el resultado mostré una deteccion similar en ambos casos (Figura 101).

A Diana C_Protein 100 pM
PLP C_Protein PLP 100 pM
DO Oligo deteccién 1 (RCA) 10 nM
co Oligo captura 1 (RCA) 10 nM

B C 15001
£
]
° ® 1000
a o
o %
500
0_
DO DO+CO
o
2
©
% Intensidad media | Diametro medio
= 0.337 2.1
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DO DO+CO

Figura 101. Comparativa de la sefial obtenida de RCA utilizando solo el oligo DO y ambos oligos DO+CO.
A) La tabla muestra las concentraciones utilizadas de la diana, sonda y los oligos DO y CO. B) Imagen de
RCPs obtenidos por microscopia de epifluorescencia. C) Comparacion de numero de RCPs obtenidos
incubando con un DO y con DO+CO. No se aprecio una variacion significativa en el numero de RCPs. Media
de intensidad y de didmetro de cada RCP analizado. Estos pardmetros son obtenidos de forma automdtica

mediante andlisis por Cell profiler y carecen de unidades. Microscopio Zeiss Axio Imager Z2. Objetivo 20x.
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4.2.4. Curva de calibracion 1RCA para la diana sintética correspondiente a ADNc de la

region codificante de la proteina C del virus del Zika

A continuacion, se procedid a establecer una curva de calibracién 1RCA para la diana sintética
correspondiente a ADNc de la regién codificante de la proteina C del virus del Zika para calcular el limite
de deteccidn y establecer si la técnica mantiene una regresién lineal de amplificacién con
respecto a la concentracion. El ensayo se realizé utilizando 100 pM de sonda Padlock, 10 nM de
DO y CO y las siguientes concentraciones de diana sintética: 1000 pM, 100 pM, 10 pM, 1 pM
(Figura 102).

Diana C_Protein 1nM/100pM/10pM /1 pM
PLP C_Protein PLP 100 pM
DO Oligo deteccién 1 (RCA) 10 nM
co Oligo captura 1 (RCA) 10 nM

1pMm Negativo

Figura 102. Imdgenes de microscopia de los RCPs obtenidos en la curva de calibracion y analizados
mediante microscopia de fluorescencia. La tabla muestra las concentraciones usadas. Se observa una
disminucion de los RCPs obtenidos conforme disminuye la concentracion. Por debajo de 1 pM no se

encontraron RCPs en la muestra. Microscopio Zeiss Axio Imager Z2. Objetivo 20x.

El resultado mostrd una sefial proporcional a la concentracién de la diana sintética, donde
puntos de concentracidn inferiores a 1 pM no mostraron RCPs. Para analizar estas sefiales
obtenidas, se llevd a cabo la cuantificacién de cada uno de los puntos de concentracién con el

método anteriormente descrito y utilizando los siguientes parametros:

-Cell profiler ajustando parametros al ruido de fondo. En este caso se ajustan los pardmetros

segln el ruido de fondo de cada una de las imagenes tomadas. Cada imagen es transformada al
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formato Black & White siguiendo la opcién del programa Zeiss Zen Black Edition y se identifican

los RCPs presentes.

-Cell profiler fijando parametros. Es posible analizar todas las imagenes en conjunto. Para ello,
las imagenes son transformadas al formato ORG en el programa Zeiss Zen Black Edition y se fijan
los parametros con los que se cuantifican todos los RCPs, independientemente del ruido de

fondo. Este método es eficaz, pero también puede suponer la pérdida de algunos RCPs.

-Imagel. Image) permite contar RCPs con la funcién FindMaxima y escogiendo el umbral
adecuado para cuantificar los RCPs. Es un método de cuantificacidn rapido y eficaz,
especialmente en aquellas imagenes bien con un alto nimero de RCPs o bien un bajo nimero

de RCPs y es posible contabilizarlos con la funcién “contaje manual”.

Los analisis se realizaron cuantificando 5 imagenes, y se mostré que cuando la concentracidn
disminuye un orden de magnitud, el nUmero de RCPs cuantificados también disminuye un orden
de magnitud, mostrando que los tres métodos tienen una relaciéon de concentracién y nimero

de RCPs detectados similar. La Tabla 15 recoge los parametros y resultados de RCPs obtenidos.

Tabla 15. Métodos y pardmetros utilizados para cuantificar los RCPs (n = 5) obtenidos mediante 1RCA. El
umbral escogido para distinguir la sefial inespecifica en cell profiler varia en imdgenes BW y ORG. Se
muestra la media de los RCPs contabilizados segun cada método. Se muestran los RCPs contados de forma

manual con Image J.

Parametros usados
Cell profiler. Cell profiler. Image |
Imagenes BW Imagenes ORG
Parametro Contaje Parametro Contaje Parametro Contaje
RCPs RCPs RCPs
?T:Z:;s:;c.) 25 25 Tolerancia
1nM Rango diametro. 125 6306 125 6250 10 9649.8
Umbral 0.025 0.01
Didmetro maximo 25 25 Tolerancia
100 pM Rango diametro 1-25 784 1-25 560 10 960
Umbral 0.1 0.01
Didmetro maximo 25 25 .
10pM | Rango diametro 125 76.5 125 50.75 Toleggnc'a 68.75
Umbral 0.3 0.01
Image J (contaje manual)
1pM 8.4
100fM 0.34
10fm 1.6
Negativo 0.8
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Se escogid el analisis con Cell profiler (Imagenes BW) y el contaje manual con Image J de
imagenes con un reducido numero de RCPs para realizar el analisis estadistico de los datos
obtenidos, mostrando un coeficiente de variacién del conjunto de la media de los RCP contados

en un rango de entre 5 % y 20 % (Tabla 16).

Tabla 16. Concentracion, copias de target, media (n = 5) de RCPs detectados tras 1RCA y desviacion
estdndar. El coeficiente de variacion presenté un rango entre el 5 % y 21 %, excepto para 0,1 pM (fuera

del limite de deteccion) y el negativo.

Concentracion Media RCPs Desviacion Coeficiente variacion Signal to noise
Detectados (n =5) estandar (SD) RCPs detectados ratio
1000 pM 6306 771,5 12,23 % 3941,25
100 pM 784 152,5 19,45 % 490
10 pM 76.5 15,70 20,52 % 47,8125
1pM 8.4 0,5477 6,521 % 5,25
0,1 pM 0,8 0,5774 173,2% -
Negativo 1.6 1,140 71,26% -

La representacion de los datos en la curva de calibracién mostrd una regresion lineal, por tanto,
mostrando la capacidad analitica del método 1RCA (Figura 103). El limite de deteccion
experimental (LoD), es decir, la concentracién minima detectada experimentalmente, mostré
ser de ~1 pM. El LoD tedrico, es decir, tres veces la desviacién estandar del control negativo

entre la pendiente de la recta, mostré ser 0,55 pM.

1RCA Calibration curve

105—
104
102

102

RCP count (C2CA)

101 R? = 0.9969

LoD Threshold
10° 1 1 1 1 1
1 10 100 1000 10000

Target concentration (pM)

Figura 103. Curva de calibracion 1RCA para ADN sintético correspondiente a ADNc del ARN del virus del
Zika. Cada punto representa la media de RCPs detectadas en una concentracion (n = 5) y la desviacion

estdndar. En la grdfica se muestra el LoD (0,55 pM).
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Por ultimo, se calculd el nimero de copias de ssDNA diana que se detectd. Para ello se realizé
una estimacién teniendo en cuenta el volumen y peso molecular de la sonda. Es posible calcular
el numero de copias de ssDNA diana detectado, realizando una estimacidén teniendo en cuenta
el volumen y el peso molecular de la sonda. La mezcla de reaccién total fue de 60 L con una
concentracién 1 pM, por tanto, se depositaron 6 - 10° pmoles de diana sintética. Considerando
la longitud de la sonda (89-mer), ayuddandonos de herramientas para calcular el peso molecular
de esta sonda, se calculé que en los 60 pL de mezcla de reaccién se corresponden con 1,6512 pg
de diana inicial, por tanto, se depositaron 3,72 x 107 copias de ssDNA diana, en tanto, el limite

de deteccién experimental es de 6,2 x 10° copias / puL 0 6,2 x 108 copias / mL.

4.2.5. Curva de calibracion C2CA para la diana sintética ADNc de la regidn codificante

de la proteina C del virus del Zika

Una vez comprobada la eficacia de RCA para amplificar las dianas sintéticas correspondientes a
ADNCc del virus del Zika, la ausencia de interferencia entre DO y CO y que la amplificacién
presenta una regresion lineal, se procedié a la validacién del sistema C2CA. Para ello, se utilizd
la diana sintética correspondiente al ADNc de la regidn codificante de la proteina C del virus del
Zika, pero en este caso una secuencia biotinilada. Este sistema mimetiza al ADNc biotinilado que
se obtendra en la siguiente seccién realizando la retrotranscripcion del ARN viral con primers
biotinilados. A continuacién, se realiza la primera ronda de RCA, y tras la amplificacion, el
producto RCP biotinilado es capturando empleando beads magnéticas marcadas con
estreptavidina, concretamente, Estreptavidin T1 Dynabeads™ MyOne™ (ThermoFisher Scientific,

CA, USA).

El sobrenadante (que incluye sondas Padlock que no hayan hibridado, la enzima phi29 y dNTPs)
es lavado y las beads magnéticas son lavadas varias veces para eliminar todos los productos que
no hayan reaccionado. A continuacion, los RCPs fueron incubados con el oligo de restriccién (RO)
y la enzima de restriccion Alul. Esto monomerizd los RCPs en pequefios fragmentos que, tras la
adicion de ligasa, se ligan y vuelven a circularizarse. En este punto se descartaron las beads
magnéticas. En los RCPs circularizados, el oligo de restriccién actia como primer iniciando la
segunda amplificacién C2CA. Los nuevos RCPs obtenidos fueron incubados con los oligos de
detecciony captura (DO y CO) vy visualizados por microscopia de fluorescencia. Todos los detalles
del metodoldgicos se indican en la seccion 6.4.5. de metodologia. Todas las secuencias utilizadas

para realizar C2CA se detallan en la Tabla 17.
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Tabla 17. Secuencias de la diana sintética biotinilada correspondiente al ADNc correspondiente a la
region codificante de la proteina C del virus del Zika, las sondas Padlock (PLPs) utilizadas, asi como los

oligos de deteccion (DO), captura (CO) y restricciéon (RO) para llevar a cabo la validacion de C2CA.

Sondas PLPs y dianas sintéticas para validar RCA

. o . 5’ — Biotin - TTTCTTGAACTTCTTTATTA
Diana sintetica C_Protein TTTCCATAGCCTCTTTTTTCCCCACTGAACCCCATCTATTGATGAGACCCAGTGATGG
CTTGATTGCCG 3’
5’ - TAATAAAGAAGTTCAAGAAA
PLP C_Protein GTGTATGCAGCTCCTCAGTAATAGTGTCTTACCTCAGCCGATGCAGTGTAAT
AAAGAGGCTATGGAAA 3’
Oligo captura (CO) 2 (C2CA) 5’ — GTAAGACACTATTACTGAGGATTTT — Biotin - 3’
Oligo deteccién (DO) 2 (C2CA) 5’ — Cy3 — TTTTATTACACTGCATCGGCTGAG — 3’
Oligo restriccion (RO) 5 - AGCT -3’

El ensayo se realizé utilizando 100 pM de sonda Padlock, 10 nM de DO y CO vy las siguientes
concentraciones de diana sintética: 1000 fM, 100 fM, 10 fM, 1 fM, 100 aM, 10 aM. Tras la
amplificacion mediante C2CA se obtuvieron imagenes que muestran la disminucién de los RCPs

obtenidos conforme disminuye la concentracién de la diana (Figura 104).
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Diana C_Protein 1pM/100fM/10fM/1fM /100 aM /10 aM
PLP C_Protein PLP 100 pM
DO Oligo deteccidn 2 (C2CA) 10 nM
co Oligo captura 2 (C2CA) 10 nM

Negativo

Figura 104. RCPs obtenidos en la curva de calibracion C2CA y analizados mediante microscopia de
fluorescencia. La tabla muestra las concentraciones usadas. Se observa una disminucion de los RCPs
obtenidos conforme disminuye la concentracion. El nimero de RCPs por debajo de 10 aM es indistinguible

con respecto al negativo. Microscopio Zeiss Axio Imager Z2. Objetivo 20x.

A continuacidn, se llevd a cabo el analisis descrito en la seccidn 4.2.5. para cuantificar la media
de RCPs obtenidos. De nuevo, los tres métodos mostraron que cuando la concentracion
disminuye un orden de magnitud, el nimero de RCPs cuantificados también disminuye un orden
de magnitud, mostrando que los tres métodos muestran una relacién de concentracién y
numero de RCPs detectados similar. En el caso de 1000 fM, la medicidn se realizé con Image J,
funcién Find Maxima Tolerancia 10, debido a que Cell Profiler fue incapaz de realizar la
cuantificacion debido al alto nimero de RCPs. La Tabla 18 recoge los parametros y resultados

de RCPs obtenidos.
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Tabla 18. Métodos y pardmetros utilizados para cuantificar los RCPs obtenidos mediante C2CA. El umbral

escogido para distinguir en cell profiler la sefial inespecifica varia en imdgenes BW y ORG. Se muestra la

media de los RCPs contabilizados segtin cada método. Se muestran los RCPs contados de forma manual

con Image J.
Parametros usados
Cell profiler. Cell profiler.
. . Image J
Imagenes BW Imagenes ORG
Parametro Contaje Parametro Contaje Parametro Contaje
RCPs RCPs RCPs
Dr:]aén):i?\:;o 25 25 Tolerancia
100 fM Rango didmetro 250 15036.6 125 15750.6 20 17277.2
Umbral 0.025 0.01
Dr;aér:i(:r::)O 25 25 Tolerancia
10 fm Rango diametro 250 5151.75 125 847.8 20 2263
Umbral 0.025 0.01
Dn;aér:(]i:z)o 25 25 Tolerancia
1fM 16.4 150. .
Rango diametro 2-50 316 1-25 >0-6 20. 3366
Umbral 0.1 0.01
Image J (tol 10)
1000 fM 130974.4
Image J (contaje manual)
100aM 70
10aMm 48.2
Negativo 42.4

A continuacion, se llevd a cabo el analisis estadistico de los datos obtenidos, mostrando un

coeficiente de variacién del conjunto de la media de los RCP contados en un rango de entre 5 %

y 13 % (Tabla 19).
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Tabla 19. Concentracion, copias de target, media (n = 5) de RCPs detectados tras C2CA y desviacion

estdndar. El coeficiente de variacion presentdé un rango entre el 5 % y 30 %. 0,1 fM (100 aM) mostré ser el

punto mds bajo detectado.

Media RCPs Desviacion Coeficiente variacion Signal to noise
Concentracion
Detectados (n =5) estandar (SD) RCPs detectados ratio
1000 fM 130974.4 67645 15,77 % 3089,01
100 fM 15036.6 863,1 5,740 % 354,62
10 fM 5151,75 1504 29,20 % 121,5
1fM 316,4 39.63 12,52 % 7,46
100 aM 70,00 14.75 21,07 % 1,65
10 aM 48,20 12.83 26,63 % 1,13
Negativo 42.4 - - -

la representacion de los datos en la curva de calibracidn mostré una regresién lineal (Figura

105). Por ultimo, se calculd el LoD experimental, es decir, la concentracion mas baja que puede

ser detectada experimentalmente, calculado en 100 aM. El LoD tedrico, es decir, tres veces la

desviacion estandar del control negativo entre la pendiente de la recta, calculado como 112 aM.

RCP count (C2CA)

C2CA calibration curve

108
105 by
104_
103—
R? = 0.9636

102

s [ ] LoD Threshold
10° 1 1 1 1 | 1 1

0,01 0,1 1 10 100 1000

Target concentration (fM)

10000

Figura 105. Curva de calibracion C2CA para ADN sintético correspondiente a ADNc del ARN del virus del

Zika. Cada punto representa la media de RCPs detectadas en una concentracion (n = 5) y la desviacion

estdndar. En la grdfica se muestra el LoD (112 aM).
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Por tanto, método C2CA incrementa 4 6rdenes de magnitud el limite de deteccién (de ~1 pM a
~100 aM) con respecto al método 1RCA, detectdndose en 100 aM un total de 3,72 x 103 copias
de target en afadidas a la mezcla de reaccidn, lo que se traduce en 62 copias / uL de diana

detectada (o0 6,2 x 103 copias / mL).

4.2.6. Aplicacion de C2CA y analisis por microscopia para diagndstico molecular del

virus del Zika y evaluacion de la eficacia de farmacos antiflavivirales

A continuacidn, se procedié a evaluar la eficacia de C2CA para diagnosticar y detectar el virus
del Zika y monitorizar la eficacia de dos farmacos antiflavivirales mediante este método.
Concretamente se probd el antiviral TH5487, un antiviral de amplio espectro [227] y el antiviral
Ribavirina, un nucleédsido sintético utilizado como farmaco antiviral frente al virus respiratorio
sincitial (RSV, del inglés “Respiratory Syncitial Virus”) y, en combinacidén con interferén alfa,
frente al virus de la hepatitis C (VHC), ademas de frente a otros virus que causan fiebres

hemorragicas [228].

Para ello, se colaboré con el grupo del laboratorio de Helleday del Karolinska Institutet, que
realizd los ensayos de infeccién de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs, del
inglés “Peripheral Blood Mononuclear Cell”) de donadores sanos del Karolinska University
Hospital (Suecia). Brevemente, las PMBC fueron aisladas de donadores sanos y separadas en dos
grupos: PBMC no infectadas y cultivadas en su medio usual y PBMC incubadas en medio con
virus del Zika con una multiplicidad de infeccién (MOI) de 10 durante una hora. En este segundo
grupo, a continuacion, se sustituyd el medio conteniendo bien DMSO (como control), bien
TH5487 (10 uM) o bien Ribavirina (100 uM). Tras 8, 24 o 48 horas de infeccion, las células fueron
colectadas, lisadas y se extrajo el ARN. Este ARN fue retrotranscrito para analizar la presencia

del virus del Zika mediante RT-qPCR o C2CA.

Para evaluar la eficacia de C2CA en detectar el virus y la eficacia de la Ribavirina, el ARN extraido
fue retrotranscrito utilizando random primers de 10-mer de longitud biotinilados, obteniendo
un ADNCc del virus biotinilado. A continuacidn, se llevé a cabo el ensayo C2CA. Para aumentar el
LoD, se realizdé C2CA utilizando 12 sondas Padlock disefiadas para hibridar a lo largo de todo el
ADNCc del ARN viral del virus del Zika. El uso de 12 sondas permitird aumentar el limite de
deteccion de C2CA. Concretamente, estas sondas hibridan con el ADNc de las secuencias que
codifican la proteina C, la proteina PrM, la proteina E y frente a regiones de proteinas no
estructurales (proteinas NS) (Tabla 20). La Figura 106 muestra una representacion esquematica

de las regiones del ADNc viral a las que se unen las sondas. Las regiones frente a las que hibridan
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estas sondas Padlock son comunes a la cepa de la Polinesia Francesa, (H/PF2013), la cepa
africana (AY632535) y la cepa americana (KU312312). Ademds, se comprobd que las sondas no

hibridan con el ARN viral del virus del Dengue para evitar hibridacién cruzada.

Tabla 20. Set de sondas PLPs utilizadas para detectar ADNc del virus del Zika. Las sondas hibridan a lo
largo de todo el ADNc del virus del Zika. Al igual que en las Tablas 14y 17, las secuencias marcadas en rojo
y verde se corresponden a las secuencias que hibridan con el ADNc del virus del Zika, las secuencias
marcadas en azul y naranja son detectadas por el DO y CO respectivamente, y la secuencia subrayada es

reconocida por el RO, generando un sitio de restriccion de Alul.

Sondas PLP usadas para la deteccion del virus del Zika
C Protein 5’TAATAAAGAAGTTCAAGAAAGTGTATGCAGCTCCTCAGTAATAGTGTCTTAC
- CTCAGCCGATGCAGTGTAT AAAGAGGCTATGGAAA 3’
Pr M1 5’CATATCTTTTCCAACCAGTGTATGCAGCTCCTCAGTAATAGTGTCTTAC
- CTCAGCCGATGCAGTGTAATCGATGCTGGGGAGGC 3’
Pr M2 5’CTTGGTCATGATACTGGTGTATGCAGCTCCTCAGTAATAGTGTCTTAC
- CTCAGCCGATGCAGTGTAATGAGCCAAAAAGTCATATA 3’
E1 5’CAATATGTCTGCAAAAGGTGTATGCAGCTCCTCAGTAATAGTGTCTTAC
- CTCAGCCGATGCAGTGTAATAAGCAATCAGACACT 3’
£ 5’CATTGGAACGTTGCTGTGTATGCAGCTCCTCAGTAATAGTGTCTTAC
CTCAGCCGATGCAGTGTAATGGTTCTCACAAATTCT 3’
NS1 5’TAAAAAACCCCATGTGGTGTATGCAGCTCCTCAGTAATAGTGTCTTAC
CTCAGCCGATGCAGTGTAATTCGTTGTGGGATCTG 3’
NS2A 5’ ACTGGAGGAGATGTAGGTGTATGCAGCTCCTCAGTAATAGTGTCTTAC
CTCAGCCGATGCAGTGTAATTTCGCGGAAATGAAC 3’
NS2B 5’GGTGACATCACATGGGTGTATGCAGCTCCTCAGTAATAGTGTCTTAC
CTCAGCCGATGCAGTGTAATGTACATTGAAAGAGCA 3’
N3 5’'TCAGGCTTTGATTGGGTGTATGCAGCTCCTCAGTAATAGTGTCTTAC
CTCAGCCGATGCAGTGTAATGAGAGAGCCTGGAGC 3’
NSAA 5’AGAGATTCCAGGAAGGTGTATGCAGCTCCTCAGTAATAGTGTCTTAC
CTCAGCCGATGCAGTGTAATCAGGACACATGACAG 3’
NSAB 5 TGTTGTTTGGTATGGGGTGTATGCAGCTCCTCAGTAATAGTGTCTTAC
CTCAGCCGATGCAGTGTAATCCACGCAAGCTGGAG 3’
NS5 5’'TCTAGTCCTGAAGTGGGTGTATGCAGCTCCTCAGTAATAGTGTCTTAC
CTCAGCCGATGCAGTGTAATCATAGGTGAGTCATCA 3’

i W Y T 3 GONEN LNEN ESEN- LN

Cprot Pr_M1/2 E NS1 NS2A/B NS3 NS4A NS4B NS5

Figura 106. Representacion esquemdtica de las regiones que conforman el genoma del virus del Zika y
del set de 12 sondas Padlock utilizadas para su deteccion mediante C2CA.
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La retrotranscripcién puede ser un importante paso limitante en la deteccidn del virus,
especialmente cuando el ARN viral se encuentra en una baja concentracion. Para abordar esta
limitaciéon, los ensayos fueron realizados utilizando distintos kits comerciales de
retrotranscripcidn: Transcript Me (BLIRT, Poland), Superscript Ill (ThermoFisher Scientific, CA,
USA) y Superscript IV (ThermoFisher Scientific, CA, USA). Los tres kits comerciales utilizan la
enzima reverso-transcriptasa procedente del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLYV).
El kit TranscriptMe utiliza una enzima recombinante que permite sintetizar cadenas largas de
ADNCc. Las enzimas de los kits Superscript Ill y Superscript IV presentan mutaciones que mejoran
la eficacia de la retrotranscripcion, reducen la actividad ARNasa de la enzima, presentan mayor
resistencia a inhibidores y permiten la sintesis de cadenas largas de ADNc, siendo la enzima del
kit Superscript IV la mas eficaz. Por tanto, en los ensayos detallados a continuacion se llevo a
cabo una evaluacién comparativa de la eficacia de los antivirales TH5487 y Ribavirina, de los tres
kits comerciales de retrotranscripcién y de los métodos RT-qPCR y C2CA para detectar el virus

del Zika y monitorizar la eficacia de las drogas antiflavivirales.

A) Analisis comparativo utilizando el kit TranscriptMe y el antiviral TH5487. En este primer
analisis, las PBMC de un donador sano voluntario fueron cultivadas e infectadas con virus del
Zika a un MOl de 10. A continuacidn, se trataron con TH5487 (10 uM) para evaluar la eficacia de
este antiviral durante un tratamiento de 8 horas, 24 horas y 48 horas, empleando DMSO con
control negativo. Tras el tratamiento, las células fueron lisadas, el ARN extraido y retrotranscrito
para posteriormente ser analizado por RT-qPCR y establecer la carga viral, es decir, el nUmero
de particulas por mL (Tabla 21). Los resultados por RT-qPCR mostraron que la carga del virus era
mayor en PBMC tratadas con el antiviral TH5487 que en aquellas tratadas con DMSO, lo cual no

es indicativo de que esta droga sea un eficaz antiviral para el virus del Zika (Tabla 21).

A continuacién, este mismo ARN fue retrotranscrito usando el kit TranscriptMe con random
primers de 10-mer de longitud biotinilados y el ADNc biotinilado obtenido fue amplificado
mediante C2CA. Debido al resultado obtenido por RT-qPCR, sélo se compararon los resultados
obtenidos en las PMBC tratadas con DMSO (Tabla 21, fila resaltada en azul). Los resultados
obtenidos por C2CA no mostraron relacion con los resultados obtenidos por RT-qPCR (Figura

107) debido a que por RT-gPCR se detectaron 9791 particulas virales por mL.

Estos resultados podrian explicarse debido a una accién deficiente del antiviral TH5487. La
correlacién inexistente entre los resultados de RT-qPCR y C2CA puede deberse a una baja
concentracién de ARN viral y, por tanto, a una deficiente retrotranscripcion con el kit

TranscriptMe. Ambos resultados fueron analizados mediante una correlaciéon, mostrando un
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Coeficiente de Pearson de r = 0,7298 y p = 0,7298, por tanto, no significativo (a = 0,05), por

tanto, no guardando relacion.

Tabla 21. Carga viral detectada por RT-qPCR del set de muestras 1. La carga viral mostré ser mayor tras
24 horas y 48 horas de infeccion viral y tratamiento con 10 uM de inhibidor viral TH5487, por tanto, la

infeccion y el tratamiento antiviral no fueron eficaces. La fila resaltada en azul se analizo mediante C2CA.

Primer set de muestras Infectadas por el virus del Zika Carga viral (nimero de particulas por mL)
Set de muestras: 8h 24h 48h
No infectada y tratada con DMSO. No amplificada. |No amplificada. | No amplificada.
Infectada con el virus del Zika, cepa polinesia francesa a
9791 194 225
un MOI de 10y tratada con DMSO.
Infectad | virus del Zika, linesia fi
nfectada con el virus del Zika, cepa polinesia francesa a 3101 846 419
un MOI de 10y tratada con 10 uM de TH5487.
Sample set 1 (PCR) Sample set 1: Transcript Me (C2CA)
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Figura 107. Resultados obtenidos de la evaluacion comparativa de retrotranscripcion con el kit
TranscriptMe y amplificacion por RT-qPCR y C2CA. Los datos de RT-qPCR fueron cedidos. La carga viral
detectada por RT-qPCR y por C2CA no guardaron relacion.

B) Andlisis comparativo utilizando el kit Superscript lll y los antivirales TH5487 y Ribavirina. En
el segundo set de muestras analizado, las células PMBC de tres donadores sanos diferentes (n =
3) fueron infectadas con virus del Zika y tratadas durante 8 horas con antiviral TH5487 (10 uM)
y Ribavirina (100 uM) usando tratamiento con DMSO como control negativo. Fueron tratadas
durante 8 horas y a continuacién el ARN fue extraido, retrotranscrito y analizado por RT-gPCR
para establecer el nUmero de particulas virales (Tabla 22). A continuacion, se llevé a cabo un

ensayo C2CA utilizando el kit de retrotranscripcién Superscript Ill.
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Tabla 22. Carga viral detectada por RT-qPCR. De nuevo, la carga viral de las PMBC infectadas y tratadas
con TH5487 no mostré ser menor (en los casos de los donadores 1y 3) que las PMBC tratadas con DMSO

por control. Sin embargo, la Ribavirina si mostro reducir la carga viral en los tres casos.

Segundo set de muestras PBMC infectadas con el virus del Zika
., . Tiempo de Carga viral:
Donador Infeccidn Tratamiento : » Muestra 3
incubacion particulas / mL
ZIKV DMSO 8h ARN 3446
ZIKV TH5487 10 uM 8h ARN 5008
Donador 1
ZIKV Ribavirina 100 uM 8h ARN 1627
No infectado DMSO 8h ARN -
ZIKV DMSO 8h ARN 5601
ZIKV TH5487 10 uM 8h ARN 3833
Donador 2
ZIKV Ribavirina 100 uM 8h ARN 1839
No infectado DMSO 8h ARN -
ZIKV DMSO 8h ARN 5740
ZIKV TH5487 10 uM 8h ARN 5450
Donador 3
ZIKV Ribavirina 100 uM 8h ARN 3907
No infectado DMSO 8h ARN -

En este set de muestras, la Ribavirina mostrd reducir la carga viral comparada con las PBMC
tratadas con DMSO y el antiviral TH5487 (Tabla 22). Sin embargo, al realizar el andlisis mediante
C2CA, el nimero de RCPs tampoco guardo relacion alguna con el analisis por RT-gPCR (Figura

108).
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A Sample set 2: PCR.
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Figura 108. Evaluacion comparativa de resultados obtenidos mediante RT-gPCR y C2CA realizando
retrotranscripcion mediante SSIIl. A) Resultados obtenidos mediante RT-qPCR. B) Resultados obtenidos
mediante C2CA. En ninguno de los donadores se corresponde el nimero de resultados obtenidos de la RT-

gPCR con los resultados obtenidos mediante C2CA.

Este resultado fue analizado mediante una correlacidn, calculando el coeficiente de Pearson. El
coeficiente de Pearson fue negativo (r = -0,2787) y no significativo (p = 0,4677, a = 0,05), por

tanto, mostrando que los analisis mediante PCR y C2CA no guardan relacién (Figura 109).
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C2CA - PCR correlation (SSlll)
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Figura 109. Andlisis de correlacion entre los resultados obtenidos en el set de muestras 2 mediante PCR
y C2CA usando SSll. El coeficiente de Pearson negativo (r = 0.2787) mostré que ambos resultados no se

correlacionan.

Estos resultados podrian ser explicados debido a que la concentracién de ARN viral sea bajay el
kit Superscript Il no sea suficientemente eficaz para producir ADNc que pueda ser

posteriormente detectado mediante C2CA. Para ello, se probd un tercer kit, Superscript IV.

C) Analisis comparativo utilizando el kit Superscript IV para retrotranscripcion. El mismo set de
muestras anterior fue analizado utilizando el kit comercial Superscript IV. Utilizando este kit, el
resultado obtenido de andlisis por C2CA y microscopia mostré una buena correlacién con los
resultados obtenidos por RT-qPCR. Ademas, en ambos casos la Ribavirina mostré una carga viral

inferior en los tres donadores (Figura 110).
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Figura 110. Evaluacion comparativa de resultados obtenidos mediante RT-gPCR y C2CA realizando
retrotranscripcion mediante SSIIV. A) Resultados obtenidos mediante RT-qPCR. B) Resultados obtenidos
mediante C2CA. En este caso los resultados mediante C2CA mostraron ser similares a los obtenidos

mediante RT-qPCR.

Este resultado fue analizado mediante una correlacidn, calculando el coeficiente de Pearson. El
coeficiente de Pearson fue positivo (r = 0,8144) y significativo (p = 0,0075, a = 0,05), por tanto,
mostrando que ambos andlisis correlacionan positivamente y significativamente (Figura 111).

Las imagenes obtenidas para realizar la cuantificacién se muestran en la Figura 112.
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C2CA - PCR correlation (SSIV)
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Figura 111. Andlisis de correlacion entre los resultados obtenidos en el set de muestras 2 mediante PCR
y C2CA usando SSlll. El coeficiente de Pearson positivo (r = 0.8144) y significativo (p = 0,0075, a = 0,05),

por tanto, mostrando que ambos andlisis correlacionan positivamente.

Donador 1 DMSO Donador 1 TH5487 Donador 1 Ribavirina | Donador 1 No infectado

Donador 2 DMSO Donador 2 TH5487 Donador 2 Ribavirina | Donador 2 No infectado

Donador 3 DMSO Donador 3 TH5487 Donador 3 Ribavirina | Donador 3 No infectado

Figura 112. RCPs obtenidos en la curva de calibracion C2CA y analizados mediante microscopia de
fluorescencia. Se observa una disminucion de los RCPs obtenidos en las muestras tratadas con Ribavirina.
Las muestras tratadas con TH5587 no mostraron una disminucion eficaz. Microscopio Zeiss Axio Imager

Z2. Objetivo 20x.
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Por tanto, el analisis mediante C2CA utilizando Superscript IV mostré que las PBMC infectadas
con virus del Zika y tratadas con Ribavirina presentan una carga viral menor que las PBMC
tratadas con DMSO y tratadas con TH5487. Por tanto, Superscript IV, C2CA y el tratamiento con
Ribavirina de PBMC infectadas con virus del Zika fueron los pardmetros escogidos para continuar
una serie de experimentos que se continuaron en el laboratorio, sin formar parte de este
capitulo, para acoplar la deteccién del virus del Zika mediante C2CA en un dispositivo de
microfluidica para mejorar la sefial detectada y monitorizar la eficacia de farmacos

antiflavivirales.

4.2.7. Breve reseina: Aplicacion de C2CA y andlisis por microfluidica para el diagnéstico

molecular de la fiebre del Zika y la evaluacidn de farmacos antiflavivirales

Los resultados obtenidos en este capitulo fueron utilizados en una fase final del proyecto para
combinar C2CA con un analisis mediante microfluidica para la deteccion del virus del Zika. La
aplicacién de C2CA en microfluidica fue llevada a cabo por Ruben R.G. Soares, del grupo de
Diagndstico Molecular de Scilife, Estocolmo, Suecia. Este sistema consiste en una plataforma de
cromatografia de afinidad enriquecida por microfluidica (LACE, del inglés “microfluidic affinity
chromatography enrichment”) formada por una cdmara que contiene beads de agarosa
marcadas con estreptavidina, un canal de entrada y un canal de salida. En la plataforma C2CA-
MACE, a través de los canales circula un flujo que contiene los RCPs. Estos RCPs, marcados con
el oligo DO con Cy3, pero también con el oligo CO con biotina, son atrapados por las beads de
agarosa, mientras que el resto de la solucién, con todo el resto de oligos DO marcados con Cy3

y cualquier sefial inespecifica adicional, son eliminados por el canal de salida. (Figura 113).

Zika virus RNA
Streptavidin

agarose beads
C2CA products .
Cy3

@-»
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Figura 113. Esquema de adaptacion del método C2CA al sistema de microfluidica uACE (C2CA-uACE)
para la cuantificacion (media o discreta) de los RCPs capturados en beads de agarosa marcadas con

estreptavidina. Adaptado de Ruben R.G. Soares et al (2021). Reproducido de la referencia [229].
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Este sistema ha mostrado, en estudios previos, aumentar la sensibilidad hasta en 2 drdenes de
magnitud la deteccién de RCPs procedentes de amplificaciones de RCA [230]. Una vez atrapados
los RCPs por las beads de agarosa marcadas con estreptavidina, se toma una imagen de la sefial
fluorescente, que bien puede ser una media de toda la sefial obtenida, o bien una sefial discreta
de cada RCP mediante el microscopio de fluorescencia Nikon Ti-Eclipse (objetivo 40x), equipado

con una luz SOLASE y una cubeta de filtro TRITC.

La plataforma C2CA-uACE mostro ser eficaz para detectar el virus del Zika, detectando menos
de 1.7 x 10° copias / mL del ARN viral del Zika, y, ademas, y mostré que la Ribavirina reduce en
un orden de magnitud numero de particulas virales detectadas en PMBC tratadas con DMSO

frente a las particulas virales detectadas en PMBC tratadas con Ribavirina (Figura 114) [229].
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Figura 114. Andlisis de deteccion del virus del Zika mediante la plataforma C2CA-UACE. A) Cuantificacion
de titulos de ARN viral del Zika en concentraciones mediante C2CA-UACE crecientes en sobrenadantes de
PBMC infectadas in vitro y cuantificados por RT-qPCR (sefial fluorescente media y sefial discreta). B)
Imdgenes representativas de los datos obtenidos en uUACE mediante fluorescencia. Barra escala 100 um.
C) Medicion de los titulos de ARN del Zika en PBMC cultivadas de 3 donadores sanos, infectados in vitro y
tratados con Ribavirina, mostrando una reduccion del titulo viral en aquellas muestras tratadas con

Ribavirina. Reproducido de la referencia [229].

En conjunto, la plataforma C2CA-pACE constituye una herramienta para la deteccion del virus

del Zika con algunas ventajas como son el disefio de sondas de forma simple y versatil, la
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facilidad de llevar a cabo multiplexing a través de sondas funcionalizadas y barcoding,
amplificacion isotermal a 37 2C, facilmente aplicable a sistemas portatiles. El rango de deteccidn
de la plataforma es de 10° y 10° copias de ARN viral / mL. Todas estas caracteristicas son
demandadas en un momento actual, en el que al estar afectados por la pandemia es necesario

diagnosticar y monitorizar con eficacia el virus, asi como monitorizar el efecto de terapias.

4.2.8. Exploracion de un método de RCA cuantitativo en tiempo real (RT-qRCA)

Paralelamente a este trabajo desarrollado en muestras del virus del Zika, se desarrollé un
método de RCA cuantitativo utilizando un oligonucleétido sintético del virus NDV (del inglés
“Newcastle Disease Virus”), causante de gripe aviar principalmente en animales domésticos
[231]. En primer lugar, se utilizaron sondas Padlock para realizar RCA y C2CA y comprobar que
la amplificacion tuvo lugar con éxito empleando esta diana sintética (Figura 115A). Una vez
chequeado, se procedid a realizar RCA en tiempo real utilizando SYBR gold como intercalante de
acidos nucleicos, tanto ADN como ARN de cadena sencilla y doble. De este modo, conforme se

produce la amplificacién del producto RCP, se incorpora marcador fluorescente (Figura 115B).
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Figura 115. Resultados obtenidos para analizar la sensibilidad de RT-qRCA. A) El sistema NDV fue
amplificado mediante 1RCA y C2CA en las concentraciones 100 pM y 1 pM respectivamente. Microscopio
Zeiss Axio Imager Z2. Objetivo 20x. B) La RT-qRCA fue detectada exclusivamente utilizando 10 nM de

concentracion inicial, mostrando en tanto una baja sensibilidad de este método.

El método mostré monitorizar la amplificacion de la sefial en tiempo real, lo cual abre la

posibilidad a realizar andlisis RCA cuantitativos. Sin embargo, la sefial en tiempo real solo se
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monitorizd cuando se utilizé una concentracion de partida de oligonucledtido sintético de 10

nM, lo que indica que la sensibilidad del método es baja y requiere una optimizacion.

4.2.9.Aplicacion de RCA en superficie

Adicionalmente, se analizd el funcionamiento de RCA en superficie, para lo que se utilizé el
sistema del virus NDV. Para ello, el oligonucledtido sintético diana correspondiente a ADNc del
ARN viral de NDV estaba marcado con biotina. Este fue incubado en una superficie con
neovidina, molécula de unién a biotina, por lo que el oligonucleétido sintético se unid a la
superficie (Figura 116A). Tras realizar varios lavados, a continuacion, se incubaron las sondas
Padlock y se llevé a cabo una amplificacion mediante RCA. El resultado mostré que la
amplificacion puede tener lugar atrapando el oligonucledtido sintético en superficie (Figura
116B), mostrando una sefial ligeramente superior a RCA en solucién (Figura 116C). Esto podria
abrir la posibilidad a realizar futuras amplificaciones en sistemas que requieran inmovilizar la

diana en superficie.
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Figura 116. Resultados obtenidos realizando RCA en superficie. A) Esquema representativo de la
amplificacion RCA en superficie. Un portaobjetos marcado con neovidina es incubado con la diana
biotinilada, que posteriormente es reconocida por las sondas Padlock y amplificada por RCA. B y C) La
amplificacion RCA mostré un alto nimero de RCPs y una sefial ligeramente superior a los RCPs amplificados

en solucion. Microscopio Zeiss Axio Imager Z2. Objetivo 20x.
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4.3. Discusion

En este capitulo se ha explorado la eficacia de protocolos 1RCA y C2CA para la deteccidn de
secuencias sintéticas del virus del Zika, correspondientes a ADNc del ARN viral del virus del Zika,
la eficacia en la deteccidon del virus del Zika en PBMC infectadas, asi como la eficacia de farmacos
antiflavivirales. Para ello se han utilizado sondas Padlock funcionales y oligos de deteccion y
captura de estas sondas, marcados con Cy3 y biotina respectivamente. Los productos
amplificados obtenidos tras 1RCA y C2CA han sido analizados por microscopia de fluorescencia

y cuantificados.

Se han establecido curvas de calibracidon para ambos métodos 1RCA y C2CA, detectando la
secuencia sintética correspondiente a ADNc de la regién codificante del ARN viral de la proteina
C. Estas curvas de calibracion mostraron una regresion lineal con un coeficiente de variacion
entre 5%y 21 % en caso de 1IRCAy 5 % y 30 % en caso de C2CA, con LoD experimentales de ~1
pM y ~100 aM, respectivamente, correspondiéndose a 6,2 x 10° copias / pL y 6,2 copias / L
sintéticas detectadas respectivamente. En segundo lugar, se valido la capacidad de este sistema
de diagnosticar y detectar ADNc procedente del ARN viral en PBMC de donadores sanos e
infectadas con la cepa Polinesia Francesa del Virus Zika a un MOI de 10. Para ello se ha utilizado
un set de 12 sondas PLPs que hibridan a lo largo del ADNc del genoma viral. Se realizé una
evaluacidon comparativa del efecto de dos farmacos antivirales, TH5487 y Ribavirina. Ademas, se
analizo la carga viral mediante RT-gPCR y se compard con el método C2CA y microscopia de
fluorescencia. Se probaron tres kits comerciales de retrotranscripcion para probar la capacidad
de deteccién del virus mediante C2CA. Los resultados mostraron que la combinacién del kit
Superscript 1V, junto con el tratamiento Ribavirina permitié concluir la deteccion del virus del
Zika asi como detectar una disminucion de la carga viral en aquellas PBMCs infectadas y tratadas
con Ribavirina, tanto por RT-qPCR como por C2CA obteniendo datos similares. C2CA mostré por
tanto ser un método de amplificacion isotermal eficiente para detectar la carga viral de PMBC

infectadas por virus del Zika y monitorizar el efecto del tratamiento con Ribavirina.

La ventaja del método C2CA permite utilizar combinaciones de sondas PLPs de forma versatil y
abriendo la posibilidad de realizar multiplexing y estrategias barcoding con otro tipo de sondas.
C2CA permite detectar la diana en una reaccion de punto final de forma fluorométrica y sensible
mediante una reaccion isotermal de 37 2C, permitiendo ademds monitorizar la eficacia de
farmacos anti-flavivirales. Todo este protocolo puede ser realizado en un total de 5 horas, por
tanto, adaptable a laboratorios clinicos, lo que supone una herramienta de diagndstico

molecular eficiente.
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Capitulo 5. Conclusiones

1. Se ha desarrollado y validado un método répido para la deteccidén de secuencias sintéticas de
KRAS y miR-122 con resolucion de una base mediante la combinacion de nanoparticulas de
poliestireno bifuncionalizadas y marcaje por quimica dindmica, donde la hibridacién de sondas

DGL tiene lugar en fase solucién y el analisis mediante citometria de flujo.

2. Se han analizado variaciones de nucledtido en secuencias sintéticas correspondientes a
mutaciones puntuales en el coddn 12 de KRAS, concretamente discriminando secuencias de tipo

salvaje de KRAS y secuencias mutadas KRAS G12C.

3. Se ha detectado secuencias de KRAS con resolucion de una base en plasma humano,
estableciendo una curva de calibraciéon que muestra una regresion lineal, con un limite de
deteccion (LoD) de 2.5 pmoles, correspondiente a la deteccidon de 1,5055E + 12 moléculas de

diana.

4. Se ha combinado el marcaje por quimica dinamica y FISH para detectar la secuencia a-satélite
humana con resoluciéon de una base en diferentes lineas tumorales humanas, abriendo la

posibilidad de analizar polimorfismos en secuencias repetidas dificiles de secuenciar.

5. Se han realizado ensayos de sensibilidad y especificidad de las cuatro SMART-Nucleobases
biotiniladas mediante quimica dindmica y FISH, mostrando la incorporacién de SMART-C-

Biotina, por tanto, detectandose especificamente guanina.

6. Se ha desarrollado un método para el analisis cuantitativo de las sefiales obtenidas de la
deteccion de la secuencia a-satélite y se ha comparado con la sefial obtenida de la resolucion
de una base, mostrando una relacion de deteccidn entre ambas sefales del 80 %. Asi mismo, se
ha realizado un andlisis en el que se ha comprobado que la media de sefiales de nucleos

metafasicos se corresponde con el nimero modal cromosémico del cariotipo correspondiente.

7. En base a la estrategia desarrollada combinando marcaje por quimica dinamica y FISH, se ha
establecido un planteamiento como futura aplicacién de este método para realizar
secuenciaciéon por quimica dindmica in situ, lo que podria suponer un método eficaz de

secuenciacion in situ aprovechando las caracteristicas de especificidad de las sondas PNA.
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8. Se han llevado a cabo diferentes estrategias de deteccién de mutaciones puntuales in situ en
ARN mensajero de KRAS en lineas celulares tumorales aplicando sondas PNA y DGL vy
combinando protocolos de RNA-FISH y PNA-FISH. Sin embargo, debido al limite de deteccion y
a la sefial inespecifica generada por el sistema biotina-estreptavidina, estas estrategias han sido
ineficaces para detectar dichas mutaciones puntuales. Se han discutido posibles lineas de

actuacién futuras para completar este objetivo.

9. Se ha validado la eficacia de protocolos 1IRCA y C2CA para la deteccién de secuencias sintéticas
del virus del Zika, correspondientes a regiones codificantes del ARN del virus del Zika. Se han
establecido curvas de calibracién para ambos métodos 1RCA y C2CA mostrando Ia
correspondiente regresién lineal y capacidad analitica y se ha calculado el Limite de Deteccidn

experimental (LoD) de ambas técnicas, siendo estas 1 pM y 100 aM respectivamente.

10. Se ha utilizado el método C2CA y el uso de un set de 12 sondas PLPs mediante microscopia
para detectar el virus del Zika en PBMC infectadas. Los resultados son comparables a aquellos
obtenidos por RT-qPCR. Se ha realizado un ensayo preliminar mediante C2CA para evaluar la
eficacia de dos farmacos antiflavivirales, mostrando que a través de C2CA se puede detectar el

virus del Zika y que la Ribavirina reduce la carga viral en PBCM infectados.

11. En esta tesis doctoral se han aplicado técnicas y métodos de deteccién de acidos nucleicos
alternativos al gold-standard de andlisis de acidos nucleicos, la RT-gPCR, con el objeto de aportar
nuevos enfoques y mejoras en la deteccion de acidos nucleicos y con el objetivo final de

contribuir al diagndstico molecular.

218



Chapter 5. Conclusions

Chapter 5. Conclusions

1. A rapid method for the detection with single-base resolution of KRAS and miR-122 synthetic
sequences have been developed by combining bifunctionalized polystyrene nanoparticles and
dynamic chemistry labelling using solution-phase hybridization DGL probes, and analysis by flow

cytometry.

2. Nucleotide variations in synthetic sequences corresponding to point mutations in codon 12 of
KRAS have been analyzed, specifically discriminating between wild-type KRAS sequences and

mutated KRAS G12C sequences.

3. KRAS sequences has been detected with single base-resolution in human plasma, establishing
a linear regression calibration curve with a limit of detection (LoD) of 2.5 pmol, corresponding

to the detection of 1.5055E + 12 target molecules.

4. Dynamic chemistry labelling and FISH have been combined to detect the human a-satellite
sequence with single-base resolution in different tumor cell lines, thus opening the possibility of
using this method to analyze polymorphisms in repeated sequences, which are difficult to

sequence.

5. Sensitivity and specificity tests have been carried out for the incorporation of the four
biotinylated SMART-Nucleobases using dynamic chemistry and FISH, showing a specific

incorporation of SMART-C-Biotin detecting guanine.

6. The signals obtained from the DGL probes have been quantified and compared with the signal
obtained from the nucleotide detection, showing a detection efficiency of 80%. Likewise, it has
been compared with the expected signals of the chromosomal modal number of the karyotype

corresponding to each tumor cell line analyzed.

7. Based on the strategy developed combining dynamic chemistry labelling and FISH, an
approach has been established as a future application of this method to perform in situ dynamic
chemistry sequencing, which could be an efficient sequencing method, taking advantage of the

specificity characteristics of PNA probes.

8. Different strategies for in situ point mutation detection of KRAS messenger RNA have been
analyzed in tumor cell lines applying PNA and DGL probes, and combining RNA-FISH and PNA-

FISH protocols. However, due to the detection limit and nonspecific signals from the biotin-
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streptavidin system, these strategies have been ineffective in detecting point mutations.

Possible future lines of action have been discussed to complete this objective.

9. The efficacy of 1RCA and C2CA protocols for the detection of synthetic Zika virus sequences,
corresponding to coding regions of Zika virus RNA, has been validated. Calibration curves have
been established for both 1RCA and C2CA methods, showing a lineal regression and analytical
capability, and the experimental Limit of Detection (LoD) of both techniques have been

calculated, these being 1 pM and 100 aM, respectively.

10. The C2CA method and the use of a set of 12 PLPs probes by microscopy have been used to
detect the Zika virus in infected PBMC. The results are comparable to those obtained by RT-
gPCR. A trial using C2CA has been carried out to evaluate the efficacy of two antiflaviviral drugs,
showing that the Zika virus can be detected through C2CA and that Ribavirin reduces the viral
load in infected PBCM.

11. This doctoral thesis applies techniques and methods for the detection of nucleic acids
alternative to the gold-standard for nucleic acid analysis, RT-gPCR, in order to provide new
approaches and improvements in the detection of nucleic acids, with the ultimate goal of

contributing to molecular diagnostics.
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6.1. Metodologia Marcaje por quimica dinamica
6.1.1. Marcaje por quimica dinamica (DCL). Informacidén general

Los mondmeros de PNA neutrales protegidos por grupos Fmoc / Bhoc / tBu, los mondmeros de
PNA quirales con carga neutra protegidos con grupos Fmoc / Bhoc y los mondémeros abasicos
con carga neutra y negativa fueron sintetizados y proporcionados por DESTINA Genomica S.L.
(Figura 117, Figura 118, Figura 119). La posicidn abdsica neutral es marcada como *_* mientras
que la posicidn abasica negativa es marcada como *GL*. Todas las SMART-Nucleobases fueron
proporcionadas por DESTINA Genomica S.L. Los extremos N-terminal de las sondas PNA y DGL
fueron modificados afiadiéndole un conector mini-PEG (nombrado como “xx”) y un grupo
nucledfilo -NH; o -SH o bien un marcador como fluoréforos o biotina. Todos los monémeros se
encuentran protegidos por un grupo N-Fmoc para permitir la sintesis en fase sélida. Cuando es
necesario llevar a cabo mas reacciones, se utiliza otro grupo protector como el grupo Bhoc, que

protege el -NH2 de adenina, citosina y guanina [73].
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Figura 117. Estructura quimica de mondémeros de PNA neutrales utilizados para la sintesis de sondas

DGL.
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Figura 118. Estructura quimica de los monomeros de PNA quirales y cargados negativamente utilizados

para la sintesis de las sondas DGL.
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Figura 119. Estructura quimica de los dos tipos de monémeros de PNA abdsicos utilizados para
introducir la posicion abdsica. El monémero quiral y cargado negativamente también lleva un grupo de

dcido propidnico (protegido por tBu) en la posicion y.

Las sondas PNA y DGL fueron sintetizadas y proporcionadas por DESTINA Genomica S.L. La
sintesis llevada a cabo se basa en técnicas estandar de sintesis en fase solida (SPPS) sobre

soportes poliméricos (resina Tentagel (Polymer, Reino unido)) utilizando un sintetizador Intavis
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Bioanalytical MultiPrep CF (Intavis AG GmH, Alemania). La sintesis se realizd6 mediante rondas
repetidas de acoplamiento de mondmeros de PNA activados (con el grupo amino protegido)
seguidos de desproteccién del grupo amino-terminal con pasos de lavado después de cada
etapa. Las reacciones se realizaron a temperatura ambiente en columnas de microescala con
filtro de PTFE (Intavis, Alemania). La Figura 120 muestra un esquema general de los pasos

implicados en la sintesis de la sonda DGL.
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Figura 120. Esquema de sintesis de sondas DGL por sintesis en fase solida (SPPS). Las sondas DGL se
sintetizan de extremo C-terminal a extremo N-terminal. En primer lugar, el monomero de PNA se acopla a
la resina y luego se desprotege el grupo Fmoc, acopldndose los siguientes mondmeros segun la secuencia
de la sonda. El monomero de PNA abdsico se introduce en la sintesis. El acoplamiento final es la
introduccion de cualquier marcador a la sonda DGL, como un enlazador de amino-mini-PEG, un fluordforo,
una biotina o un grupo acetato. Una vez que se sintetiza la sonda DGL, se escinde de la resina utilizando
una mezcla dcida, principalmente dcido trifluoroacético, que no solo separa la sonda de la resina, sino que
también elimina los grupos protectores ldbiles al dcido de los monémeros como Boc, Bhoc, tBu [73].
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Tabla 23. Sondas PNA y sondas DGL utilizadas en este trabajo. La secuencia de las sondas se representa
de extremo N-terminal a extremo C-terminal. “xx” representa un mini-PEG. “HAc” representa un grupo
acetato bloqueando el extremo N-terminal. “Cys” representa una cisteina. *_* representa una posicion
abdsica neutral. *GL* representa una posicion abdsica quiral con un grupo de dcido propanoico que

confiere carga negativa. Cglu/Aglu/Tglu/Gglu representa mondmeros PNA quirales con un grupo

propanoico en posicion gamma que confiere carga negativa.

Sonda PNA / Sonda DGL SecuenciaN 2> C ext:\:;f)ifli\lc-::ir?:inal
PNA-miR-122-Biotin CACCATTGTCACACTCCA Biotin — xx
DGL-miR-122 CACCATTgluGT*_*ACgluACTgluCCA HAc—Cys-xx
PNA-KRAS-wt-Biotin CTACGCCACCAGCTCCAA Biotin—xx
PNA-KRAS-wt-Cy5 CTACGCCACCAGCTCCAA Cy5—xx
DGL-K12RC CTACGCCAgIuC*_*AGgluCTCCAA HAC —Cys-xx
PNA-a-sat-Cy3. AAACTAGACAGAAGCATT-Cy3. HAC-xx
PNA-a-sat-Biotina. AAACTAGACAGAAGCATT Biotin—xx
PNA-a-sat quiral AAACTgIuAGACgIuUAGAAGCgluATTglu Biotin—xx
PNA-teldmero CCCTAACCCTAACCCTAA Cy5—xx
PNA-telomero quiral CgluCCTgluAACgIuCCTgluAACgIuCCTgluAA Biotin—xx
DGL-a-sat. AAACTAGA*_*AGAAGCATT HAc—xx
DGL-a-sat-Cy3. AAACTAGA*_*AGAAGCATT Cy3—xx
PNA-KRAS-Cy3#1. TACCACAAGTTTATATTC Cy3—xx
PNA-KRAS-Cy3#2. TCATTTTCAGCAGGCCTC Cy3—xx
PNA-KRAS-Biotin #2 CTACGCCACCAGCTCCAA Biotin—xx
PNA-KRAS-Biotin #3 ACCAGCTCCAACTACCACAAGT Biotin—xx
PNA-KRAS-Cy3 #3 ACCAGCTCCAACTACCACAAGT Cy3—xx-
PNA-GAPDH-Biotin GCCAGTGGACTCCACGACGTAC Biotin—xx
PNA-GAPDH-Cy3 GCCAGTGGACTCCACGACGTAC Cy3—xx
PNA-GFP-Cy3 ACGTGTCTTGTAGTTCCCG Biotin—xx
PNA-GFP-Cy3 ACGTGTCTTGTAGTTCCCG Cy3—xx
PNA-SCRAMBLED-Biotin TCCGACCACGCATCTCCACCAG Biotin—xx
PNA-SCRAMBLED-Cy3 TCCGACCACGCATCTCCACCAG Cy3—xx
DGL-KRAS-G12C#2 GCCTACGCCAC*_*AGCTCCAACT Hac—xx
DGL-KRAS-G12C#3 CTACGCCAgIuC*GL*AGgIuCTCCAA 3RCCxx
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6.1.2. Resuspension de sondas PNA y DGL liofilizadas

Las sondas liofilizadas fueron resuspendidas en agua libre de ARNasas con un 10 % de DMSO. A
continuacién, se realizé una dilucién 1:5 y se midid la absorbancia a 260 nm en un
espectrofotometro Nanodrop® ND-1000 (ThermoFisher Scientific, USA). La concentracion fue
calculada usando como valores de coeficiente de extincion molar (€260) 6.6, 8.8,13.7,11.7y 2.5

(mMecm™) para C, T, A, G respectivamente, considerando el marcaje especifico de cada sonda.

6.2. Metodologia capitulo 2

6.2.1. Citometria de flujo

La citometria de flujo fue realizada utilizando el instrumento BD FACSCanto Il ™ y los resultados
fueron analizados con el software FlowJo (versidon 10). Los anadlisis de reacciones DCL en BD
FACSCanto Il ™ se realizaron utilizando el canal FITC, con una linea de laser de excitacion de 488
nm vy la emisidn recolectada con un filtro de paso de banda de 530 / 30 nm para la deteccién de
FAM (que se muestra en el eje Y en los graficos de dispersidn), y el canal APC para la deteccién
de Cy5, (mostrado en el eje X en los graficos de dispersidn), con una linea de laser de excitacion
de 633 nm y emisidn recogida con un filtro de paso de banda de 670 / 14 nm. Los datos de FACS

se analizaron usando la mediana de intensidad de fluorescencia (MFI) en el canal APC.

6.2.2. Sintesis y preparacion de Strep-FAM-NP (13)

6.2.2.1.General

Todos los productos quimicos y disolventes (cianoborohidruro sédico, formamida,
dimetilformamida (DMF), piperidina, entre otros) se obtuvieron de Sigma Aldrich. El tampdn
SCD se prepard a partir de una solucién SSC2x y dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0,1 % con el pH
ajustado a 6.0 usando HCl. La Fmoc-Glicina-OH y el Poloxamero 407 fueron adquiridos de Sigma
Aldrich. La estreptavidina (procedente de Streptomyces avidinii) se adquiri6 de VWR. El

compuesto estreptavidina conjugado con Alexa Fluor™ 647 se adquirié de ThermoFisher (USA).

6.2.2.2. Sintesis de aminometil PS-NPs (1)

HzN/\O

Las aminometil PS-NPs (1) fueron preparadas mediante polimerizacidn por dispersién. En primer
lugar, se disolvié polivinilpirrolidona (PVP) (MW 29.000, Sigma-Aldrich) en etanol al 86 % en un

volumen final de 10 mLy se desoxigend mediante burbujeo de argdn. A continuacidn, se disolvid
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azobisisobutironitrilo (AIBN) en estireno con clorhidrato de vinilbencilamina (VBAH) y
divinilbenceno (DVB). La dispersion se desoxigend con burbujeo de argdn antes de la adicién a
la solucién de PVP / etanol. La mezcla se agitd bajo argdon durante 1 hora antes de calendar a 68
°C durante 15 horas. Las NPs se obtuvieron por centrifugacién (11.000G, 15 min) y se lavaron
dos veces con 10 mL de metanol y dos veces con 10 mL de agua. Finalmente, las NPs fueron

almacenadas en 10 mL de agua a 4 °C.

6.2.2.3. Sintesis de Strep-FAM-NPs (13)

<E
&

Las reacciones de acoplamiento se realizaron siguiendo procedimientos SPPS con un paso previo
de activacion del acido carboxilico del mondmero a acoplar en una solucién de oxyma (50
equivalentes) en DMF durante 4 minutos a 25 °C seguido de la adicion de N,N'-
Diisopropylcarbodiimide (DIC) (50 equivalentes) y mezcla durante 8-10 minutos a 25 °C. Esta
solucién activada se afadid a la suspensidon de las amino-metil NPs y se mezcld en un
Thermomixer (eppendorf, Germany) a 1.400 rpm durante 2 horas a 60 °C. Los mondmeros
protegidos por grupo Fmoc fueron acoplados como sigue: (i) Fmoc-Gly-OH, Oxyma, DIC (1,400
rpm, 2h, 60°C); (ii) 20% piperidine in DMF (1,400 rpm, 3 x 20min, 25 °C); (iii) Fmoc-PEG-OH,
Oxyma, DIC (1,400 rpm, 2h, 60°C); (iv) Fmoc-Lys-Dde(OH), Oxyma, DIC 1,400 rpm, 2h, 60°C); (v)
3.5 Hydroxylamine.HCl, Imidazole, NMP (1,400 rpm, 1h, 25 °C);

La funcionalizacién de las NPs en FAM-NPs (10) se logré eliminando el grupo protector Dde de
la lisina. El fluordforo se acopld a la amina libre resultante de la desproteccién. Para ello, las NPs
fueron lavadas tres veces en 1 mL de PBS y a continuacidn resuspendidas en N,N-
dimetilformamida (DMF). A continuacion, (vi) se disolvieron 50 equivalentes de 5(6)-
carboxifluoresceina (FAM) y 50 equivalentes de oxyma en DMF en un volumen finalde 1 mLy la
solucion se mezclé durante 4 minutos a 25 °C antes de la adicién de 50 equivalentes de DIC. Tras
la adicién de DIC, la solucién se mezclé durante 8-10 minutos a 25 °C y se mezcldé en un
Thermomixer a 1.400 rpm durante 2 horas a 60 °C. A continuacidn, se realizaron 5 lavados PBS

(1.400 rpm durante 10 minutos cada lavado) obteniendo finalmente FAM-NPs (10).

A continuacién, se llevo a cabo la desproteccion del grupo Fmoc, tras lo cual las FAM-NPs (11)

fueron (vii) resuspendidas en una solucion de glutaraldehido (25 % p / v) en tampdn PBS y fueron
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incubadas en agitacion durante 15 horas a 25 °C, obteniendo FAM-NPs (12). A continuacion, las
FAM-NPs (12) fueron lavadas con PBS (pH 7,4) tras lo cual se afiadié (viii) estreptavidina (0,3 ug
/ mLen PBS, pH 7,4) y se tratd con una solucién de cianoborohidruro de sodio (20 mM) en PBS
/ EtOH (3:1) durante 2 horas. Finalmente, las Strep-FAM-NP (13) se lavaron con PBS y se trataron
con una solucién de unidén (etanolamina 40 mM con BSA al 1% (p / v) en PBS). Para evitar
agregados, las NPs se incubaron en una (ix) solucion al 1% (p / v) Poloxdmero 407 en agua
desionizada durante 15 horas en agitacién a 1.400 rpm a 25 °C. Finalmente, las NP se lavaron

una vez en PBS, obteniendo Strep-FAM-NPs (13) listas para usar.

6.2.2.4. Protocolo general para la desproteccion de Fmoc

La desproteccién de Fmoc se logré mediante el tratamiento de NP protegidas con Fmoc con
piperidina al 20% en DMF (1 ml; 3 x 20 min). Las NPs se obtuvieron por centrifugacion y

posteriormente se lavaron con DMF (3 x 1 mL), MeOH (3 x 1 mL) y agua desionizada (3 x 1 mL).

6.2.2.5. Protocolo general para la desproteccion de Dde

La desproteccion de Dde se facilitd tratando las NPs con la mezcla de solucidn de desproteccion
de Dde (se suspendieron 1,80 mmol de NH,OH.HCl y 1,35 mmol de imidazol en 5 mL de NMP),
y la mezcla se sonicd hasta su completa disolucion. Justo antes de la reaccion, se diluyeron 5
volimenes de esta solucién con 1 volumen de DMF (1 mL) durante 1 hora en una rueda giratoria.
Las NPs se obtuvieron por centrifugacion y posteriormente se lavaron con DMF (3 x 1 mL),

metanol (3 x 1 mL), agua desionizada (3 x 1 mL) y finalmente DMF (3 x 1 mL).

6.2.3.Caracterizacion de las Strep-FAM-NPs (13)

6.2.3.1. Contenido sdlido (SC) de la emulsién (%)

Se colocd una masa conocida de una suspension de NP de poliestireno (0,5-1 mg, suspendida en
agua) en un vidrio de reloj, se cubrid con papel de aluminio, se secd a 25 °C durante 15 horasy
se peso para obtener la masa de las NPs. A continuacidn, se calculd el contenido sélido de

acuerdo con la siguiente ecuacién:

M
% SC =— x100
Vs
Donde M = masa de NP (mg), Vs = Volumen de suspension (uL).

SC: 2%, 2 mg de NP en 100 pL de solucidn.
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6.2.3.2. Calculo de la carga de las NPs utilizando la prueba Fmoc-NPs

Las Fmoc-Gly-OH-NP se resuspendieron en 1 mL de piperidina al 20% en DMF (3 x 20 min),
después de lo cual las NPs se lavaron por centrifugacién tres veces, los sobrenadantes se
combinaron vy la carga se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacién:

A |
Loading (mmol/g) _ (A302xV)

=—————x1000
(€302xdxW) X

Donde A302: absorbancia medida a 302 nm, V: volumen de sobrenadantes combinados en mL,

€302: coeficiente de extincién molar (7800 M-1cm-1) y W: masa de perlas en mg.

Resultado: Carga (prueba Fmoc): 0,022 mmol / g

6.2.3.3. Prueba cualitativa de ninhidrina

Las reacciones de acoplamiento se controlaron mediante una prueba cualitativa de ninhidrina.
Se lavaron pequeiias muestras de NPs en metanol (12 L, 2 % SC) en un eppendorf de 0,5 mL de
capacidad con metanol y se centrifugaron, después de lo cual se afiadieron 6 L de reactivo A (4
% p / v fenol en etanol absoluto mezclado con 0,65 % p / v cianuro potasico en agua y diluido en
piperidina) y 2 uL de reactivo B (0,05 % p / v ninhidrina en etanol absoluto). A continuacién se
mezclé y calenté a 100 °C durante 3 min. Si la muestra se encuentra teiiida de azul indica la
presencia de aminas primarias. Si la muestra se encuentra tefiida de amarillo indica la ausencia

de aminas primarias.

6.2.3.4. Determinacion de la concentracion de NPs (NPs / pL) mediante el uso de un

método espectrofotométrico

La concentracidon de NP (NP / pL) se determind mediante un método espectrofotométrico en el
que se realizé la medicién de la densidad dptica de turbidez a 600 nm de suspensiones de PS-
NP, basandose en principios nefelométricos. La luz que atraviesa las suspensiones de NP se
dispersa mediante fendmenos de reflexién, refraccidon y difraccidon y la intensidad de la luz
dispersada, que es proporcional al nimero de NP en suspensidn, se registra mediante
espectrofotdmetros estdndar. De esta manera, se obtuvieron curvas estandar de calibracion
para muestras con concentracién conocida de amino-metil PS-NPs de 360 nm. Las curvas de
calibracion ajustaron modelos de regresion lineal mediante los cuales se pudo determinar el
numero de NPs por microlitro correspondiente a una unidad de DO600 para cada tamanio. Por
lo tanto, sobre la base de estas curvas utilizando lotes iniciales de suspensiones NPs, se puede

determinar el nimero de NPs en lotes finales, midiendo su densidad éptica a 600 nm.
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6.2.4. Diseiio de oligonucledtidos diana, diseiio sondas PNA, disefio sondas DGL

Los oligonucleétidos sintéticos de ADN monocatenario (ssDNA) que contienen el codén 12 de la
secuencia tipo salvaje de KRAS y que contienen el codén 12 mutado G12C (ssDNA-KRAS-wt-Cy5,
ssDNA-KRAS-wt-biotin y ssDNA-KRAS-G12C-Cy5) asi como las secuencias de los oligonucleétidos
sintéticos de ssDNA de miR-122 (ssDNA-miR-122-Cy5) se obtuvieron de GENBANK, se
comprobaron mediante anadlisis BLAST y fueron adquiridos a través de Integrated DNA

Technologies (IDT) (USA) y Microsynth AG (Switzerland).

Se disefiaron y sintetizaron sondas PNA complementarios a KRAS y miR-122 marcadas con Cy5
(PNA-KRAS-wt-Cy5) o biotina (PNA-KRAS-wt-Biotin), y una DGL complementaria a KRAS
portando una posicion abasica frente al segundo nucledtido del codén 12 (DGL-K12RC) y miR-
122 (DGL-miR-122). La SMART-Cytosine-PEGi;-Biotin, SMART-Adenine-Deaza-PEGi;-Biotin y las

sondas PNA y DGL fueron proporcionadas por DESTINA Genomica SL.

6.2.5. Ensayos de hibridacion PNA:ADN en solucién

Los ensayos de hibridacién PNA:ADN se llevaron a cabo incubando 1 uM de ssDNAy 1 uM de
sonda PNA junto con 5 uM de SMART-C-biotina en las mismas condiciones descritas
anteriormente. Una vez la temperatura alcanzoé 41 °C, se afiadié cianoborohidruro de sodio a
una concentracion final de 1 mM, y la reaccidn se incubd a 41 °C durante 1 h mientras se agitaba
a 1400 rpm en un Thermomixer (eppendorf, Germany). A continuacién, se agregaron 5 x 108
Strep-FAM-NP (13) y se incubaron a 25 °C durante 1 h con agitacidn a 1400 rpm. Finalmente, las
NPs se lavaron con PBS 0.1% Tween (3 x 200 pL; 5 min a 12.000 rpm)), se resuspendieron en 200

pL de PBS y se analizaron por citometria de flujo.

6.2.6. Ensayos de hibridacion DGL:ADN en solucién

Las reacciones DCL se llevaron a cabo incubando 1 pM de ssDNAy 1 uM de sonda DGL junto con
5 uM de SMART-C-biotina en las mismas condiciones descritas anteriormente. Una vez la
temperatura alcanzé 40 °C, se afiadid cianoborohidruro de sodio a una concentracién final de 1
mM, y la reaccidn se incubd a 41 °C durante 1 h mientras se agitaba a 1400 rpm en un
thermomixer (eppendorf, Germany). A continuacidn, se agregaron 5 x 108 Strep-FAM-NP (13) y
se incubaron a 25 °C durante 1 h con agitacion a 1400 rpm. Finalmente, las NPs se lavaron con
PBS 0.1% Tween (3 x 200 pL; 5 min a 12.000 rpm)), se resuspendieron en 200 plL de PBS y se

analizaron por citometria de flujo.
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6.2.7. Reaccion DCL en plasma humano. Curva de calibracién en plasma humano

La curva de calibracidn se realizé afiadiendo cinco cantidades de diana (ssDNA-KRAS-wt-Cy5)
(2,5 pmol, 12,5 pmol, 25 pmol, 37,5 pmol y 50 pmol) en tampdn SCD (pH 6; 1: 4) conteniendo 1
UM de sonda DGL en 10 pL de plasma humano en un volumen final de 50 L. La reaccidn se
mezclé y se incubd a 80 °C durante 5 minutos y se enfrié a 40 °C durante 1 hora utilizando un
termociclador Veriti 96-pocillos (Applied Biosystem, USA). Las muestras de plasma humano de
donantes sanos fueron aportadas por el Biobanco del Sistema Sanitario Publico de Andalucia
(convenio nimero $1900297) aprobado por el Comité Etico de Investigaciones Biomédicas de
Andalucia (cédigo del estudio: 32.160.041). A continuacidn, se agregaron 5 x 108 Strep-FAM-NP
(13) y se incubaron a 25 °C durante 1 h con agitaciéon a 1400 rpm en un Thermomixer.
Finalmente, las NPs se lavaron con PBS 0.1% Tween (3 x 200 pL; 5 min a 12.000 rpm)), se

resuspendieron en 200 pL de PBS y se analizaron por citometria de flujo.

6.2.8. Extraccion de ARN, sintesis de ADNc y end-point PCR

El ARN fue extraido de la linea celular de adenocarcinoma colorrectal HT-29 (ATCC® HTB-38™)
utilizando el kit miRNeasy® Mini kit (Qiagen, Germany). La cuantificacion y calidad del ARN fue
medida utilizando el sistema nanodrop (Thermo, US). La sintesis de ADNc fue llevada a cabo
utilizando el kit Transcriptor First Strand ADNc Synthesis (Roche, Switzerland). La reaccién end-
point PCR fue llevada a cabo utilizando la PCR Master Mix (Thermo Scientific™, USA) utilizando
el programa (desnaturalizacién 95 °C durante 1 minuto, 35 ciclos formados por una etapa de 95
°C 15 segundos, una etapa de 55 °C 15 segundos y una etapa de 72 °C 15 segundos). Los primers
utilizados fueron forward 5’-AGTCATTTTCAGCAGGCC-3’ y reverse 5’-
GCTGTATCGTCAAGGCACTCT-3'. La calidad de amplificacion fue analizada por electroforesis en

gel de agarosa (2 %) y analizado mediante Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, USA).

6.3. Metodologia capitulo 3

6.3.1. Microscopia confocal y de epifluorescencia

-Microscopia confocal. Las imagenes fueron obtenidas con un microscopio laser confocal
invertido Zeiss LSM 710 con un factor de zoom de aceite plan-apocromatico 63x /1.4, 1.0, 2.0.
Los laseres utilizados fueron laser diodo de 405 nm al 3.0 % para DAPI, laser argén 488 nm al 2.2
% para Alexa Fluor 488, laser HeNe 543 nm al 10.0 % para Cy3 y laser HeNe 633 para Alexa Fluor

647. El pinhole en todos los casos fue de 1,0 unidades de aire y la adquisicidn se realizé de modo
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secuencial, manteniendo cada filtro configurado individualmente para evitar interferencias
entre canales. Rango de deteccion DAPI: 410 — 487 nm; Alexa Fluor 488: 555 — 681 nm; Cy3: 555
— 681 nm; Alexa Fluor 647: 638 — 759 nm.

-Microscopia de epifluorescencia. Las imagenes fueron capturadas con un microscopio de
epifluorescencia ZEISS Axio Imager Al equipado con una ldmpara de mercurio HBO 100 como
fuente de iluminacién, una cdmara monocromatica ZEISS AxioCam MR como detector y el
software ZEN versién 3.1. En la adquisicidn se utilizé un objetivo ZEISS Plan-Apochromat 63x con
apertura numérica 1.4 de inmersion en aceite y el filtro DAPI (excitacion 335-383; emision 420-
470), filtro GFP (excitacidon 450-490; emisién 500-550) y filtro Rhodamina (excitacién 540-552;
emision 575-640) para la deteccion del marcador nuclear DAPI, AlexaFluord88 y Cy3,

respectivamente.

6.3.2. Cultivos celulares

Las lineas celulares de adenocarcinoma colorrectal HT-29 (ATCC® HTB-38™), adenocarcinoma
de glandula mamaria MDA-MB-468 (ATCC® HTB-132™), adenocarcinoma de pulmén H1975
(ATCC® CRL-5908™), adenocarcinoma de cérvix HelLa (ATCC® CCL-2™) y fibroblastos de ratén
(Mus musculus) MEF (CF-1) (ATCC® SCRC-1040™) fueron obtenidas de ATCC (Manassas, VA,
USA). En todos los casos las lineas celulares fueron cultivadas en medio DMEM (Gibco, Paisley,
Reino Unido), a excepcién de la linea celular H1975, que fue crecida en RPMI (Gibco, Paisley,
Reino Unido). Ambos medios fueron suplementados con suero bovino fetal al 10% (Gibco,
Paisley, Reino Unido), 100 U / mL de penicilina / estreptomicina (Gibco, Paisley, Reino Unido),
1x L-glutamina (Gibco, Paisley, Reino Unido) y 1 mM de piruvato de sodio (Sigma Aldrich). Las

lineas celulares fueron cultivadas en un incubador himedo con 5 % de CO, a 37 °C.

6.3.3. Choque hipoténico, fijacion Carnoy, preparacion de metafases

-Choque hipotdnico. Las lineas tumorales fueron crecidas hasta un 80 % de confluencia y
tripsinizadas (solucién de tripsina-EDTA 1x, Sigma Aldrich) a 37 °C durante 5 minutos. A
continuacidn, se recogieron y centrifugaron durante 5 minutos a 1500 rpm. El pellet celular fue

resuspendido en 8 mL de solucidn hipotdnica (0,075 M de cloruro potasico (KCl)) y fueron

233



Capitulo 6. Metodologia

incubadas a 37 °C durante 30 minutos. Pasado este tiempo, los nucleos obtenidos fueron fijados

con solucién Carnoy.

-Fijacion con solucién Carnoy. Tras los 30 minutos de choque hipotdénico, los nucleos fueron
centrifugados durante 5 minutos a 1500 rpm vy fijados resuspendiendo lentamente el pellet
celular con una solucién Carnoy (3 partes de metanol por 1 parte de acido acético glacial) e
incubando durante 30 minutos a 4 °C. El proceso se repitidé durante 4 veces y los nucleos fueron
resuspendidos en 1 mL de solucién Carnoy. Finalmente se agregaron dos gotas de la suspension

en un portaobjetos y se dejoé secar durante toda la noche.

-Preparacion de metafases. Cuando el ensayo requiere metafases, previo al choque hipotdnico,
las células crecidas a una confluencia del 80 % el medio fue reemplazado por medio con 5 %
colcemid (Sigma Aldrich). Las células fueron incubadas 4 horas en estufa a 37 °Cy transcurrido
este tiempo el medio fue aspirado y se realizd un lavado con PBS. A continuacidn, la linea celular
fue tripsinizada (solucidn de tripsina-EDTA 1x, Sigma Aldrich) y centrifugada 5 minutos a 1500

rpm previo choque hipotdnico.

6.3.4. Hibridacion in situ Fluorescente (FISH) con sondas PNA

Los ensayos FISH con sondas PNA fueron realizados sumergiendo los portaobjetos en PBS1x dos
veces durante dos minutos cada vez y deshidratando en alcohol creciente (70 % - 85 % - 100 %).
A continuacion, los portaobjetos se dejaron secar y se afiadidé la solucidon de hibridacién,
consistente en 20 mM Tris, pH 7.4, 60 % formamida y una concentracién final de la sonda de 50
nM. A continuacién, la muestra se cubrid con un cubreobjetos y se selld con Parafilm,
disponiendo los portaobjetos en un Thermobrite (Abbott), denaturalizando a 85 °C durante 5
minutos e hibridando a 40 °C durante 1 hora. A continuacidn, se realizaron los lavados post-
hibridacidn en jarras tipo Coplin, sumergiendo los portaobjetos en solucién de lavado SSC2x 0,2
% Tween durante 5 minutos a 37 °C y aplicando un segundo lavado con SSC2x 0,1 % Tween
durante 5 minutos y sumergiendo los portaobjetos en agua. Finalmente se dejaron secar los
portaobjetos levemente y se dispuso una gota de marcaje nuclear Vectashield Antifade
Mounting Medium con DAPI (1.5 pg / mL), cubriendo con cubreobjetos evitando burbujas y

sellando el cubreobjetos.
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6.3.5. FISH y reaccidn quimica dinamica in situ

La reaccidn quimica dindamica in situ fue llevada a cabo sumergiendo los portaobjetos en PBS
dos veces durante dos minutos cada vez y deshidratando en alcohol creciente (70 % - 85 % - 100
%). A continuacidn, se dispuso una camara (Grace Bio-Labs, 9 mm de didametro, 0,8 mm de
profundidad), se llené con PBS y fue sellada. A continuacién, se llevd a cabo una
desnaturalizacion a 94 °C durante 10 minutos en un Thermobrite (Abbott) tras lo cual la cdmara
fue sumergida en hielo durante 2 minutos. A continuacion, el portaobjetos se extrajo del hielo,
se retird el PBS de la cdmara y se llend de la solucion de hibridacion y reaccién. La solucién de
hibridacidn y reaccién esta formada por un buffer fosfato 10 mM con pH ajustado a 6, la sonda
DGL en una concentracion final de 50 nM, la SMART-Nucleobase en una concentracion de 5 uM

y el agente reductor a una concentracién final de 1 mM.

Una vez afiadida la soluciéon de hibridacion y reaccién, la cdmara fue sellada y puesta en
Thermobrite a 40 °C durante 2 horas. Tras la incubacion, el sobrenadante fue retirado, la camara
retirada y los portaobjetos sumergidos en solucién de lavado en jarras tipo Coplin SSC2x 0,2 %
Tween durante 5 minutos a 37 °C, seguido de un segundo lavado con SSC2x 0,1 % Tween durante

5 minutos seguido de un lavado en agua, listo para proceder a la reaccién TSA.

6.3.6. Tyramide Signal Amplification (TSA)

La reaccion TSA fue realizada siguiendo las instrucciones del kit Tyramide SuperBoost™ con
estreptavidina y Alexa Fluor-488 tyramida (ThermoFisher Scientific). En primer lugar, se
realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno en PBS seguido de una incubacién de 1 hora con
HRP-Peroxidasa a temperatura ambiente. Si la linea celular expresa abundante biotina, es
necesario una incubacion previa con kit de bloqueo de biotina enddgena (ThermoFisher
Scientific). A continuacidn, se realizaron otros tres lavados en PBS de 10 minutos cada uno, y se
incubd la muestra con 100 pL de solucion de trabajo, que contiene la solucidn de reacciodn, el
sustrato de HRP-Peroxidasa (tiramida conjugada con Alexa Fluor 488) y H,0,. La reaccién fue
incubada durante 10 minutos. A continuacion, las muestras fueron enjugadas tres veces con PBS
y se llevd a cabo el marcaje nuclear, depositando una gota de Vectashield Antifade Mounting
Medium con DAPI (1.5 pg / mL), cubriendo con cubreobjetos evitando burbujas y sellando el

cubreobjetos.
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6.3.7. RNA-FISH con sondas PNA. RNA-FISH con quimica dinamica in situ

-RNA-FISH con sondas PNA. Los ensayos de RNA-FISH fueron llevados a cabos el mismo dia en
el que las muestras fueron fijadas para evitar la degradacién del ARN. Todos los buffers utilizados
se prepararon libres de ARNasas. Hasta el paso de la hibridacién, los ensayos fueron realizados
en campana y el material esterilizado con lejia al 10 %. Los ensayos de RNA-FISH fueron
realizados cultivando las células en portaobjetos con cdmara (LAB TEK® Il chamber slide™) a
razén de 10.000 células por pocillo. Una vez alcanzado el 80 % de confluencia, se procedio retirar
el medio de cultivo y se lavd una vez con PBS el portaobjetos, procediendo a la fijacién con 4 %
paraformaldehido en PBS frio e incubando durante 10 minutos. A continuacion, se realizaron

tres lavados con PBS y se procedié a la permeabilizacion.

El proceso de permeabilizacion se realizd de diferentes métodos segun el objetivo. En un caso,
se llevé a cabo la permeabilizacidon con PBS 0,2 % Tween durante 10 minutos. En otro caso con
PBS 0,2 % Tritdn 100 durante 10 minutos. En otro caso, utilizando etanol 70 % en frio (2 °C -8
°C) para, ademas de permeabilizar, anular la actividad de ARNasas. Una vez fijada y
permeabilizada la muestra, se realizaron dos bloqueos. Se afiadié una gota de suero de cabra 10
% sobre la muestra y se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, se
hicieron tres lavados en PBS de 30 minutos cada uno y se procedid a bloquear la biotina

endogena (kit endogenous biotin blocking (ThermoFisher)).

Tras los bloqueos, la muestra fue lavada tres veces en PBS durante 10 minutos cada vez y a
continuacién se afiadié una gota con el buffer de hibridacién, consistente en 1 g / mL dextran
sulfato (Sigma D8906-50G) 10 % de formamida y buffer Tris 20 mM y se incubd durante 1 hora
a 40 ° C. A continuacién, se realizaron los lavados post-hibridaciéon, sumergiendo los
portaobjetos en solucidn de lavado SSC2x 0,2 % Tween durante 5 minutos a 37 °C y aplicando
un segundo lavado con SSC2x 0,1 % Tween durante 5 minutos y sumergiendo los portaobjetos
en agua. Finalmente se dejaron secar los portaobjetos levemente y se dispuso una gota de
marcaje nuclear Vectashield Antifade Mounting Medium con DAPI (1.5 pg / mL), cubriendo con

cubreobjetos evitando burbujas y sellando el cubreobjetos.

-RNA-FISH con quimica dinamica in situ. Los ensayos de RNA-FISH con quimica dinamica in situ
fueron llevados a cabo siguiendo las mismas directrices anteriormente indicadas, a excepcién
de la permeabilizacidn, que fue realizada con etanol 70 %. La hibridacion y reaccién por quimica
dindmica fueron llevadas a cabo en una camara de hibridacidon (Grace Bio-Labs, 9mm de
didmetro, 0,8 mm de profundidad). El buffer de hibridacidn y reaccidn consistié en buffer fosfato

10 mM con pH ajustado a 6, 50 nM de sonda DGL, 5 uM de SMART-Nucleobase y 1 mM de agente
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reductor. El portaobjetos fue incubado 2 horas a 40 °C en un Thermobrite (Abbott). A
continuacién, se realizaron los lavados post-hibridacidon, sumergiendo los portaobjetos en
solucidn de lavado SSC2x 0,2 % Tween durante 5 minutos a 37 °Cy aplicando un segundo lavado
con SSC2x 0,1 % Tween durante 5 minutos y sumergiendo los portaobjetos en agua. Finalmente
se deja secar los portaobjetos levemente y se dispone una gota de marcaje nuclear Vectashield
Antifade Mounting Medium con DAPI (1.5 pg / mL), cubriendo con cubreobjetos evitando

burbujas y sellando el cubreobjetos.

6.3.8. Ensayo de especificidad, sensibilidad y cuantificacion de sefales

-Especificidad. Para mostrar la especificidad de incorporacion de SMART-Nucleobases, la
reaccion fue llevada a cabo en idénticas condiciones, tal y como esta descrita en la seccion 6.3.7.
incubando con cada una de las SMART-Nucleobases biotiniladas de forma independiente. A
continuacién, se llevdé a cabo el marcaje TSA y se analizaron las muestras en microscopia

confocal.

-Sensibilidad y cuantificacion de sefiales. La sensibilidad fue analizada a través de la
cuantificacion de las sefiales obtenidas. Para ello, se tomaron imagenes de 50 nucleos
interfasicos en tres muestras independientes, y 25 nucleos metafdsicos en 3 muestras
independientes. A continuacién, se utilizé Imagel para identificar cada sefal discreta de Cy3 y
Alexa Fluor 488. A continuacidn, se establecid una relacion de correspondencia entre cada sefial
Cy3 con sefial Alexa Fluor 488 correspondiente y se analizé el nimero modal indicado en ATCC,

de donde se obtuvieron las muestras.

6.4. Metodologia capitulo 4
6.4.1. Sintesis de ADNc

El ARN viral obtenido de PBMC infectadas fue almacenado a — 80 °C. La retrotranscripcién se
realizé utilizando tres kits diferentes: TranscriptMe (Blirt, Poland), Superscript Ill (ThermoFisher,
USA) y Superscript IV (ThermoFisher, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. En todos
los casos, la retrotranscripcion fue llevada a cabo utilizando primers decdmeros aleatorios
biotinilados (6 uM) y el ADNc biotinilado obtenido fue almacenado a -20 °C hasta su posterior

procesamiento.
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6.4.2. Sondas Padlock

Para la validacién de los ensayos 1RCA y C2CA, asi como para las curvas de calibracidon se
utilizaron dos sondas Padlock complementarias al ADNc viral del ZIKV, concretamente a las
regiones codificantes de la capsida (C) y la premembrana (PrM). Para el analisis de las muestras
del virus del Zika se utilizaron 12 sondas complementarias al ADNc de las regiones codificantes
de la cépsida (C), la premembrana (PrM), la envoltura (E) y las proteinas no estructurales (NS1,
NS2, NS3, NS4, NS5). Todas las sondas incluyen dos regiones complementarias a la diana, dos
secuencias reconocidas por una sonda de deteccidon y una sonda de captura y un sitio de
restriccion Alul, requerido para realizar C2CA. Las sondas fueron solicitadas en Integrated DNA

Technologies (USA) con extremos 5’ fosforilados o biotinilados, dependiendo del ensayo.

6.4.3. Curva de calibracion mediante Rolling Circle Amplification (RCA)

Diferentes concentraciones de diana sintética (1000 pM, 100 pM, 10 pM, 1 pM, 0,1 pM y 0,01
pM) fueron incubadas con 100 pM de la sonda Padlock para llevar a cabo la ligacién
correspondiente en una mezcla de ligacion con 0,125 U / uL de enzima ligasa Tth, 200 pg / mL
de BSA en buffer Ampl 1x (Tris-HCL 200 mM, pH 8,3, KCl 250 mM, MgCl, 100 mM, 5 mM NAD,
Triton X-100 al 0,1%). La reaccién se incubd a 60 °C durante 30 minutos. A continuacién, se llevé
a cabo la reaccién RCA agregando una mezcla de amplificacion con 0,4 U / uL de enzima
polimerasa Phi29, 1 U / uL de enzima Exonucleasa |, 200 pg / mL de BSA, 125 uM de dNTPs y el
buffer Phi29 a una concentracion 1x (Tris-HCI 500 mM, pH 8,3, MgCl> 100 mM, (NH4).S0. 100
mM). La mezcla fue incubada a 37 °C durante 2 horas, seguida de una inactivacion a 85 °C

durante 15 minutos.

A continuacién, se llevd a cabo el marcaje de los productos formados en la amplificacidn,
incubando la solucién con una mezcla que contiene los oligos de deteccidn y de captura a una
concentracién final de 5 nM en agua miliQ. La mezcla se incubé a 75 °C durante 5 minutos
seguido de 15 minutos a 55 °C. Finalmente se tomaron 10 pL de la solucidn y se depositaron en
un portaobjetos de adhesién Plus Superfrost® Plus (VWR), se cubrié con cubreobjetos y se

visualizé por microscopia.
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6.4.4. Circle-To-Circle Amplification (C2CA). Curva de calibracidn. Analisis de ARN del

virus del Zika. Evaluacion eficacia de farmacos antiflavivirales

Diferentes concentraciones de diana sintética biotinilada (1000 fM, 100 fM, 10 fM, 1 fM, 0,1 fM
y 0,01 fM) fueron incubadas con 100 pM de la sonda Padlock para llevar a cabo la ligacién
correspondiente en una mezcla de ligacién con 0,25 U / puL de enzima AMPIligasa, 200 pg / mL
de BSA en buffer Ampl 1x (Tris-HCL 200 mM, pH 8,3, KCl 250 mM, MgCl, 100 mM, 5 mM NAD,
Triton X-100 al 0,1%) y 0,125 U / uL de ARNasa H, en un volumen final de 20 L. La reaccién se

incubd a 37 °C durante 30 minutos seguido de 60 °C durante 30 minutos.

A continuacién, se afadieron 5 pL de beads magnéticas conjugadas con estreptavidina
(Dynabeads T1, ThermoFisher (USA)) lavadas 3 veces con tampdn Wtw (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5,
EDTA 5 mM, Tween 20 al 0,1%, NaCl 100 mM) y se incubd 20 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente las beads fueron lavadas una vez con buffer Wtw y se llevd a cabo la reaccidn
RCA. La reaccidn se llevd a cabo afiadiendo la mezcla de amplificacion con 0,4 U / uL de enzima
polimerasa Phi29, 1 U / uL de enzima Exonucleasa I, 200 pg / mL de BSA, 125 uM de dNTPs y el
buffer Phi29 a una concentracion 1x (Tris-HCI 500 mM, pH 8,3, MgCl, 100 mM, (NH,4),S04 100
mM). La mezcla fue incubada a 37 °Cdurante 1 hora, seguida de una inactivacion a 65 °C durante

5 minutos.

A continuacidn, se descarto el sobrenadante y se llevd a cabo la digestion, afiadiendo una mezcla
que contenia 120 mU / pL de enzima Alul, 120 nM de oligo de restriccidén, 200 ug / mL de BSAy
tampdn Phi29 1x. La mezcla se incubé a 37 °C durante 5 minutos y se inactivé a 65 °C durante 2
minutos. Tras la digestidn, se recogid el sobrenadante y las beads fueron descartadas. Se llevo a
cabo un paso de ligacidon y amplificacién combinado, afiadiendo una concentracion final de 20
mU / uL de ligasa T4, 200 mU / uL de polimerasa Phi29, 200 pg / mL de BSA, 0,68 mM ATP y
buffer tampdn Phi29 1x y 125 uM dNTPs. La solucion se incubd a 37 °C durante 2 horas seguido

de una inactivacion a 65 °C durante 2 minutos.

Posteriormente, se llevé a cabo el marcaje de los productos formados en la amplificacién,
incubando la solucion con una mezcla que contiene los oligos de deteccion y de captura a una
concentracién final de 5 nM en agua miliQ. La mezcla se incubé a 75 °C durante 5 minutos
seguido de 15 minutos a 55 °C. Finalmente se tomaron 10 pL de la solucidn y se depositaron en
un portaobjetos de adhesion Plus Superfrost® Plus (VWR), se cubrié con cubreobjetos y se

visualizé por microscopia.
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Cuando se llevd a cabo la deteccidn del ARN viral en PBMC infectadas y se evalué la eficacia de
los farmacos anti-flavivirales, 10 uL de ADNc biotinilado obtenido de la retrotranscripcion
(seccion 6.4.1) se incubd con un cocktail de 12 sondas Padlock que hibridan a lo largo del ADNc
del virus del Zika a una concentracion final de 100 pM. El resto del proceso se realizé como se

indica anteriormente.

6.4.5. Cuantificacion de productos de amplificacion por circulo rodante (RCPs)

Los productos RCPs fueron cuantificados a través de imagenes obtenidas por microscopia de
fluorescencia. Las imdagenes de epifluorescencia fueron tomadas con un Zeiss Axio Imager Z2
con un objetivo plan-apocromatico 20x zoom 1.0. Tras la reaccidn, se deposité la muestra con
los RCPs en un portaobjetos SuperFrost Plus® (VWR) para evitar la dispersion de la muestra, se
cubrié con cubreobjetos de dimensiones 710,52 um x 523,8 um y se visualizé por microscopia.
En los casos en los que la cantidad de RCPs fue abundante y ocupaban mas de un plano, se
realizd un ensayo Z-Stack, es decir, se tomaron imdagenes de varios planos y se superpusieron en
una Unica imagen para asegurar que todos los RCPs fueron cuantificados. Las imagenes fueron
tomadas en el canal para detectar Cy3, pero, ademas, también se tomaron en 6 canales distintos
para detectar sefiales inespecificas: Atto, Texas Red, FITC, Cy5, DAPIy Cy7. Sélo se contabilizaron
aquellas sefiales obtenidas en el canal Cy3. Los ensayos se realizaron por duplicado y para el
recuento de RCP en los portaobjetos, se tomaron imdgenes de 5 regiones de interés

independientes y se realizé una media del nimero de RCPs contabilizados por regién de interés.

En aquellas imagenes en las que se llevd a cabo la cuantificacion de los RCPs, el analisis se realizo
mediante los softwares Cell profiler e Imagel. Cell Profiler (NIH, EE. UU.) es un software que
permite establecer los parametros exactos con los que realizar la cuantificacién de cada una de
las imagenes o de todas en conjunto, analizando intensidad de la escala de grises en un area
determinada o realizando un analisis de particulas para contar el nimero de RCPs. Permite
cargar a la vez varias imagenes, analizdndolas todas de forma automatica y devolviendo un
numero de RCPs detectados junto con otras caracteristicas como el diametro o la intensidad de
sefial. Adicionalmente las imagenes pueden ser analizadas mediante Imagel y la funcion Find
Maxima, generando una cuantificacién que puede ser comparado con el obtenido por Cell
Profiler para conocer la idoneidad de los datos de deteccidn de los RCPs. Este mismo protocolo
fue seguido para realizar la curva de calibracion RCA y C2CA. Asi mismo, este mismo protocolo

se utilizé para analizar las muestras de virus obtenidas por C2CA.
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Apéndice 1. Figura 33
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