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ARTICULO DE REVISION

Meétodos de Investigacion Molecular en la
Deteccion de Mutaciones Germinales en Cancer
Colorrectal Hereditario

MV Dominguez'? EP Bastos': SD Silva® BM Rossi?

RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es una de las principales causas de muerte por neoplasia
en paises sudamericanos. Las formas hereditarias de CCR son, poliposis adenomatosa
familiar (FAP) y cancer colorrectal hereditario sin poliposis (HNPCC) o Sindrome de Lynch
(SL), que es la forma mas comun. La deteccion de mutaciones en los genes de reparo de
ADN (MMR) y en el gen APC permite el desarrollo de estrategias de prevenciéon. Algunas
de estas metodologias de diagnéstico molecular son aplicadas para la investigacion y
deteccion de mutaciones en estos genes, tales como el Test de la Proteina Truncada (PTT),
Andlisis de polimorfismos de conformacién de cadena simple (SSCP), Cromatografia liquida
desnaturante de alta performance (DHPLC) y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
en tiempo real (QPCR).
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SUMMARY

Colorectal cancer (CRC) is one of the main causes of death in South American countries.
The hereditary forms of CRC are, familial adenomatous (FAP) and hereditary nonpolyposis
colorectal cancer (HNPCC) or Lynch Syndrome (LS), which is the most common form. The
detection of mutations in the DNA repair genes (MMR) and in the APC genes enables the
development of prevention strategies. Some of these methods for molecular diagnosis
are applied in research and the detection of mutations of these genes, such as the partial
thromboplastin time test (PTT), the single strand conformational polymorphism test (SSCP),
the Denaturing High Performance Liquid Chromatography test (DHPLC) and the Polymerase
Chain Reaction (PCR) in real time (gPCR).
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INTRODUCCION

as mutaciones constitucionales deletéreas en

genes involucrados en el reparo del ADN o

control de la proliferacién celular estan fre-

cuentemente asociadas a un alto riesgo de can-

cer hereditario 2. La poliposis adenomatosa

familiar (FAP) y el cancer colorrectal heredita-
rio sin poliposis (HNPCC) o Sindrome de Lynch (SL) son
sindromes de cancer colorrectal (CCR) asociados a defectos
hereditarios en genes que regulan la proliferacion celular
y adhesion, APC, MUTYH, o genes de reparo de ADN
(MMR), MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 y PMS1 645,

En familias FAP, la mutacién en el gen APC esta aso-
ciada a numerosos pélipos adenomatosos, con un riesgo de
aproximadamente 100% de desarrollar CCR durante la vida
y con una edad media de 40 afos. El fenotipo atenuado de
FAP se presenta en un inicio tardio, con pocos poélipos, pre-
sencia de tumores en el lado derecho y esta asociado a mu-
taciones en el exén 9 y terminaciones 5’0 3" del gen APC, o
también con alguna mutacién bialélica del gen MUTYH. Los
portadores de mutacién en el gen APC presentan un riesgo
incrementado de desarrollar otros tumores, principalmente
tumores desmoides benignos ©.

Mutaciones en los genes MMR ligados a SL, estan
asociados con el desarrollo temprano de CCR (<50 afios)
e instabilidad de microsatélites (IMS) en tejidos malignos,
como consecuencia de la pérdida del alelo de tipo salva-
je durante la oncogénesis. Un amplio espectro tumoral es
frecuentemente observado en el contexto de las mutaciones
de los genes MLH1 y MSH2, principalmente cancer de es-
témago, endometrio, pelvis renal, intestino delgado, entre
otros. El gen MSH2 representa aproximadamente 40% de
las mutaciones de los genes MMR asociados a CCR, en-
tre mutaciones puntuales y grandes deleciones gendmicas.
Raros homocigotos de inicio temprano de CCR han sido
observados para los genes MLH1, MSH2 y PMS2. Estos
homocigotos podrian presentar fenotipos adicionales, entre
malignidades hematolégicas y neurolégicas en la infancia, y
sefales intermediarias de neurofibromatosis en homocigotos
del gen MLH1. Dobles heterocigotos también han sido ob-
servado en diferentes combinaciones de genes, como: APC
mas MSH6, MSH6 mas MUTHY, y MSH6 mas PMS2, y
un caso conocido de APC mas MSH2. En estos casos, el
diagnéstico de cancer de colon se debe realizar en una edad
mas temprana ©.

La identificacién de mutaciones germinativas mediante
la técnica de secuenciacion directa consume mucho tiempo
y no es aplicable para protocolos o estudios clinicos a gran
escala. Por tanto, estrategias de investigacién molecular,
comprendiendo el test de la proteina truncada (PTT), analisis
de polimorfismo de conformacién de cadena simple (SSCP),
cromatografia liquida desnaturante de alta performance (DH-
PLC) y Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR) en tiem-
po real (QPCR) han sido descritos para facilitar la deteccion
de mutaciones. Idealmente, estos métodos son usados para
el analisis de mutaciones de un gran nimero de fragmentos
de ADN y son caracterizados por presentar una alta sensibili-
dad, especificidad, y ser considerados como métodos inofen-

sivos, relativamente baratos y totales o semi-automatizados
para minimizar costos y tiempo ©.

En el presente estudio, nosotros revisamos 4 métodos
de investigacién para mutaciones germinativas en SL y FAP,
tales como PTT, SSCP DHPLC, y qPCR.

METODOS DE SCREENING
Test de la proteina truncada (PTT)

El PTT esta basado en la transcripcién vy traduccién in vitro
de una region amplificada de un gen o mRNA alvo median-
te PCR de transcripcion reversa (RT-PCR), seguido de un
analisis para fragmentos de polipeptideos menores a partir
del produto de PCR 7. Las proteinas de bajo peso molecular
surgen como consecuencia de un truncamiento (framsehift)
o por mutaciones de parada (stop cédon) en el gen analiza-
do, las cuales difieren de las proteinas de tamafno completo
esperado. El PTT esta compuesto por 4 pasos: el primero,
la separacién de acidos nucleicos: genémico, ARN total o
poly (A)+ ARN Segundo, amplificacién de una regién es-
pecifica del gen de interés. Tercero, transcripcion y traduc-
cién in vitro del producto de reaccién de amplificacion; y
finalmente el cuarto paso, deteccién de los productos tradu-
cidos. Los productos proteicos truncados (alelos mutantes)
son facilmente distinguidos del producto proteico de tamafio
completo (alelo normal) (Figura 1) ©). Adicionalmente, PTT
facilité la detecciéon de nuevos tipos de mutacién, debido a
que un cambio en la secuencia genera una regién altamente
mutable y detectable en la superficie del ARN©),
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Figura 1. Representacion grafica de los 4 pasos de la metodologia de PTT
(a) Separacion de los acidos nucleicos (b) amplificacion, (c) transcripcion y
traduccion (d) deteccion de los productos traducidos..

(Adaptada del Protocolo Promega (8)

Las primeras mutaciones publicadas en los genes
PMS1 y PMS2 en pacientes HNPCC fueron originalmente
detectadas por PTT. Tao y colaboradores, (2001) utilizaron
la técnica de deteccién basada en RT-PCR acoplada a PTT
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como punto de partida. Rastrearon 84 familias no relacio-
nadas para el analisis de mutaciones germinativas en los ge-
nes PMS1 y PMS2. No fueron encontradas mutaciones en
el gen PMS2. Cinco bandas aberrantes fueron identificadas
para el gen PMS1 en siete familias (seis de Finlandia y una
de Italia). La secuenciacion de cDNA revel6 una delecion
en todas esas familias 1?. Recientemente, Hes y colabora-
dores (2008) utilizaron la metodologia de PTT para elucidar
la magnitud de la mutacién en el gen APC en familias FAP.
Mediante el PTT, fue encontrado 5% de casos nuevos de
FAP identificados como mosaicos, probablemente debido al
namero significativo de mutaciones en el gen APC. Estos es-
tudios demuestran que PTT es una importante herramienta
para rastrear mutaciones de sospecha de neoplasia 111213,

Anadlisis de polimorfismo de conformacién de
cadena simple (SSCP)

El principio de SSCP se basa en la conformacién secundaria
a partir de moléculas de ADN de cadena simple basadas en
secuencias especificas sobre condiciones no desnaturantes.
Las moléculas de tamafio normal pueden diferenciarse de
las pequefias con una simple substitucién de base, formando
diferente conformacién y migracién en un gel de poliacrila-
mida no desnaturante (Figura 2) 4
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Figura 2. Representacion grafica de la metodologia de SSCP. Mutaciones
puntuales de una tinica base puede causar grandes diferencias en la forma
de acoplamiento del DNA de cadena simple. Estas diferencias pueden ser
detectadas en la movilidad electroforética. TS: Tipo salvaje, M: mutante, SM:
salvaje+mutante

(Adaptado de http://nationaldiagnostics.com)

Mutante

La sensibilidad de SSCP varia draméaticamente de
acuerdo al tamano del fragmento de ADN. Por lo tanto, el
producto de PCR tiene que ser preferentemente pequefo
(aproximadamente 150pb) para aplicar satisfactoriamente
esta metodologia en la detecciéon de mutaciones. Otro re-
quisito importante, es la seleccién de cebadores de PCR
(flanquean la region de interés) o la digestion de productos
grandes de PCR en sitios de internos de restriccion. Cuando
la investigacion para polimorfismos no es critica, el analisis
de fragmentos tamafo grande puede ser realizado. La sensi-
bilidad de SSCP es de aproximadamente 80 a 90%, siempre
y cuando se cumplan con todas las condiciones 9.

Isidro y colaboradores (2003) detectaron mediante
SSCP y DHPLC, 4 mutaciones nuevas en el gen MLH1 y
un nuevo polimorfismo silencioso en el gen MSH2 en fami-
lias portuguesas de Lynch ¢, De la Fuente y colaboradores
(2007) detectaron 87% de mutaciones en el gen APC por
SSCP; de las cuales, mas del 50% no habian sido descritas.
El alto porcentaje de mutaciones nuevas encontradas puede
ser por la composicién genética de la poblacién chilena, la
cual, es una mistura de amerindios y espafioles 7).

En la poblaciéon espafola, la mutacién en el codén
1061 del gen APC es una de las mas comunes en las Islas
Balearicas. Aunque este codén sea un hot-spot, el analisis de
haplotipo de estas familias es consistente con la presencia
del efecto fundador de la delecion de 5pb en el codén 1061
en familias FAP de las Islas Balearicas espafolas . La re-
levancia de estos estudios es tener un mayor conocimiento
de la susceptibilidad al cancer hereditario, y la posibilidad de
identificar mediante el diagnéstico molecular a los familiares
de alto riesgo 9.

El nimero de pélipos rectales y las regiones de las mu-
taciones en el gen APC estan siendo utilizados para direccio-
nar el tratamiento quirdrgico en pacientes con FAP familiar.
Por lo tanto, la identificacién de mutaciones germinativas
en los genes APC o MYH puede direccionar la seleccion del
tratamiento quirargico @9,

Cromatografia Liquida Desnaturante de Alta
Performance (DHPLC)

En sus inicios, esta metodologia presenté una efectiva aplica-
cién para la separacion de oligonucleotidos, fragmentos de
PCR vy analisis de productos formados a partir de RT-PCR
para determinar los niveles de expresién génica.

Esta técnica esta basada en la deteccién automatizada
de segmentos de DNA mediante una cromatografia liquida
de alta performance de fase fonica-pareada reversa. El prin-
cipio de DHPLC se basa en la desnaturacién y reanelamien-
to de amplicones de tipo salvaje y mutado y la comparaciéon
entre sus perfiles @V

Para alcanzar resultados mas confiables, se sugiere un
analisis preliminar de la cualidad de los amplicones a tempe-
raturas no desnaturantes de 50°C. En estas condiciones, la
presencia de mutaciones de pequefias repeticiones también
puede ser detectadas (Figura 3).

Tipo salvaje ~ Mutante Heteroduplex Homoduplex

5//4:

<3

Figura 3. Representacion grafica del analisis de DHPLC. Dos (PCR
amplificados) cadenas de ADN que difieren en un dnico nucleétido son
desnaturados y anelados, formando un heteroduplex, el cual puede ser
distinguido de un homoduplex mediante HPLC.

(Adaptado de www.transgenomic.com)
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Los productos de PCR no necesitan ser purificados para
el anélisis por DHPLC. El analizador de DHPLC (Transge-
nomic Wave) presenta una manipulaciéon automatizada de
96 muestras simultdneamente, lo que disminuye la mano de
obra del operador. Aproximadamente, 10ul (50-200ng) de
producto de PCR son utilizados para el analisis mediante
DHPLC y consecuentemente, el producto remanente de
PCR (20-50ul) puede ser usado para purificacién, secuencia-
cién u otro procedimiento experimental.

En conclusién, esta metodologia parece ser adecuada
para el analisis de mutaciones como rutina de laboratorio ¢223),

El analisis mediante DHPLC también puede ser usa-
do satisfactoriamente para la deteccion de mutaciones y
polimorfismos en el cromosoma Y, factor IX, genes de la
neurofibromatosis tipo 1, regulador de conductancia trans-
membrana de la fibrosis quistica (CFTR), homélogos de la
fosfatasa y tensina en el cromosoma 10 (PTEN) y en los
genes BRCA1 y BRCAZ2 425,20

PCR en tiempo real (qPCR)

La metodologia de PCR en tiempo real (QPCR) direcciona
un analisis de datos cuantitativos de expresién génica en es-
tudios biolégicos, de medicina, biotecnologia, microbiologia
y diagnéstico de enfermedades ?”. qPCR utiliza colorantes
reporter fluorescentes para combinar la amplificacién y los
pasos de deteccién de la reaccion de PCR en un tnico paso
(28,29). El ensayo mide el incremento de la senal fluorescen-
te, la que es proporcional a la cantidad de ADN procesado
durante cada ciclo de PCR @7 (Figura 4).
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4

Figura 4. Representacion grafica de la metodologia de qPCR, los dos sets de
hibridizacién son de aproximadamente 100 bp (especificos para cada region).
La prueba de LightCycler-Red 640 es usada para la deteccion de mutacion en
la posicion A; y la de Light-Cycler-Red 705 es usada para la posicion B. Note
que ambas mutaciones se encuentran en el mismo amplicon (Adaptado de
Roche Molecular Biochemicals no. 2 1999).

Los instrumentos requeridos en un ensayo de qPCR
consisten de un termociclador y un fluorimetro de micro-
volumen que permite la rapida deteccién de mutaciones con
una alta acuracia. Las alteraciones de miiltiples bases son
discriminadas mediante el uso de pruebas de hibridizacion
y curvas de melting fluorescentes. A través del analisis de
estas curvas, este sistema proporciona una Gnica e innova-
da aproximacién para detectar polimorfismos de una tnica
base (SNPs). El analisis de la curva de melting monitora
la hibridizacién, que se trata de la temperatura-dependiente
de una unica cadena. Las pruebas de hibridizacién se ligan
perfectamente al ADN alvo marcado, requiriendo una alta

temperatura de melting (Tm) para separar las pruebas de
hibridizacién unidas al ADN que contiene errores de des-
estabilizacion, es esta diferencia la base de la deteccion de
mutaciones. La prueba de hibridizacién, comprendiendo la
region de una mutaciéon potencial (mutation probe), tiene un
bajo Tm que la prueba adyacente (anchor probe), aseguran-
do el senal fluorescente generado durante la curva de mel-
ting, ( que es determinado sélo por la prueba de mutacién).
Los hibridos Probe/ADN contienen el melt de error a ba-
jas temperaturas que los hibridos marcados perfectamente.
Esto refleja las diferentes Tms durante el analisis de la curva
de melting. Por lo tanto, el tipo salvaje, mutante, la mezcla
de ellos (por ejemplo, genotipo heterocigoto) pueden ser
distinguidos mediante las diferencias que presentan en sus
respectivas temperaturas de melting. El analisis de la curva
de melting es realizada inmediatamente después del paso de
amplificacion €0,

Por lo tanto, qRT_PCR es aplicado para una rapida
deteccion de genes involucrados en neoplasias humanas y
enfermedades infecciosas. En la investigacion de la seleccion
de de métodos, este es el principal método para una cuan-
tificacion de la expresiéon génica. La disponibilidad practica
y el analisis son simples y puede ser facilmente extendible
al ambiente clinico a diferencia de aquellas técnicas de PCR
tradicionales (Figura 5).

Deteccion de variantes conocidas
|

y

I Pruebas especificas I | Melting de alta resolucién |

Analise de meltingdel amplicon
(genotipaje, investigacion de
mutaciones, andlisis del
porcentaje de metilacion del
DNA)

| Deteccion de cualquier variante |

Mé n: :
Método basico: étodo avanzado

Genotipaje evaluado por la

Genotipaje tradicional curva demelting

Figura 5. Revision de los métodos basados en PCR para investigacion de
variacion genética.
(Adaptado de Hoffmann et al. 2008 (31))

En CCR, la mutacién V60OE del gen BRAF, codifica-
dor de quinasas pertenecientes a la via de sefializacion RAS/
RAF/MAPK, sugiere un origen esporadico de esta enferme-
dad, excluyendo los criterios para cancer colorrectal heredi-
tario (tipo FAP y SL).

La combinacién de las pruebas de TagMan MGB con
las condiciones de un ensayo universal permite un eficiente
flujo de trabajo para el andlisis de grandes nimeros de dife-
rentes SNPs en laboratorios clinicos ©2.

DISCUSION Y CONCLUSION

El analisis de mutaciones en pacientes con padrén here-
ditario de CCR, generalmente se basa en el anélisis de la
secuencia genémica de ADN, las que pueden ser rastreadas
por diferentes metodologias. La identificacion, acurécia e in-
terpretacién de mutaciones de los portadores son esenciales
para el manejo clinico de los pacientes con CCR, y para
investigaciones cientificas .
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Una de las primeras metodologias desarrolladas en esta
area es PTT, la cual presenta varias caracteristicas importan-
tes como una alta sensibilidad y un bajo porcentaje de falsos
positivos. El principal problema técnico de esta metodologia
esta relacionado con el hecho que, generalmente PTT usa
un alvo de ARN, presentando dificultades en la potencial
expresion génica diferencial y estabilidad de los transcritos
resultantes de los alelos estudiados. Esta desventaja puede
ser como consecuencia de las modificaciones en el tipo cap-
tura del gen asi como el uso de PTT digital, que disminuye el
limite de deteccién de mutaciones y permite el uso de PTT
en la deteccion de mutaciones de fluidos corporales ©. Otra
desventaja de PTT convencional es el uso de marcadores
radioactivos para la deteccién de proteinas. Recientemen-
te, modificaciones en el tipo marcadores fluorescentes o el
uso de epitopes alvos fueron establecidos, lo que permite
la deteccion del producto traducido no radioactivo. Cuando
varios epitopes son usados en diferentes campos de lectura,
el espectro de deteccion de mutaciéon puede ser expandido
para todas las posibles mutaciones del tipo frameshift (),
Estas modificaciones permiten que PTT sea una poderosa
técnica no radioactiva que permite detectar mutaciones con
una alta sensibilidad.

Clinicamente, utilizar técnicas de rastreamiento tal
como SSCP y DHPLC es mas aceptable en el analisis ge-
nético de familias FAP y HNPCC (16). La mayor ventaja de
DHPLC es la facilidad de rastrear un gran niimero de mues-
tras evitando el uso de electroforesis, preparacion y analisis
de gel. Este sistema es idealmente utilizado para deteccién
de los genes MLLH1 y MSH2 en la rutina laboratorial, debi-
do a que (a) es rapido, tomando aproximadamente de 5-7
minutos por muestra, (b) presenta una alta acuracia, (c) es
econémico, costando aproximadamente $0,7 por muestra y
(d) es menos laborioso, DHPLC presenta la ventaja de geno-
tipar una gran cantidad de muestras sin supervisién humana
y puede funcionar durante la noche, generando resultados
automaticamente.

Si las condiciones de PCR son cuidadosamente optimi-
zadas v la inyeccion del amplicon es tnica y pura, el padrén
de analisis muestra un tnico y reconocible pico, previniendo
asi la necesidad de ser analizados por dos observadores in-
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